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OZET

Toksoplazmoz insanlarin da arasinda bulundugu tim memeli hayvanlar ve
kanathilarda enfeksiyon olusturabilen protozoan bir parazittir. Toksoplazmozisin
yayginligi, konak immunitesi ile karsilikli kurdugu ilimli bir enfeksiyon dengesi
nedeniyle tahmin edilenin iizerinde gergeklesmektedir. Bu nedenle oSliimciil
toksoplazmoz olgularinin ¢ogunda virtilent T.gondii suslari rol alirken, daha diisiik
virulense sahip suslarla konagin hayati boyunca devam eden subklinik formda
seyreder. Primatlar, koyun ve kecilerde T.gondii plasental bariyeri gecerek abort ve
yenidogan enfeksiyonuna yol agabilmektedir. Sigirlarda toksoplazmozise karsi tiir
diizeyinde direng oldugu bildirilmistir. GUnimizde toksoplazmozun standart
tedavisinde kullanilan antibiyotikler; primethamine- sulfadiazine kombinasyonu,
spiramisin ve klindamisindir. Alternatif tedavide ise primethamine ile yeni
makrolidlerin kombinasyonu veya trimethoprime sulfametoksazol kullanilmaktadir.
Son yillarda, lizerinde ¢alismalarin yogunlastigi yeni makrolid grubu antibiyotiklerin
doku Kkistlerine de etki edebilecegi lizerinde durulmaktadir. Gebelik déneminde,
toksoplazmozis tanisi alan bireylerde izlenecek tedavi segenekleri oldukga sinirhdir
ve hem yavru hem de anne igin guvenilir ve en az yan etkiye sahip ilagla tedavi
secenekleri aranmasina halen devam edilmektedir. Insanlarda en yaygm kullanilan
antibiyotik tedavisi sulfomaid ve trimetoprim kombinasyonudur, ancak uzun sureli
kullamminda yavruda folat eksikligine yolagmaktadir. Ozellikle eriskin goz

toksoplazmozunda oldugu kadar konjenital olarak enfekte yeni doganlar ve



cocuklarin tedavileri i¢in de daha az toksik ve daha etkili yeni ilaglara ihtiyag

duyulmaktadir.

Bu ¢alismada; T.gondii tedavisi i¢in, kullanimda olan siilfadiazine ve trimetoprime
ile yeni bir makrolid antibiyotik olan G418 karsilastirilarak daha az toksik ve daha
etkili alternatif tedavi ajan1 bulunmasi amag¢lanmigtir. Bu ¢alismada; Oncelikle Vero-
6 hiicre kiiltiirii hattinda, konak hiicreye zarar vermeyecek her bir antibiyotik dozu
sitotoksisite testi (MTT) ile belirlenmistir. Sonrasinda ise T. gondii’nin RH susu ile
enfekte edilen hiicre kiiltiiriine uygulanarak ilag¢ etkinliginin ortaya konulmasi
amaciylaparazit proliferasyon indeksi, invazyon derecesi ve parazit sayisi; May
Grunwald giemsa ve immunositolojik olarak anti-T.gondii antikorlar1 ile
isaretlendikten sonra floresan mikroskopta goruntulendi. Sulfadiazine, Trimetoprim
ile G418 etken maddelerinin in-vitro T. gondii Uzerine etkisinin hangi dizeyde
oldugu ve tedavi amaci ile glvenle kullanilip kullanilamayacagi arastirildiginda;
G418’in, T.gondii RH susu takizoitlerine kars1 daha etkili ve hiicre lizerinde daha az
toksik olabilecegi gosterildi. MTT sonuglarina gore verileri ile, yapilacak yeni

calismalarda kullanilabilme olanagini diisiindiirmiistiir.

Anahtar Kelimeler:

T.gondii, RH, Hiicre Kulturu, antibiyotik, in-vitro

SUMMARY

Toxoplasmosis is a protozoan parasite that can infect all mammals and poultry,
including humans. The prevalence of toxoplasmosis is above predicted due to a

moderate level of infection balance established by host immunity.



For this reason, virulent T. gondii strains play a role in the majority of deadly
toxoplasmosis cases, while they live in a subclinical form that continues throughout
life with strains with lower virulence. In primates, sheep and goats, the T. gondii
placental barrier can lead to abortion and newborn infections. It has been reported
that there is resistance at the species level against toxoplasmosis in cattle. Antibiotics
currently used in the standard treatment of toxoplasmosis; Primethamine-sulfadiazine
combination, spiramycin and clindamycin. In the alternative treatment, a
combination of primethamine and new macrolides or trimethoprime
sulfamethoxazole is used. In recent years, it has been emphasized that the new
macrolide group of intensive work on antibiotics can also affect tissue cysts. In
pregnancy, the treatment options to be followed in toddlers who are diagnosed with
toxoplasmosis are very limited, and the options for medication with reliable and least
side effects for both the offspring and the mother are still being sought. The most
commonly used antibiotic treatment in humans is the combination of sulfomaid and
trimethoprim, but it causes the folate deficiency to grow slowly over a long period of
time. Especially in adult eye toxoplasmosis, congenital infected newborns and less

toxic and more effective new medicines are needed for the treatment of children.

