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Koksidiyan bir protozoon olan Toxoplasma gondii'nin sebep oldugu toksoplazmozis tim diinyada ol-
dugu gibi Tiirkiye'de de yaygin bir hastaliktir. immiin sistemin durumuna, yasa veya yerlestigi bolgeye
gore cok farkl klinik belirtilere sebep olmaktadir. Parazitin 6n ucunda apikal kompleks adi verilen organel
bulunmaktadir. Bu organelin bir bileseni olan “rhoptry neck protein (RON)”leri konak hiicreye invazyon
sirecinde “moving junction” formasyonunda ve parazitoforik vakuoliin olusumunda kritik bir role sahip-
tir. Ote yandan son yillarda gelistirilen interferens RNA (iRNA) teknikleri ile yeni tedavi secenekleri ortaya
cikmistir. Small iRNA (siRNA) ile paraziter hastaliklarin tedavisi ve kontrolinin yapilabilmesi de miimkiin
gorilmektedir. Buradan hareketle toksoplazmozise karsi bu yontemin kullanilmasi distndlmistir. Calig-
ma kapsaminda, T.gondii’'nin invazyon molekiilii olan RONT geninin siRNA transfeksiyonu ile susturulma-
si amaclanmistir. Calismada, negatif kontrol grubunu olusturan Hela hiicreleri, pozitif kontrol grubunu
olusturan T.gondii takizoitleri ile enfekte HelLa hiicreleri ve deney grubunu olusturan siRNA transfeksiyo-
nu yapildiktan sonra T.gondii takizoitleri ile enfekte edilen Hela hicreleri kullanilmistir. Her calisma gru-
bundan 30. saniye, 1. dakika, 5. dakika, 15. dakika, 30. dakika, 1. saat, 6. saat, 12. saat, 24. saat, 36.
saat ve 48. saat surelerinde 6rnekler toplanmistir. Deney ici kontrol gruplari ile deney gruplari arasindaki
parazit yiklerinin orantisal degisimini hesaplamak lzere, bu 6rneklerden RNA izolasyonu yapilarak gercek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qRt-PCR) ve protein izolasyonu yapilarak Western Blot (WB) analizle-
ri gerceklestirilmistir. Kontrol gruplari ile deney gruplarn arasindaki istatistiksel fark hesaplanmistir. siRNAT
(p< 0.0055), siRNA2 (p< 0.0003), siRNA3 (p< 0.0001), siRNA4 (p< 0.0001), siRNA5 (p< 0.0001), siRNA6
(p< 0.0001), siRNA7 (p< 0.0182), siRNA9 (p< 0.0011) ve siRNATO0 (p< 0.0004) ile yapilan deneylerde gen

iletisim (Correspondence): Dr. Merve Yiiriik, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Parazitoloji Anabilim Dali, Melikgazi,
38039, Kayseri, Tiirkiye. Tel (Phone): +90 352 207 6666, E-posta (E-mail): yuruk_merve@hotmail.com




Toxoplasma gondii'nin invazyonundan Sorumlu Hedef Rhoptry Neck
Protein (RON) Geninin siRNA Transfeksiyonu ile Susturulmasi

ifadesinde anlamli fark oldugu fakat siRNA8 (p< 0.4049) ile yapilan deneyde istatistiksel olarak anlamli bir
fark olmadigi tespit edilmistir. RON1 geninin susturulmasi sonucu total anti-T.gondii ve anti-T.gondii RON1
antikorlari ile yapilan WB analizlerinde, deney grubuna ait hticre lizatlarinda parazit antijeninin tretilmeme-
sine bagli olarak invazyonun engellendigi tespit edilmistir. Anti-toksoplasmozis asilarin ve terapétik ajanlarin
gelistiriimesi icin TJRONT1 gen ifadesinin bu yontem ile baskilanmasi umut verici bir basamak niteligindedir.

Anahtar kelimeler: Toxoplasma gondii; siRNA; transfeksiyon; rhoptry neck protein.
ABSTRACT

Toxoplasma gondii is a coccidian protozoan that causes toxoplasmosis is a common disease in Turkey
as well as all over the world. It causes various clinical symptoms depending on the immune system status,
age, or location of the disease. There is an organelle called the apical complex at the anterior end of the
parasite. Rhoptry Neck Proteins (RONs), a component of this organelle, play a critical role in the formation
of “moving junction” and parasitophorous vacuoles during host cell invasion. On the other hand, interfe-
ring RNA (iRNA) treatment options developed in recent years have emerged. With small iRNAs (siRNA) it is
also possible to treat and control parasitic diseases, too. From here it is thought to use this method against
toxoplasmosis. Within the scope of the project, it is aimed to silence RON1 gene the target invasion mole-
cules of T.gondii with siRNA transfection. In the study, the negative control group constitute Hela cells, the
positive control group constitute Hela cells infected with T.gondii tachyzoites and the experimental group
constitute Hela cells infected with T.gondii tachyzoites after siRNA transfection were used. Samples were
collected in each study group at 30 seconds, 1 minute, 5 minutes, 15 minutes, 30 minutes, 1 hour, 6 hours,
12 hours, 24 hours, 36 hours and 48 hours. In order to calculate the proportional change of the parasite
loads between control groups and experimental groups, RNA and protein isolations were performed from
these samples for real time polymerase chain reaction (qRt-PCR) and WB analyzes, respectively. The statis-
tical difference between control groups and experimental groups was calculated. Significant difference in
gene expression in experiments with siRNAT (p< 0.0055), siRNA2 (p< 0.0003), siRNA3 (p<0.0001), siRNA4
(p< 0.0001), siRNA5 (p< 0.0001), siRNA6 (p< 0.0001), siRNA7 (p< 0.0182), siRNA9 (p< 0.0011) and siR-
NAT0 (p< 0.0004) but there was no significant difference statistically in the experiment with siRNA8 (p<
0.4049) was detected. Thus, it has been detected that invasion was inhibited due to the lack of production
of parasite antigen in the cell lysate belongs to experimental groups at WB assays with anti-T.gondii RON1
and total anti- T.gondii antibodies resulting in silencing of the RON1 gene. The suppression of the TJRON1
gene expression by this method is a promising step in the development of anti-toxoplasmosis vaccines and
therapeutic agents.