In this study; For the treatment of T. gondii, it was aimed to find a less toxic and
more effective alternative treatment agent by comparing G418, a new macrolide
antibiotic, with sulfadiazine and trimethoprime in use. In this study; First, each
antibiotic that will not harm the host cell in the Vero-6 cell culture line was
determined by the desensitization cytotoxicity test (MTT). Subsequently, the T.
gondii was administered to RH cultured strain of cultured cell line to determine drug

activity, the number of parasite proliferation index, the level of invasion and the



number of parasites; May Grunwald was exposed and immunocytochemically
labeled with anti-T. gondii antibodies, then visualized on a fluorescence microscope.
When the effects of sulfadiazine, trimethoprim and G418 agents on in vitro T. gondii
are investigated to determine the level of effectiveness and whether they can be used
safely with the intended purpose; G418 has been shown to be more effective against
T. gondii RH strain tachyzoites and less toxic on the cell. Based on data from MTT

results, it is possible to use it in new studies to be done.

1. GIRIS

Toksoplazmozis; Apicomplexa filumunda yer alan ve hiicre i¢i zorunlu protozoan bir
parazit olan Toxoplasma gondii (T. gondii) nin olusturdugu, tim diinyada memeli ve
kanathlar1 etkileyen zoonoz bir hastaliktir (Remington ve ark, 2001). T. gondii’nin
ara konag1 olan canlilarda enfektif 3 formu bulunmaktadir. Bunlar; takizoit, bradizoit

ve doku kistleridir.

Toxoplasma gondii ‘nin taksonomisi

Kokalti: Apicomplexa
Sinif: Sporozoasida
Takim: Eucoccidiorida
Suborder: Eimeriorina
Aile: Eimeriidae

Cins: Toxoplasma

Tiir: Toxoplasma gondii



Toxoplasma gondii’nin ara konak olan insanlarda enfektif 3 formu
bulunmaktadir. Bunlar; takizoit, bradizoit ve doku kistleridir. Ayn1 zamanda konak

disinda direngli oosist evresi de mevcuttur (Dubey, Lindsay ve ark, 1998).

Eseysiz ¢ogalan bireylerde veya gruplarda takizoitler, doku Kkistleri icerisinde

bradizoitler ve oosistler icerisinde sporozoitler bulunur (Dubey ve ark, 1998).

1.1.Takizoitler

Cok hizli biiyiime ozelligine sahip olduklarindan, yunanca hizli anlamina gelen
“tachos’’ tan ismini almislardir (Frenkel, 1973). Oncesinde de beslenme anlamina

gelen “’trophicos’’ trafozoid terimi kullanilmistir.

Ara konaklarda nonintestial epitelyal hiicrelerde endodiyogeni ile gogalirlar ve

endozoit olarak da adlandirilirlar (Frenkel,1973).

Takizoitler, 2-6 mikrometre (um) biiytikliigiinde, bir ucu sivri, diger ucu yuvarlak,
genellikle hilal seklinde bazen oval olabilen yapilardir. I¢ yapilarinda; pellikiil,
apikal halka, kutup halkasi, konoid, roptri, mikronem, mikropor, mitokondri,
subpelikiiler mikrotiipler, graniillii ve graniilsiiz endoplazmik retikulum, golgi aygiti,
ribozom, ¢ekirdek, yogun graniiller, amilopektin graniilleri, ¢ekirdekcik gibi cesitli
organel ve i¢ detaya sahiptirler (de Sauza ve ark, 1978-1997;Kdéhler ve ark, 1968;

Shelfield ve ark, 1968;Vivier ve ark, 1972;lwasaki ve ark, 2004).

Kayma, donme, biikiilme, dalgalanma hareketi yapabilmelerine ragmen takizoitlerin,

pseudopod, flagella, silyum gibi aktif hareket organlar1 bulunmamaktadir. Konoid,



roptriler, mikronem ve mikroporlar1 sayesinde konak hiicre ylzeyine
penetrasyonlarini saglarlar. ihtiva ettikleri proteolitik enzimler ile hiicre duvarimni
eriterek aktif hareket yaparak hiicre igerisine yerlesirler. Sitozom benzeri yapi
gosteren mikroporlar1 sayesinde pellikiiliin dis membranina ¢ikint1 yaparlar. Konak
hlicreye aktif penetrasyon veya fagositoz ile girerler ve parazitofor vakuol (PV)
olustururlar (Chiappino ve ark, 1984;Bonhomme ve ark, 1992;Dubremetz ve ark,
1993;Joiner ve ark 1993;Marisaki ve ark, 1995;Nichols ve ark, 1981-1983;Sibley,

1995;Speer ve ark, 1997;Werk, 1985;Dubey ve ark, 1998).

Konoid

Yogun
Graniiller

Sekil 1: Toksoplazma gondii ‘ye ait hiicresel organeller gosterilmektedir (Erisim: http://etallcorp.xpg.uol.com.br/toxoplas.htm.).

Hicre icerisinde endodiyojeni ile aseksiiel olarak cogalip, yaklasik 4-6 saatlik
boliinme periyoduyla birlikte, herbir boliinme sonrasinda mevcut sayilarinin iki

katina (2") ulagirlar. Bir hiicre igerisindeki sayilari 16 ve iizerine ¢iktiginda apikal



kompleks niikleusa doniik olacak sekilde rozet seklinde dizilirler. Takizoit ile dolan

sitoplazma buy(lr ve 32-64 takizoit icerdiginde hlcre rupture olur (Shelfield, 1970).

Konak hiicreye giris yapan takizoitler, lag periyodu gegirirler. Bu 6li periyodun
siiresini parazitin susu belirler. Ornegin; farelerin viriilent susu hiicre kiiltiiriinde

avirililent susundan ¢ok daha hizli gelisim gostermektedir (Appleford ve ark, 1997).

T. gondii; genomik agidan Tip I, Tip II, Tip III olarak klasifiye edilmesine ragmen
(Howe ve ark, 1995),(Johnson, 1994),(Sibley ve ark, 1992); sezilebilir bir yap1

farklilig1 izole edilememistir (Dubey ve ark, 1998).

1.2. Bradizoit ve Doku Kistleri

2

Yavas gelisim gosterdikleri icin yunanca yavas anlamina gelen “’brady’” den

isimlerini almislardir. Sistozoit olarak da bilinirler(Frenkel, 1973).

Bradizoitlerin endodiyojeni ile bolinmesiyle blyilyen doku Kistleri, intrasellller
olarak gelisim gosterirler. Geng doku kisteri 2 bradizoit igerir ve 5um capinda iken;
olgun olanlar yiizlerce organizmaya sahiptir ve ¢aplar1 70-100 mikrometre arasinda

degisir (Ferguson ve ark,1987), (Dubey ve ark, 1977-1993).

Doku Kkistleri akciger, karaciger, bobrek gibi viseral organlarda yerlesim

gosterebilirlerse de en ¢ok affiniteyi beyin, goz, iskelet ve kalp kasina duyarlar



(Dubey, 1988).Yikimlanmamis doku Kistleri; konakta hasara sebep olmaz, persiste

olarak canliliklarini siirdiiriir ve immun yaniti uyarmazlar (Dubey ve ark, 1998).

Bradizoitler takizoitlerden daha ince olmalarina ragmen, proteolitik enzimlerin

yikimina daha dayaniklidirlar (Jacobs ve ark, 1960).

1.3.0osistler

T.gondii son konak (kedi ve kedigillerin) bagirsak epitelinde 5 aseksiiel sizogoni
asamast gecirdikten sonra (Shelfiled, 1970); merozoide doniisiir, sonrasinda da
sporulasyon gecirerek oosist olarak digki ile atilir(Dubey ve ark, 1996-1976-

1989),(Ferguson, 1974).

Doku kistlerinin alimenter yolla alinmasindan sonraki prepatent siire 3-10 glndr.

Oosistler i¢in bu 18, takizoitler igin 13 gln surer (Dubey ve ark, 1998).

Kedilerin; %30’undan daha az1 takizoit veya oosisti aldiktan sonra 00Sisti

sagmalarina ragmen, hemen hepsi doku kistini aldiktan sonra sacim yapar(Dubey,

1976-1996).

1.4.Yasam Cemberi



Oosistlerin enfektif hale gelebilmeleri igin sporulasyon gegirerek olgunlagmalar
gereklidir. Sekslel sporogoni adi verilen bu asama 4-38 °C’de, 2-21 giin arasinda

degismektedir (Omura ve ark, 2004;Trierney ve ark, 2001).

> Oosist
0 0

:b Sporoblast

gg gg => Sporokist

Sporozolt

Sekil 2: Oosistlerin geligimi ile sporoblast, sporokist, sporozoit olusumunun sematik gosterilmesi.

Oncesinde gametogenesis ile makrogamet-mikrogamet olusumu, bunlarin déllenmesi
ile de zigot olusumu goriliir. Zigot; olgunlasmamis o0o0sisttir ve sporulasyon

gecirerek olgun oosistleri olusturur (Ferguson ve ark, 1974).

1.5.Epidemiyoloji

Tiirkiye’de ilk toksoplazmozis raporu 1950°de Akgay ve ark. tarafinan bir kopekte,

1953’te de Unat ve ark. tarafindan bir insanda bildirilmistir (Yasarol, 1983).

Avrupa’da hastalik agisindan 6nemli bir kaynak olan kedilerde yapilan seroprevalans
hesaplamalarinda %10-80 arasinda pozitiflik saptanmis ve bu kedilerin %0,1-6’sinin

oosist sagtigi bildirilmistir(Tenter ve ark, 2000;Kraus ve ark, 2004).



Ulkemizdeki kedilerde ise %37,5-55,5 seropozitiflik rapor edilirken (inci ve ark,
1996), (Babur ve ark, 1998), (Eren ve ark, 1998); oosist atimi ile ilgili bir

bilgilendirme yapilmamustir.

Can ve arkadaslar1 (2014); Izmir bolgesindeki veteriner kliniklerinden topladig: 1121
kedi serumu ile yapilan seroprevalans degerlendirmesinde; 22 izolasyon arasinda
%86.3 oraninda (19 tane) tip 2, %9 oraninda Tip 3 (2 tane), %4.5 oraninda da (1

tane) Afrika 1 genotipine rastlamistir.

Ara konaklarda gorilen kist formu gida kaynaklari agisindan insan sagligini tehdit
etmektedir. Tirkiye’de de seropozitivite oranindaki yiikseklik tablo 1’de

gosterilmistir.