Keywords: Toxoplasma gondii; SiRNA; transfection; Rhoptry neck protein.
GIRi$

Toksoplazmozis, zorunlu hiicre ici protozoon parazit Toxoplasma gondii'nin neden ol-
dugu, diinya genelinde yaygin gorilen zoonotik karakterli bir hastaliktir. Bu hastalk in-
san vicudundaki tim hayati organlari tutabilmektedir. Kanser hastalarinda, kemik iligi ve
soliter organ nakli yapilan ve immdun sistemi baskilanmis kimselerde cok agir seyredebil-
mekte hatta élimle sonuclanabilmektedir'. Parazitin invazyon molekiilleri bu patolojilere
neden olabilmektedir. Konak hiicreye invaze olan T.gondii takizoitlerinin etrafinda halka
benzeri yapida daralmaya neden olan RON proteinleri 2005 yillinda tanimlanmustir. Api-
kompleksan subesinde korunmus proteinler olan AMAT1 ve RON’lar ortak calisirlar. AMAT
proteinin ektodomaini, konak hiicre membranindan iceriye girisi saglayan ve hiicrenin
kortikal iskeletinde bulunan diger RON proteinlerine baglandigi dusiinilen RON2'ye
baglanir?. Bununla beraber, konak hiicreye tutunma ile iliskili olan mikronem proteinleri,
parazitin 6n kismindan bosaldiktan sonra RON molekdlleri ile konak hiicre membraninda
olusturduklari “moving junction” [hareketli baglanti (M])] formasyonundan hiicre icine
dogru itilerek parazitoforik vakuolii olusturmaktadirlar®#,
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immiin sistemi saglam veya baskilanmis kimselerde, gebelerde ve cocuklarda ve
okdler toksoplazmoziste uygulanan farkli tedavi yaklagimlari ve bu esnada kullanilan
anti-Toxoplasma ilaglarinin olasi yan etkileri tedaviyi giiclestirmektedir. Bu nedenle te-
davisi kritik olan hasta gruplarina ortak uygulanabilen, yan etkisi daha az veya yan etkisi
olmayan alternatif tedavi yontemlerinin gelistirilmesi ihtiyaci ortaya cikmaktadir>6. Son
yillarda, kanser gibi farkl hastaliklarda interferens RNA'lar (iRNA) ile tedavi yontemleri
gelistirilmeye calisiimistir. Bu calismalar, small iRNA'lar (siRNA) ile toksoplazmozisin teda-
visinde alternatif bir yéntem gelistirilebilecegi fikrini dogurmustur’-8. Calismada, rhoptry
neck protein (RON) molekiillerinin siRNA transfeksiyonu ile genetik olarak susturulmasi,
dolayisiyla T.gondii'nin konak hicreye invazyonunun engellenmesi ve bu teknik ile pa-
razitin ortaya c¢ikardigi patolojilerin, engellenebilecedi hipotezi gelistirilmistir. Bu cals-
mada, Hela hiicre kiltiriinde in vitro kiiltivasyonu yapilmis olan T.gondii’'nin hiicrelere
invazyonundan sorumlu RON1 genine ait RNAlar icin tasarlanan siRNA’lar ile RON1
geninin susturulmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Toxoplasma gondii Takizoitleri, HeLa Hiicresi ve siRNA Dubleksleri

Calismada kullanilan Hela hiicreleri ATCC’den ve Toxoplasma gondii Ankara susu taki-
zoitleri; 1973 yilinda Altintas tarafindan izole edilen ve Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
Parazitoloji laboratuvarinda deney faresine surekli pasajlarla devam ettirilen kiltirden
satin alinarak temin edildi. Hiicreler ve takizoitler kriyo tiiplerde deney suresince kulla-
nilmak {izere -80°C’de saklandi. RON1 genine ait mRNA'lari hedefleyen siRNA ve kont-
rol dizilerini belirlemek Gzere BIOCK-iT RNAi Designer programi (https://rnaidesigner.
invitrogen.com/rnaiexpress/) kullanildi. ORF tizerindeki olasi bolgelerin baslangiclar ve
GC yluzdeleri belirlendi (Tablo ). Bu bdlgelere komplementer 10 farkli siRNA dubleksi
tasarlandi ve deneyde kullanildi (Tablo II).