ARAKONAK | SEROPOZITIVITE LITERATUR BIiLGISI

KOYUN %33,2-88,7 Babir ve ark, 1996-1997 Yagci ve ark.,
1997), (Babiir ve Karaer, 1997), (Inci ve ark,
1999), (Nalbantoglu ve ark, 1999), (Aktas ve
ark., 2000), (Aslantas ve Babiir, 2000),
(Aktas ve ark, 2000), (Yildiz ve ark., 2000),
(Babur ve ark, 2001), (Karatepe ve ark,
2001)(Tutlncu ve ark, 2001), (Aslan ve
Babiir, 2002), (Cigek ve ark, 2004), (Pasa ve
ark., 2004), (Karatepe ve ark, 2004), (Sevgili

ve ark, 2005), (Oncel ve ark, 2005).

KECI %41,30-63,15 (Babur ve ark., 1997; Babur ve ark., 1999;

10




Nalbantoglu ve ark., 1999; Karatepe ve ark.,

2004),

SIGIR

%27,61-70,49

(Eren ve ark., 1997; Inci ve ark. 1999; Aktas
ve ark., 2000; Aslantas ve Babiir, 2000;
Yildiz ve ark., 2000; Karatepe ve ark., 2001;
Nalbantoglu ve ark., 2002; Aslan ve Babiir,
2002; Cicek ve Babir, 2002; Karatepe ve

ark., 2003),

TEK

TIRNAKLI

%1,80-42,20

(Inci ve ark, 1996; Babiir ve ark.,
1997;1998; Aktas ve ark., 1999; Aslantas ve
ark., 2001; Taylan ve ark., 2002; inci ve ark.,
2002; Akga ve ark., 2004; Sevgili ve ark.,

2004)

KANATLI

%0,00-12.00

(Babirr ve ark., 1998; Inci ve ark., 1998;
Babiir ve ark., 1999; Inci ve ark., 2002;
Biyikoglu ve ark., 2002; Inci ve ark., 2002;

Cicek ve ark., 2004)

KOPEK

%46,00-85,51

(Cakmak ve ark., 1996; Inci ve ark., 1996;
Babir ve ark., 1997; Eren ve ark., 1998,
Aktas ve ark., 1998; Seving¢ ve ark., 2000;
Orgev ve ark., 2001; inci ve ark., 2002;

Aslantas ve ark., 2005),

11




MANDA %31,13 Cicek ve ark., 2002

TAVSAN %38,00 Babir ve ark., 2000, Nalbantoglu ve ark,

2010

Tablo 1: Tiirkiye’de toksoplasmozisin seroprevalansi

1.6.Bulasma ve Yayilim

Oosistlerin alimenter yolla alinmasi (Fekal-Oral Bulagsma)

Doku kistlerinin ve bradizoitlerin bulundugu ara konaklarin sindirilmesi

. Takizoitlerin mide asidine dayaniksiz olmalarindan dolayi, ancak
kontaminasyonu sonucu bulasma (Kan transfiizyonlari, ¢ig siit tiiketimi,
konjuktiva ile temas)

. Transplasental bulasma; enfekte gebelerden konjenital-vertikal yolla fotusa

gectigi bildirilmistir.

(Levine, 1985),(Dubey ve Beattie, 1988),(Schwartzman, 2001),(Tenker ve ark,

2000),(Kraus ve ark, 2004).
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KistlerKedi — A

tarafindan yutuldu

Ara konaktaki Doku Kistleri
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etinicinde
sindirilir
Takizoitler
Plasentaya
geyer. Arakonak;
gida, suve
N toprakla
4 Gidave Suyun ¢
% Kontaminasyonu
oosistleri
sindirim
yoluileahr

Sporlanmis oosist

ARA KONAKLAR
Fetusun enfekte olmasi

Sekil 3: T. gondii’nin yasam dongiisii ve bulagma yollart

1.7.Toksoplazmoz Tedavisinde Kullanilan Antibiyotikler
1.7.1. Sulfadiazine

Kimyasal formulu;

4-Amino-N-(2-pyrimidinyl)benzenesulfonamide, N1-(Pyrimidin-2-yl) sulfanilamide

N NH
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Biyokimyasal yapisi ve fizyolojik etkisi;

Sulfadiazine; dihydropteroate synthase enzimini inhibe eden dihydrofolic acid in
sentezini bloke eden sulfonamide grubunda yer alan bir antibiotiktir ve folik asit
sentezini saglamak i¢in gereken bakteriyel inhibitor, para-aminobenzoic acid

(PABA) ile kompetetiv olarak calisir.

Gram pozitif, gram negatif bakterilere ve Chlamydia enfeksiyonlarina kars1 etkilidir;
diren¢ modu folik asit sentezi icin, dihidropteroat sentazin veya alternatif yolun
degistirilmesi yoluyladir. Parazitin kendi folik asit sentezini olusturmasin

engelleyerek, niikleik asit olusumuna engel olmaktadir.

Prymethamine ile birlikte kullanildiginda ortaya ¢ikacak sinerjik etkiden dolay1 10
kat daha etkili oldugu goriilmiistiir. Bu sebeple kombine kullanilmas1 dnerilmektedir.
(erisim;

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/s8626?lang=en&region=TR)

1.7.2. Primethamine

Pyrimethamine (ticari adi; Daraprim) protozoon enfeksiyonlarma karsi kullanilan bir
antibiyotiktir. Genellikle sitma (Malaria enfeksiyonlari) ya karsi koruma ve tedavi

amaci ile kullanilmaktadir.

Edinilmis bagisiklik sistemi ¢Okiisii  sendromlarinda destekleyici olarak
kullanilmasmin yaninda, Toksoplazma gondii enfeksiyonlarina karsi siilfonamid

grubundan siilfadiazine ile birlikte kullanildig: bilinmektedir.
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Kimyasal formalu;
5-(4-Chlorophenyl)-6-ethyl-2,4-pyrimidinediamine

Cl CHs

| L

HoN™ "N° "NH>

Dihidrofolat rediiktaz ile folik asit metabolizmasini inhibe ederek calisir.

Tetrahidrofolata protozoa dahil bir ok turin, deoksiribonukleikasit (DNA) ve
riboniikleikasit (RNA) sentezi i¢in gereklidir. Ayrica, amiyotrofik lateral skleroz yer

alan bir anahtar proteinin (SOD1), ekspresyonunu azalttigi tespit edilmistir.
Pyrimethamine genellikle sulfonamide ve folinic acid ile birlikte kullanilmaktadir.

Sulfonamide; para aminobenzoikasitten salinan dihydropteroate synthetase
enziminin aktivitesini inhibe eder. Bu yizden; stlfonamidler folik asit sentezi igin

gerekli olan farkli bir enzimi bloke ederek primetamin ile sinerjik ¢aligir.

Folinik asit (I6kovorin); dihidrofolat rediiktaz dayanmadan in vivo olarak, folik
asidin birincil aktif formunu tetrahidrofolata doniistiiriilen folik asit tiirevidir. Folinik

asit hastada folat eksikligine bagli yan etkileri azaltir.

Primetamine karsi diren¢ yaygindir. Dihidrofolat rediiktaz igin malarial genindeki
mutasyonlar etkinligini azaltabilir. Bu mutasyonlar hidrojen baglar1 ve sterik
etkilesimler kaybr ile pirimetamin ve dihidrofolat rediiktaz arasindaki kor baglanma

afinitesine azaltir.
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Toxoplasma gondii gibi etkenlere kars1 uygulanan doz asimlarinda; isiligin yani sira,
bulanti, kusma, karin kramplar, agiz kurulugu, kilo kaybi ve ishal gibi

gastrointestinal semptomlarin goriilmesine sebep olur.

Ayrica bas agrisi, ataksi gibi bulgularla merkezi sinir sisteminin etkilendigi, 16kopeni

ve anemi gibi semptomlarla da hemorojik yan etkileri oldugu bildirilmistir.

Folat eksikligi anemisi, epilepsi hastalarinda ve gebeligin birinci trimasterinde

olanlarda organogenezisin etkilemesinden dolay1 kullanilmast uygun degildir.

(erisim: https://en.wikipedia.org/wiki/Pyrimethamine)

1.7.3. G-418

G418 (Geneticin) gentamisin B1 yapisina benzeyen Micromonospora rhodorangea

tarafidan iiretilmis, aminoglikozid yapida bir antibiyotiktir.

Hem prokaryotlarda hem de okaryotlarda polipeptid sentezinin bloklanmasinda

uzama adiminin inhibasyonundan sorumludur.

G418 direnci, aminoglycoside 3‘-phosphotransferase, APH 3° II ile kodlanan Tn5den

elde edilen Neomycin resistance gen (neo) ile saglanir.

Memeli hiicrelerinde se¢imi, genellikle 400-1000 ug /ml arasinda degisen

konsantrasyonlarda 3-7 giin iginde elde edilmektedir.

Kimyasal formalu;

C20H4oN4O10. 2H2S04
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1.8.MTT analizi (Hiicre sitotoksisite Analizi);
MTT ile antibiyotiklerin Vero-6 hiicrelerine olan zararinin saptanmasi:

MTT (3-[4,5-Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide; Thiazolyl
blue) yontemi ile bir hiicre grubunda viyabiliteye sahip olan hucreler, kolorimetrik
yontemle analiz edilebilmektedir. Bu metot; saglam mitokondrinin MTT boyasinin
tetrazolium halkasini pargalayabilmesi esasina dayanmaktadir (McGahon AJ. ve ark,
1995).

MTT suda ¢6ziinen bir tetrazolium tuzu olup fenol kirmizisi igermeyen besiyeri veya
tuz solusyonlari ile hazirlandiginda sarimsi bir sivi olusturur. Tetrazolium halkasinin
stiksinat dehidrogenaz enzimleri tarafindan pargalanmasi sonucu MTT mor renkli
cozllemeyen formazana doniisiir. Bu doniisiim canli hiicrelerin mitokondrileri ile
miimkiindiir. Olusan bu formazan izopropil alkol veya baska bir ¢oziicii yardimi ile
cozllebilir hale getirilir ve olusan renk reaksiyonu spektrofotometrik olarak
degerlendirilir (Mosman T,1983).