Hiicre Kiiltiirii ve Enfeksiyon

Huicre kiltiir, %10 deaktive FBS, %1 penisilin-streptomisin ve %1 L-glutamine iceren
RPMI-1640 besiyeri ortaminda gerceklestirildi. Hiicreler, 4 ml besiyeri bulunan 25 cm?
flasklarda 37°C’lik, %5 CO, iceren etuvde inkibe edildi. Duzenli olarak hucrelerin flask
yuizeyini kapladiklari alan invert mikroskop ile kontrol edildi. Hicreler flask ylizeyinin
%80’ini kapladiginda tripsin ile muamele edilerek pasajlandi. Daha sonra sayimi yapilan
hicreler, icinde 10 ml besiyeri bulunan flasklara ekildi ve enfeksiyon dozajini belirlemek
icin kullanildi. Hiicre cogaltimi saglandiktan sonra pasajlanan htcreler, 24 kuyucuklu
mikroplaklara gecirilerek deneye devam edildi. Belirlenen hiicre yogunluklarindaki flask-
lara sirasityla 10:1, 5:1, 1:1 hiicre/parazit oranlarinda takizoit ekimi yapildi. Flasklardaki
besiyerleri G¢ glin boyunca degistiriimedi. Her guin parazit yogunlugu invert mikroskopla
goOzlemlenerek takizoit sayisi ve canli hicre sayisi trypan blue ile boyanarak sayildi. Buna
gore; deneyi icin optimal kosul olarak belirlenen 1:1 (2 x 10° hiicre: 2 x 10° takizoit) ora-
nina gore transfeksiyon sonrasinda enfeksiyon deneyi yapildi. Negatif kontrolu olusturan
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Tablo I. RONT Geni Uzerindeki Olasi siRNA Bélgeleri

Baslangi¢ Dizi (siRNA/kontrol) Bolge %GC
333 TCCCGACAACAAGAGTACTAGTGAA ORF 44.0
529 GAGAAACGAATAGGCAAGAAATTCA ORF 36.0
873 CGGTCACATTCAGGCTAATGTGGAA ORF 48.0
972 CAAGAGGTCTGGATCGGATGTTCTT ORF 48.0
1439 ACCAGGGATCTTGGAAGCATGATTT ORF 44.0
1605 CATGAACCACGAGGATTCTGCTGTT ORF 48.0
1694 CACCATACGCCAAGCAGAAATCGTT ORF 48.0
1887 CGCAGCGAATGGAACAGAAGGTGAA ORF 52.0
1943 CAGGAGGGTCTGCAGAGAAAGATAA ORF 48.0
3448 GGAGTTTCAGCAATCGTCAAGACAT ORF 44.0

Tablo Il. RONT Genini Hedefleyen siRNA Dubleksleri

siRNA no Sense iplik Antisense iplik

siRNA1 UCCCGACAACAAGAGUACUAGUGAA UUCACUAGUACUCUUGUUGUCGGGA
siRNA2 GAGAAACGAAUAGGCAAGAAAUUCA UGAAUUUCUUGCCUAUUCGUUUCUC
siRNA3 CGGUCACAUUCAGGCUAAUGUGGAA UUCCACAUUAGCCUGAAUGUGACCG
siRNA4 CAAGAGGUCUGGAUCGGAUGUUCUU AAGAACAUCCGAUCCAGACCUCUUG
siRNA5 ACCAGGGAUCUUGGAAGCAUGAUUU AAAUCAUGCUUCCAAGAUCCCUGGU
siRNA6 CAUGAACCACGAGGAUUCUGCUGUU AACAGCAGAAUCCUCGUGGUUCAUG
siRNA7 CACCAUACGCCAAGCAGAAAUCGUU AACGAUUUCUGCUUGGCGUAUGGUG
siRNA8 CGCAGCGAAUGGAACAGAAGGUGAA  UUCACCUUCUGUUCCAUUCGCUGCG
siRNA9 CAGGAGGGUCUGCAGAGAAAGAUAA UUAUCUUUCUCUGCAGACCCUCCUG
siRNAT0 GGAGUUUCAGCAAUCGUCAAGACAU AUGUCUUGACGAUUGCUGAAACUCC

Hela hucreleri deney baslayana kadar devam ettirildi. Pozitif kontroli olusturan Hela

hicreleri ise deney grubu ile ayni anda, belirtilen oranda takizoitler ile enfekte edildi.

siRNA Duplekslerinin Hazirlanmasi ve Transfeksiyonu

Liyofilize edilmis siRNA dubleksleri (METABION, Steinkirchen, Almanya) uretici fir-
ma onerisine gore hazirlanan 1X annealing buffer (1X: 60 mM KCI, 6 mM HEPES-pH
7.5, 0.2 mM MgCl,) eklenerek ¢6zdirildi. 100 pM konsantrasyonunda hazirlanan stok
cozeltisinden 10 pmol konsantrasyonda ¢ézelti hazirlandi. Deney, her kuyuda 2 x 10°
(%100) hiicre konsantrasyonu olacak sekilde Opti-MEM besiyeri iceren 24 kuyucuklu
mikroplaklarda gerceklestirildi. Seyreltilen siRNA ve lipofektamin RNAIMAX ayraci (Invit-
rogen, Callifornia, ABD) ile firma onerisine gore hazirlanan karigim 5 dakika boyunca oda
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sicakliginda inkiibe edildi ve siRNA-lipid (50 pmol) kompleksi HelLa hiicrelerine eklendi.
Hucreler ti¢ gun boyunca 37°C’de %5’lik CO,’li etiivde inkiibe edildi. Deney, her siRNA
dubleksi icin dublike edilerek gerceklestirildi. siRNA transfeksiyonu yapilan HelLa hiicreleri
Ucuincl guntin sonunda 200 pl PBS ile yikandi ve hiicreler enfekte edildi.

Hiicre Kiiltiirlerinden RNA Kantifikasyonu

Pozitif kontrol, negatif kontrol ve deney grubunu olusturan hticre kilttrlerinden farkh
zaman araliklarinda toplanan 6rnekler, RNA ve protein izolasyonu yapilana kadar 4°C’de
TRIzol (Sigma Aldrich, ABD) icinde bekletildi.

Hucre kiltdrinden RNA izolasyonu, TRIzol ile kit protokoliine gore gerceklestirildi.
izole edilen RNA kalite ve miktarlari &lciilerek intakt ve yeterli miktarda oldugu gérii-
len 6rnekler, cDNA sentezi yapilana kadar -80°C’de saklandi. cDNA sentezi kit (Trans-
criptor High Fidelity cDNA Syntesis Kit-Roche, Indianapolis, ABD) kullanilarak onerilen
isleme gore uygulandi. Elde edilen cDNA'lar ile qRt-PCR yapildi. qRt-PCR’de kullanilan
primer ve UPL prob dizileri ProbFinder Software Uzerinden (https://lifescience.roche.
com), DQ096562 GenBank numarali T.gondii RON1 dizisine gore tasarlandi (Tablo IlI).
Deneyde kullanilan RON1 6zgtin primerlerin hassasiyeti, B1 geni primerleri ile qRt-PCR
yapilarak karsilastirmali test edildi®.

10 pl prob reaksiyon karisimi (2x) (Roche, Mannheim, Almanya), 0.4 pl primer F ve
R (20 pM) (Roche, Mannheim, Almanya), 0.4 pl prob (10 uM) (Roche, Mannheim, Al-
manya), 5 pl cDNA (60 ng), 3.8 pl dH,O kullanilarak toplam reaksiyon hacmi 20 pl ola-
cak sekilde karisim hazirlandi. qRt-PCR (Roche Light Cycler 4801, Mannheim, Almanya)
cihazinda bir dongu; 95°C’de 10 dakika ilk denatlirasyonun ardindan 45 déngii 95°C’de
10 saniye denatiirasyon, 59°C’de 30 saniye primer baglanmasi, 72°C’de 1 saniye uzama
sonrasi 40°C’de 30 sn son uzamadan olusan gRt-PCR programi optimize edilerek gercek-
lestirildi. Daha sonra orneklerin “quantification cycle (Cq)” degerleri hesaplandi ve rolatif
kantifikasyon yapildi.

Hiicre Kiiltiirlerinin Western Blot Analizleri

TRIzol protokolii uygulanan 6rneklerden, RNA izolasyonun ardindan protokole devam
edilerek protein izolasyonu yapildi. Orneklere ait proteinler, hazirlanan %8'lik jele (TGX
Stain Free Fastcast Acrylamid kit, BioRad, ABD) yiiklenerek 180 V’ta 1 saat SDS-PAGE

Tablo Ill. Rhoptry Neck Protein Genini Hedefleyen qRt-PCR Prob ve Primerleri

Primer Uzunlugu Pozisyonu Tm %GC Dizi

F Primeri 22 1956-1977 59 45 AGA GAA AGA TAA GGA CGC TTC G
R Primeri 20 2003-2022 60 55 CCCATC CGT CTT CTC ACT TG
Prob 8 1990-1998 - - CAG AGG AA

Amplicon (67 nt)
agagaaagataaggacgcttcggaagcagagggtgcagaggaagcctcaagtgagaagacggatggg
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yapildi. Proteinler jelden 0.2 pm nitroseliiloz membrana (TransBlot Turbo Transfer Pack
mini format, BioRad, ABD) transfer edildi. Membran %5 yagsiz siit tozu (500 ml PBS,
250 pl Tween 20, 25 g yagsiz sit tozu) ile bir gece oda sicakliginda bloklandi. Bloklama
sonrasinda membran %0.02 Tween 20 iceren PBS’de bes kez 5 dakika yikandi. Yikama
sonrasi membran 1/80.000 oraninda peroksidaz isaretli spesifik anti-T.gondii RON1 ve
anti-T.gondii antikoru ile 1 saat oda sicaklijinda 37°C’de inkibe edildi. Yikama basama-
g1 tekrar edilerek yikanan membran ECL ile muamele edildi ve reaksiyon goriintilendi
(ChemiDoc MP, BioRad, ABD).

istatistiksel Analiz

Bu calismada deney iki kere tekrarlandi ve her deneyde 6rnekler dublike edilerek cali-
sildi. Verilerin ortalamasi alinarak One Sample T Test analizi ile p degerleri tespit edildi ve
istatistiksel olarak p< 0.05 degerinde anlamliliklari degerlendirildi. istastistiksel analizler
Minitab version 17.1.0 (Minitab, Kanada) istatistik programlari kullanilarak yapild.