Sonug olarak yasamsal fonksiyonu bozulmamis hiicreler mor renk almakta, 6l ya da
mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler renk almamaktadir. Bu yéntem hiicrelerin
MTT boyasiyla aktivasyon ve gelisimi, ¢okelmis reaksiyon iiriinliniin ¢oziinebilir
hale getirilmesi, reaksiyon Grlnanin kolorimetrik olarak 6lgimi basamaklarindan

olugsmaktadir (Yaka E. ve ark, 2006).
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Kolorimetrik yontem i¢in kullanilan temel degisken canli hiicrelerin mitokondriyal
aktiviteleridir. Genellikle; hiicre proliferasyonu ve sitotoksitesinin kantitatif olarak
saptamada kullanilir. Tetrazolium tuzunun sadece yasamsal belirti gosteren hucreler
tarafindan renkli formazanlara rediksiyonu sebebi ile bu ydntem sadece canli
hiicrelerin sayilmasi esasina dayalidir.

Omegin MTT igerisinde canli hiicreler renkli, suda ¢dziinmez, formazan tuzu
tarafindan rediiklenir. Formazan kristalleri ¢dziindiikten sonra, kisa siirede, pratik bir
sekilde Klasik mikroplate okuyucusunda (maximum absorbans) 570 nanometre(nm)

dalga boyunda niceligi belirlenebilir (Doyle A, 1998, Oktar N, 2009).

Cogalan hiicreler, miktarca yogunluk ve artis gostermeyen hicrelerden metabolik
olarak daha ¢ok aktiflik gosterdigi i¢in, bu metotla sadece hicre viyabilitesi ve
hlcreye toksik etkisi degil, hiicre aktivasyonu ve proliferasyonu da belirlenir. MTT
kiiltiir ortamindaki mitokondrial aktivitesi devam eden canli hiicrelerin nicel analizini
sagladigindan en sik kullanim alanlari; sitokinlerin, growth faktorlerinin, medyum
bilesenlerinin hiicreler lizerine etkilerinin arastirilmasi ve sitotoksik ajanlarin etkinlik

diizeyinin analiz edilmesidir (Mosman T,1983).
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2. GEREC ve YONTEM

2.1.Hicre Kulturd ve T.gondi RH susuna bakilmasi

2.1.1. Materyal temini ve kullanimi:

“Toxoplasma gondii” RH susu Refik Saydam Hifzisthha Halk Saghig
Merkezi/Ankara’dan alinan, takizoit ihtiva eden farelerden elde edilmis olup besi

yeri ve Vero-6 igeren flasklara ekimleri yapilmis, pasajlari takip edilmistir.

Farelerden T.gondii takizoitlerinin elde edilmesi: Swiss albino cinsi laboratuvar
fareleri 2.5-5 x 10° olacak sekilde hazirlanip T. gondii takizoitleri ile intraperitoneal
olarak enfekte edilmistir. Bu farelerden 48 saat sonunda periton sivist ile birlikte
beraber tekrar c¢ekilmistir. Falkona alinan sivi, 2500 rpm/dk'da 5 dakika santirfij
edilip ve siipernatant atilmis, kalan pelet kullanima hazir besiyeri ile sulandirilip
takizoitler, thoma lamina aktarilip, kapatildiktan sonra, viabilite ve motilite
yoniinden degerlendirilmis, ‘Vero-6’ bulunduran 25 ve 75cm? flasklara ekimleri
yapilmis, 3 gin araliklarla besiyeri degisimleri ve pasajlanmasi yapilmigtir. Vero-6

hicre serisi, monolayer hiicreleri 1:2, hiicre:parazit oraniyla enfekte edilmistir.

2.1.2. Besiyeri Hazirlama - VVero-6 Hiicre Serisinin Pasajlanmasi

Sivi azot (nitrojen) tankinda dondurulmus olarak 2 mililitre (ml) viyaller iginde
muhafaza edilen Vero-6 hucreleri, falkona alinarak hazir besiyeri eklenip santirf(j

edildi.
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Supernatant atilarak kalan pelet, %89 Dulbecco’s Modified Eagle Media (DMEM),
%10 Fotal buzagi serumu (FCS), %1 antibiyotik (penisilin-streptomisin), %0,04
Plasmocin (Mycoplasma treatment and elimination reagent, invivogen) ile hazirlanan
besiyeri ile sulandirilip 25 ve 75cm® flasklara ekilerek 37°C’de karbondioksitli

(CO2’1i) etlivde inkiibasyona birakilmistir.

Uretilen Vero-6 hiicrelerinin  bir kismi  kullanilacak olan antibiyotiklerin
sitotoksisitesinin test edilmesinde kullanilmig, bir kismi pasaja birakilarak

Toxoplasma gondii RH susu’nun tutunarak iiretilmesinde kullanilmastir.

2.1.3. Hicrelerin Kaldirilmasi

25 cm®liik flaskta bulunan Vero-6 hiicre hatti, steril phosphate buffer saline (PBS)
ile yikanarak besiyerinde bulunan fotal serumun tripsin ile etkilesime girmesi

engellendi.

Flask (zerine 3ml Tripsin-Etilendaimintetraasetikasit (Tripsin-EDTA) eklenerek
hiicrelerin flasktan kaldirilmasi saglandi, 4 dakika CO2’li etiivde tutulduktan sonra

falkona alinip tizerine tekrar 6ml hazirlanilan besiyeri eklendi.

2500 G devirde 3 dakika santirfiij edildikten sonra supernatant atildi, tekrar 1 ml

besiyeri eklenip, dipte kalan pelet sulandirildi.