BULGULAR

Calismada negatif kontrol grubunu olusturan Hela hiicreleri (Sekil 1A), pozitif kont-
rol grubunu olusturan T.gondii takizoitleri ile enfekte HelLa hiicreleri (Sekil 1B) ve deney
grubunu olusturan siRNA transfeksiyonu yapildiktan sonra T.gondii takizoitleri ile enfek-
te edilen Hela hticreleri kullanilmistir (Sekil 1C). Negatif kontrol grubu, pozitif kontrol
grubu ve deney gruplari arasinda morfolojik farkliliklarin olup olmadigi invert mikroskop
yardimiyla g6zlemlenmistir. Buna gére, deney grubundaki htcrelerin morfolojik olarak
saglam Hela hticrelerinden olusan negatif kontrolle benzer oldugu gorilmustur. Pozitif
kontrole ait hiicrelerde ise deney siiresince hasar oldugu gozlemlenmistir.

Hela hiicreleri, 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir plaginda 2 x 10° hiicre sayisi elde edildik-
ten sonra RONT genine gore tasarlanan siRNAlar ile transfekte edilmistir. Transfeksiyon-
dan sonraki 3. glinde 1:1 oraninda T.gondii takizoitleriyle enfekte edilmistir. Her calisma

Sekil 1. Hticre kiiltiir gériintiileri (invert mikroskop 40X); A. Negatif kontrol grubunu olusturan Hela hticre
Kdltirt (pasajdan 5 gtin sonra), B. Pozitif kontrol grubunu olusturan T.gondii takizoitleri ile enfekte HelLa
hiicreleri, C. Deney grubunu olusturan siRNA transfeksiyonu yapildiktan sonra T.gondii takizoitleri ile enfekte
edilen Hela hiicreleri.
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grubundan 30. saniye, 1. dakika, 5. dakika, 15. dakika, 30. dakika, 1. saat, 6. saat, 12.
saat, 24. saat, 36. saat ve 48. saat surelerinde 6rnekler toplanmistir. RNA kantifikasyonu
yapmak icin 1.5 pg/ul olarak 6l¢ciilmus sulandiriimamis DNA ile 10’ar kat sulandirma yapi-
larak bes seri diliisyon hazirlanmis ve kopya/ml oranlar belirlenmistir. Seri diliisyonlardan
elde edilen kopya sayilarina gore her deney icin standart egriler olugturulmus ve deney
gruplarinin pozitiflik oranlari belirlenmistir. Belirlenen saatlerde alinan lizatlardan RNA ve
protein izolasyonu yapilarak reverse transkripsiyon gercek zamanli polimeraz zincir reak-
siyonu (qRt-PCR) ve WB analizleri yapilmistir.

gRt-PCR analizlerinde, konsantrasyonu bilinen standartlarla olusturulan standart egri
Uzerindeki Cq degerleri, konsantrasyonu bilinmeyen 6rnek ile karsilastirilarak 6rnege ait
parazit yuki hesaplamaktadir. BOylece, pozitif ve negatif kontrol arasindaki farka dayali
sayisal hesaplamalar ile 6rneklerin rolatif kantifikasyonu yapilmaktadir. Dolayisiyla, parazit
yukl bulunmayan negatif kontroller ile ayni olan 45 Cq ve Uzerinde deger gosteren Or-
nekler negatif olarak tespit edilmistir.

Deney ici negatif ve pozitif kontrol gruplari ile deney gruplarindaki parazit yiiklerinin
orantisal degisimi hesaplanmistir (Tablo V).

Pozitif kontroldeki T.gondii (0.015 pg) yulkine gore deney gruplari ve negatif kont-
rol gruplarinin belirtilen saatlerde toplanan 6rneklerindeki parazit yukleri grafiksel olarak
gRt-PCR ile hesaplanmis ve barlarla gosterilmistir (Sekil 2-11). 45 Cq ve Ulzeri degerlerde
parazite ait DNA yukl negatif olup “0” olarak kantifikasyon yapilmistir. Bu nedenle gra-
fiklerde negatif ornekler barlarla gosterilmemistir.

Tablo IV. Deney Grubu ile Kontrol Gruplarinin Karsilastirmali Cq Degerleri

Siireler siRNAT siRNA2 siRNA3 siRNA5 siRNA4 siRNA6 siRNA7 siRNA8 siRNA9 siRNA10
0. saniye 45.00 38.77 45.00 45.00 45.00 40.00 45.00 37.79 37.12 37.26

1. dakika 45.00 37.21 45.00 45.00 36.61 4500 36.99 36.03 40.03 37.83
5. dakika 45.00 38.27 45.00 45.00 45.00 4500 36.63 3574 36.16 37.65
15. dakika 38.12  45.00 45.00 45.00 45.00 3799 45.00 36.24 37.86 35.86
30. dakika 45.00 40.00 45.00 45.00 40.00 38.17 38.12 34.70 35.69 45.00
1. saat 38.37 36.68 45.00 45.00 45.00 45.00 36.67 3492 45.00 36.23
6. saat 33.67 40.00 45.00 45.00 45.00 45.00 33.79 3590 34.12 34.15
12. saat 34.42 3495 45.00 45.00 40.00 34.15 3472 3433 37.54 45.00

24. saat 3197 45.00 4500 38.25 40.00 45.00 45.00 38.22 37.85 45.00
36. saat 34.54 37.52 45.00 45.00 4500 4500 36.50 3598 33.08 38.22
48. saat 37.69 38.25 45.00 45.00 4500 4500 36.49 31.82 45.00 36.14

Negatif 45.00 45.00 45.00 45.00 45.00 4500 45.00 45.00 45.00 45.00
kontrol
Pozitif 33.75 34.65 3495 3495 32.11 3442 3395 36.13 33.44 32.80
kontrol
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Sekil 2. siRNAT transfekte edilen enfekte hiicrelerde T.gondii RONT geninin rélatif kantifikasyon analizi; hticre
parazit ytikiiniin en yogun oldugu enfeksiyondan sonraki 6. ve 24. saatlerdeki sapmalar.
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Sekil 3. siRNA2 transfekte edilen enfekte hiicrelerde T.gondii RONT geninin rélatif kantifikasyon analizi.
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Sekil 4. siRNA3 transfekte edilen enfekte hiicrelerde T.gondii RONT geninin rolatif kantifikasyon analizi.
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Sekil 5. siRNA4 transfekte edilen enfekte hiicrelerde T.gondii RONT geninin rélatif kantifikasyon analizi.
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Sekil 6. siRNAS transfekte edilen enfekte hiicrelerde T.gondii RONT geninin rélatif kantifikasyon analizi.
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Sekil 7. siRNA6 transfekte edilen enfekte hticrelerde T.gondii RONT geninin rélatif kantifikasyon analizi; hiicre
parazit yiiktiniin en yogun oldugu enfeksiyondan sonraki 12. saatte sapma.
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Sekil 8. siRNA7 transfekte edilen enfekte hticrelerde T.gondii RONT geninin rélatif kantifikasyon analizi; hiicre
parazit yikiiniin en yogun oldugu enfeksiyondan sonraki 6. saatte sapma.
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Sekil 9. siRNA8 transfekte edilen enfekte hiicrelerde T.gondii RONT geninin rélatif kantifikasyon analizi; hicre
parazit yiikiiniin en yogun oldugu enfeksiyondan sonraki 12. saatte sapma.
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Sekil 10. siRNA9 transfekte edilen enfekte hticrelerde T.gondii RONT geninin rélatif kantifikasyon analizi.
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Sekil 11. siRNAT0 transfekte edilen enfekte hiicrelerde T.gondii RONT geninin rélatif kantifikasyon analizi.

gRt-PCR verilerine gore; kontrol gruplari ile deney gruplari arasindaki ekspresyon di-
zeylerinin farki istatistiksel olarak degerlendirilmistir. RON1 proteinini hedef alan deney-
de kullanilan farkli siRNA’lardan siRNAT, siRNA6 ve siRNA?7 ile yapilan gen susturma ca-
lismalarinda toplanan veriler istatistiksel olarak anlamli olmasina ragmen, deneyde hiicre
parazit yikinin en yogun oldugu enfeksiyondan sonraki 6. ve 12. saatlerde sapmalar
olmustur. Ancak deneyin ilerleyen saatlerinde gen ifadesinde diistis oldugu ve dene-
yin sonlandirildigr 48. saate kadar gen ifadesinin susturuldugu tespit edilmistir. sSiRNA8
ile yapilan deneyde ise gen ifadesindeki azalma anlamli bulunmamistir (p< 0.4049).
siRNA2, siRNA3, siRNA4, siRNAS5, siRNA9, siRNA10 ile yapilan deneylerde belirlen-
mis saatlerde alinan 6rneklerde gen ifadesinin anlamli oranda azaldigi tespit edilmistir
(p< 0.05) (Tablo V).

Tablo V. siRNA Transfekte Edilen Enfekte Hiicrelerin One Sample T Test Analizi

siRNA N* Mean StDev**  SE Mean*** 95% ClI for p****  T-Value P-Value
siRNAT 14 39.552 5.187 1.386 (36.55-42.54) 3.32 0.0055
siRNA2 14 39.757 3.749 1.002 (37.59-41.92) 4.80 0.0003
siRNA3 14 43.925 2.906 0.776 (42.24-45.60) 11.55 < 0.0001
siRNA4 14 42.695 3.393 0.907 (40.73-44.65) 7.24 < 0.0001
siRNA5 14 43.800 3.118 0.833 (41.99-45.60) 10.62 < 0.0001
siRNA6 14 42.246 4.029 1.077 (39.92-44.57) 5.68 < 0.0001
siRNA7 14 39.360 4.475 1.196 (36.77-41.94) 2.70 0.0182
siRNA8 14 36.985 3.719 0.993 (34.83-39.13) 0.86 0.4049
siRNA9 14 38.806 4.449 1.189 (36.23-41.37) 4.18 0.0011

siRNA10 14 39.441 4.472 1.195 (36.85-42.02) 4.69 0.0004
*N: Ortalama, ** StDev: Standart sapma, ***SE-Mean: (Aritmetik ortalamanin standart hatasi), ****u: Mean of.
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Sekil 12. siRNA 1, siRNA 6, siRNA 7, siRNA 8 transfekte edilen enfekte hiicrelerin
anti-T.gondii RONT antikor ile WB analizi.