Elde edilen besiyerli hiicre karisimindan 10 pL alinip 100 pl Tripan blue 90ul steril
PBS ile karistirilip (1:20) hiicrelerin boyanmasi saglandi, thoma lamina konularak

sayimi, canlilik oranlar1 hesaplamasi yapildi.
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Besiyerli hiicre karisimi, 25cm 2 liik her bir flaska 10° hiicre/ ml gelecek sekilde esit

olarak pay edildi ve 37°C’de CO>’li etiivde inkiibasyona birakildi.

2.1.4. MTT icin Hicre Hattimn Hazirlanmasi;

XTT ajanmin uygulanmasindan 1 giin 6nce 96’lik plak igerisinde her bir kuyucuga
8.000 Vero-6 hiicre hatlar1 gelecek sekilde 100 pl besiyeri ile hiicrelerin ekimi
yapilarak kuyucuklu pleyt 24 saat 37°C ve %5 CO2’li etiivde bekletilerek hiicrelerin
yiizeye yapismalari saglandi. Bu yolla tripsin enziminin hiicre membran proteinleri
ve biiyiime faktor reseptorleri lizerinde olusturdugu zararlar ortadan kaldirilmis oldu.
Bu protein ve faktorlerin yeniden sentezlenebilmesi icin 24 saatlik bir streye ihtiyag

duyulmaktadir.

24 saatlik inkiibasyonlardan sonra kullanilcak ilaglar derisimlerine gore; 1pM,
10uM, 100puM, 1000uM olacak sekilde 2ser tekrarli toplam 3 er adet kuyucuklara
eklendi. Tim madde uygulamalarindan sonra hiicre hatlar1 24saat siireli
inkibasyonda tutuldu, MTT reaktifi (Cayman Chemical MTT Cell Proliferation
Assay Kit, n0:10009365) eklenerek 4 saat sonunda kullanilan ilacin sitotoksik etkisi
XTT yontemi kullanilarak degerlendirildi. Hicreler 24, 48, 72. saatlerde ayni
biiytiklikklerde 3 kuyucuk olacak sekilde 96’lik mikroplatelerde XTT (2,3,-bis[2-
metoksi-4-nitro-5-stlfofenil]-2H-tetrozolium-5-kaboksanilit tuzu) soliisyonu
kullanilarak spektrofotometrik ELISA okuyucuda 570 nm dalga boyundaki

gecirgenlik degerinde okutularak kantitatif olarak degerlendirildi.

XTT suda ¢ozliinen bir tetrazolium tuzu olmakla beraber canli hiicrede

mitokondrilerindeki dehidrogenaz enzimi ile reaksiyona girdiginde pargalanarak,

21



cozllebilir formazan kristallerine doniismektedir. Formazandan kaynaklanan turuncu
rengin yogunlugu metabolik olarak aktif hiicrelerin yani canli hiicre sayisi ile

orantilidir.

Hiicre canliligi yiizdesi her bir kuyucukta oOlgiilen optik dansite degerinin kontrol
optik dansite degerine boliinmesi ve yiiz ile ¢arpilmasi ile hesaplandi. Ortaya ¢ikan

veriler grafiklestirilerek MID50 dozu belirlenmis oldu.

2.1.5. Uygulanisi:

Soliisyonlarin hazirlanmasi:

1) Tahlil tampon tableti 100 ml distile suda ¢6zildi.(oda sicakliginda 1 yil
saklanabilir)

2) MTT reaktifi 5ml tahlil taponu icinde parlak sar1 olana kadar titresimle
karistirilarak ¢0zuldi. Coziinmeyen kismi santirfiij veya filtreleme ile atild:.
(Tek sefer kullanilmayacaksa, sonra tekrar kullanmak tizere porsiyonlayip -
20°C’de aylarca muhafaza edilebilir.)

3) Kullanmadan hemen once hazirlanan sollsyon; kristal ¢6zicu soliisyon
(SDS), Hidroklorid icinde c¢ozulecek. 96 kuyucuklu pleyt icin her bir

kuyucuga 100ul gelecek sekilde konuldu.

Prosedur:

1) 96 kuyucuklu pleytte her bir kuyucuga 5x102-10° hiicre gelecek sekilde 100pl
DMEM ile birlikte konularak ve 24-48 saat 37°C, COzli etiivde inkiibasyona

birakildu.
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2) 10l MTT reaktifi eklendi.

3) Orbital karistiricida karismasi saglandi.

4) 3-4 saat etiivde inkiibasyona birakildi. 4 saatin sonunda formazan kristalleri
pleytin dibinde karanlik olarak gézlemlendi.

5) En son hazirlanan 3 numarali karisim, 100ul olarak her bir kuyucuga eklendi
ve 4-18 saat inkiibasyona birakildi.

6) Inkiibasyon sonunda mor renk veren kristaller 570 nm elisa okuyucu ile

okutuldu.

2.2. Antibiyotiklerin secimi ve karsilastirilmasi

2.2.1. Sulfadiazine

Temin edilen firma;

Sigma Aldrich

COzucusu;

1 Molar sodyum Hidroksit (NaOH) icerisinde 100 mg ¢ozlebilir.

—>Toksoplasmozis iizerine etkisinin arastirilmasi ig¢in stok soliisyonu 2ml
NaOH+0,250g siilfadiazine ile hazirlandi ve 8 ml kullanima hazir besiyeri eklendi.

Pozitif kontrol grubu olarak tutuldu.