Pozitif ve negatif kontrol gruplarinda ve deney gruplarinda total T.gondii antijenlerinin
ve T.gondii RON1 antijenlerinin hedeflendigi WB analizleri yapilmistir. Deney gruplarinda
ve negatif kontrollerde total T.gondii antijenlerine ait bantlar gorilememistir. Bu durum
enfeksiyonu gerceklestiremeyen takizoitlerin hicre kiltiri ortamindan elimine oldugu-
nu gostermektedir. Anti-T.gondii RONT1 antikoru ile yapilan WB analizlerinde ise qRt-PCR
sonuglarini destekleyen veriler tespit edilmistir. Parazit ylikinin artig gosterdigi saatlerde
RONT1 proteninin kiltir ortaminda Uretildigi ve negatif kontrole bakilarak yalanci bir
pozitifligin veya kontaminasyonun olmadigini gortlmustir (Sekil 12).

TARTISMA

Diinyada yaygin gorilen toksoplazmozisin etkeni olan T.gondii, sicakkanli omurgali-
lari enfekte edebilen zorunlu hiicre ici protozoon olarak, optimal biiyiime ve devamliig
icin kendi ihtiyaclarini saglayacak sekilde konak hiicreyi yeniden dlizenleyecek gelismis
mekanizmalar kullanmaktadir'®. T.gondii membran proteomunun ileri sistematik analizle-
rinin, enfeksiyonunun fizyopatolojisinin altinda yatan molekiiler ve biyolojik mekanizma-
yi aydinlatacagi ve yeni ilag hedeflerine imkan sunacadi ileri siiriilmistir'". T.gondii'nin,
apikompleksan protozoonlar hari¢ diger protozoonlarda bulunmayan hiicre membrani
ile iliskili tek veya coklu transmembran segmentler iceren RON1, RON2, RON3 gibi in-
tegral plazma membran proteinlerine sahip oldugu gésterilmistir''. RON molekdillerinin,
parazitin hiicreye invazyonu sirasinda olusan M) formasyonunda kritik bir rolii oldugu
bildirilmistir'® ve konak hiicre membraninda olusturduklari M) formasyonundan hiicre
icine dogru itilerek parazitoforik vakuoliin olusmasinda gérevlidirler®*. Heniiz literatiirde
RONT1 ve M| potansiyeli hakkindaki bilgi bulunmamasi calismanin 6zgiin kismini olustur-
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maktadir. Dolayisiyla bu calismanin sonuglari, T.gondii'nin konak hiicreye invazyonunda
onemi artan molekiiller arasinda RON1 proteininin de gosterilmesi gerektigine isaret et-
mektedir. Bu nedenle, bu caismada RON1 geni hedef alinarak siRNA transfeksiyonu ile
genetik olarak susturuldugu ve bunun sonucu olarak anti-T.gondii antikorlari ile yapilan
WB analizlerinde deney grubuna ait hiicre lizatlarinda parazit antijeninin Uretilemedi-
gi gorilmektedir. Dolayisiyla, Hela hiicre kiltirinde in vitro kiltivasyonu yapilmis olan
T.gondii'nin konak hiicreye invazyonunun engellendigi tespit edilmistir. SIRNA8 ile yapi-
lan deneyde ise gen ifadesindeki azalma anlamli bulunmamistir (p< 0.4049). Bu durum
siRNA8 molekiliniin, genin non-fonksiyonel bir bolgesine komplementasyon saglamasi
ile ilgili olabilir. T.gondli sus tiplerinin arasinda biylime orani ve enfeksiyon kabiliyeti gibi
onemli farklar oldugu bilinmektedir. Konakta gelisen kronik veya akut enfeksiyon, sus
tipleri ile iliskili olup Tip 1 susu, Tip 2 ve Tip 3 suslarina gére daha virulenttir'%'3. Bu
sebeple, calismamizda T.gondii T1 susu arasinda yer alan RH Ankara susu takizoitler enfek-
siyon deneylerinde kullaniimistir. Deney sonuclarinda yasanan sapmalarin bir sebebinin
de parazitin viriilans kabiliyeti ylksek susunun kullanimina bagh olabilecegi diistiniilmis-
tur. siRNA dubleksleri ile lipofektamin paketi bir lipozomdur; memeli hiicreleri icin toksik
olmayan'#, etkin internalizasyon saglanabilen ve kolay uygulanabilen'® bir yéntem olan
lipofektamin ile transfeksiyon uygulamasi ile gen susturma calismasinda karsilagilabilecek
zorluklar minimize edilmistir. Ancak, mikroarray analizleri siRNA tedavisinin hedef disi
gen susturma ile sonuclanabildigini géstermistir'. Hedef disi susturma, istenmeyen hiic-
re transformasyonuna ve gen ifadesinde tehlikeli mutasyonlara neden olmasi nedeniyle
istenilmez. Kullanilan siRNAlarin hedef disi gen susturma yapip yapmadiginin mikroarray
analizi ile degerlendirilmesi onerilmektedir.

Parazit miRNA'lar ilk olarak parasitik nematodlarda tanimlanmis daha sonra bircok
miRNA dizisi protozoonlarda, diger helmintlerde ve arthropod parazitlerde karakterize
edilmistir. Ginimuze kadar yapilan calismalarda Trypanosoma brucei, Leishmania brazi-
liensis, Entomoeba histolytica, Giardia intestinalis ve T.gondii gibi bazi protozoon parazit-
lerde endojen siRNA'larin eksojen kaynakhlarda oldugu gibi gen ekspresyonlarinin down
regiilasyoundan sorumlu oldugu belirtilmistir'’. Literatiirde az sayida yayimlanmis bazi
protozoonlarla yapilan RNA interferans deneyleri bulunmaktadir. Parazitoforik vakuoliin
non-fiizojenik dogasini surdirebilmesi icin gerekli olan EGFR sinyalizasyonunun blok-
lanmasinin strateji olarak kullanildigr bir calismada, siRNA'lar ile T.gondii MIC1-3 genle-
ri susturulmus ve parazitlerin CD154 araciliiyla éldurildigi gozlemlenmistir. Boylece
EGF-MIC1-3-6'nin parazit yasamini dizenlemek icin konak hiicrelerde sinyalizasyonda
gorev aldigi gosterilmistir'8. Spesifik parazit fenotipleri ile konak gen ekspresyonunu ilis-
kilendirmek ve tanimlamak icin cok degiskenli mikroarray analizleri yapilarak insan hiicre
boliinme otoantijen-1'in (CDA-1) tanimlandigi bir diger calismada, bu genin siRNA ile
susturulmasinin parazit replikasyonunun inhibisyonuna sebep oldugu ve ardisik olarak
bradizoit farklilasmasinin indiiklenmesine énciiliik ettigi gésterilmistir'®. Hiicre ici zorunlu
bir parazit olan T.gondii'nin gelismesi icin gerekli olan O, metabolizmasini nasil sagladi-
gini anlamaya yonelik yapilan ¢alismada, T.gondii ile enfekte Hela hiicrelerinde hipoksi
ile indliklenen transkripsiyon faktor 1 (HIF-1) geni tarafindan regtile edilen Hexokinase2
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(HK2) geni siRNA transfeksiyonu ile susturulmustur. HK2'nin fonksiyonun anlasiimasi ve
HK2’nin HIF-T bagimli ekspresyonu, fizyolojik O, seviyesinin saglanmadig hucre ici pa-
razitlikte yeni bir mekanizma ile aciklanmistir?®, Bir calismada, T.gondii piirin salvaj yola-
ginin en 6nemli enzimlerden biri olan Adenozin kinaza (AK) spesifik 3 fakli siRNA dizayn
edilmistir. Elektroporasyonu takip eden 24 saatte siRNA’lardan iki tanesi anlaml oranda
(p< 0.05) hedef mRNA seviyesini azaltmistir. Kirk sekiz saat sonra dahi enzim seviyesi
anlaml oranda dustik kalmaya devam etmistir. Veriler gostermistir ki siRNA transfekte
edilen hiicreler, T.gondii'de gen ekspresyonunu regiile etmek icin etkin bir sekilde ca-
hsmislardir. T.gondii’de gen ekspresyonunu baskilamak icin siRNA uygulamasi anti-tok-
soplasmozis asilarinin ve terapotik ajanlarin gelisimine dogru atilan Gmit verici bir adim
olarak degerlendirilmistir?'.

Sonug olarak, bu ¢alisma ile in vitro kiiltivasyonu yapilmis olan T.gondii'nin RONT spe-
sifik siRNA transfeksiyonu ile genetik olarak susturulmasiyla konak hiicreye invazyonunun
engellendigi, RON1 geninin gen susturmada iyi bir hedef oldugu belirlenmistir. T.gondii
icin RON1 genine spesifik tasarlanan 10 adet farkli siRNA dubleksi, siRNA8 hari¢ hedef
mRNA ile komplementasyon yaparak mRNA'nin degrede olmasini sagladigi, her calisma
grubunda, enfeksiyondan sonraki 30. saniye, 1. dakika, 5. dakika, 15. Dakika, 30. dakika,
1. saat, 6. saat, 12. saat, 24. saat, 36. saat ve 48. saat surelerinde gen susturmanin sta-
bil kaldigi gosterilmistir. Bu durum, transmembran proteinini olan RONT molekilinin
tamaminin veya ekstraseliiler bir domaininin hiicre invazyonu asamasinda parazit icin
onemli fizyopatolojik mekanizmalarda gorevli olabilecegini ve 6nemli bir terap&tik hedef
oldugunu gostermektedir. Ayrica, siRNA stratejisinin toksoplazmozis in tedavisinde alter-
natif bir yontem olarak gelistirilebilecegi fikrini dogurmustur. Elde edilen sonuglar kapsa-
minda, ileri calismalarda ayri ayri deneyi yapilan bu siRNAlarin bir kokteyli ile gen sustur-
ma deneyinin tekrar yapilarak sinerjik etkisi bakimindan incelebilir. siRNA partikillerinin
preparat haline getirilmesi, farkl suslarin ve yabanil tiplerin bu deneyin enfeksiyon asa-
masinda kullanilmasi, T.gondii'nin konak hiicreye invazyonunun engellemesi icin in vivo
deneyler ve saha calismasi yapilmasi bu calismanin ileri basamaklari olarak tasarlanabilir.
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