Uygulamsi;
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Sulfadiazine; ¢ogunlukla toxoplazmozisde immun sistemi baskilanan hastalar i¢in
primethamine ile beraber kullanilan kisa etkili bir antibiyotiktir. Ayn1 zamanda,
yenidogan ve konjenital enfeksiyonlarin sagaltiminda kullanilir. Toxoplazma gondii
ile tekrar enfekte olan deney hayvanlarinda akut toksoplazmosisin kontroliinde

kullanilmistir.

(erisim;

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/s8626?lang=en&region=TR)

2.2.2. Primethamine

Temin edilen firma;

Sigma Aldrich

Cozucusu;

—>225 mg prymethamine 3,632 ml Dimethilsilfoksit (DMSO) icerisinde ¢ozuldd,
5,448 ml kullanima hazir besiyeri eklendi. Arastirmada kullanilacak stok soliisyonu

hazirlandi.

(erisim: https://en.wikipedia.org/wiki/Pyrimethamine)

2.2.3. G-418

Temin edilen firma;

InvivoGen
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—>1/10, 1/100, 1/1000 ml/ml konsantrasyonlar1 kullanima hazir besiyeri ile

hazirlanmistir.
ADI FIRMA/ KODU Test Edilen Konsantrasyonu
e Sulfadiazine Sigma / S8626 1/10-1/100-1/1000
e  Primethamine Sigma / 248715814011 1/10-1/100-1/1000
o (G418 Invivogen / ant-gn-1 1/10-1/100-1/1000

Tablo 2: Kullanilan antibiyotiklerin temin edildigi firma kodlar1 ve kullanilan dozlar1 gosterilmistir.

2.3. RH Susunun Vero-6 Hucrelerine Ekilmesi Ve Parazit Aktivasyonunun

Antibiyotikle Etkilesimi Ardindan Goriintillenmesi

Vero-6 hiicre hatti, 24’1ik wellplate’e MTT de belirlenen doz dogrultusunda 100uM
ve 1000puM olacak sekilde 2 kuyucuk, ayrica molekiler incelemelerde
kullanilabilecegi diistincesi ile 100 UM lik tek kuyucuk olacak sekilde 3 antibiyotik
icin toplam 9 kuyucuga 3 de kontrol tutulacak sekilde ekildi. 24 saat 37°C’de COli

etivde inkiibasyona birakildi.

Toxoplasma gondii RH susu thoma laminda tripan blue ile boyanip sayilarak; 1:2,
hlcre:parazit oraninda enfekte edilip bir gece inkiibasyona birakilip, ardindan

100uM ve 1000uM olacak sekilde antibiyotikleri eklendi. (fotograf 2)

3,5 saatlik inkiibasyon periyodu sonucunda molekiiler incelemeler i¢in ayrilmig olan

100uM’lik kuyucukta bulunan Vero-6+RH+antibiyotik icerigi kazinarak 2 ml’lik
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eppendorflara alinmis ilerleyen giinlerde DNA izolasyonu yapilmasi i¢in -20°C’de

muhafaza edilmistir.

Fotograf 2: Vero-6 hiicre hatti, 24 kuyucuklu pleyte MTT de belirlenen doz
dogrultusunda 100uM ve 1000uM olacak sekilde 2 kuyucuk, ayrica molekiiler
incelemelerde kullanilacak olan 100 uM lik tek kuyucuk olacak sekilde 3 antibiyotik
igin toplam 9 kuyucuga 3 de kontrol tutulacak sekilde ekildi. 24 saatlik inkiibasyon

periyodunun ardindan Vero-6:RH 1:2 olacak sekilde ekimi yapildi.

Fotograf 3: Vero-6 hiicresi:RH;1:2 oraninda enfekte edildikten sonra invert

mikroskop (Olympus Trinokiler CKX41 Inverted Mikroskop) ile goruntiilenmesi
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2.4.invazyon Testi

Red/green (kirmizi/yesil) invazyon testi uygulanmistir.

200.000 RH takizoiti/ml, 1ml’lik dozlanmis ilagla eppendorflar iginde 30
dakika bekletildikten sonra, chamberslide’a 24 saat 37°C, CO’li etiivde
inkiibe edilmis olan 100.000 Vero-6/ml Vero-6 hicresi izerine monolayer

olarak supernatanti atilarak ekildi.

45 dakika sonra platelerdeki medium ve serbest parazitler PBS ile yikanip ve

immunositokimya prosediiriine gére boyama islemine gecildi.

Formaldehid ile 5 dakika fikzasyonu saglandi. 10’ PBS ile yikandi. 10’
hidrojen peroksit (in %0,3 metanol) ile muamelesi saglandi. Tekrar 10° PBS

ile yikanarak protein blocking soliisyonu damlatildi 10° beklendi.

T. gondii igin 1/100’liik (Thermo,ab-1) primer antikoru damlatildi ve

+40C’de 1 gece inkiibasyona birakildi.

PBS ile 10’ yikandiktan sonra tekrar protein bloklama soliisyonu damlatildi

10’ bekletildi.

Hiicre membranina tutunmus takizoitler i¢in FITC isaretli anti-toxoplasma
gondii (anti rabbit, abcam) antikoru ile isaretlenerek 1 saat oda 1sisinda

karanlikta muhafaza edildi.
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Hiicre i¢ine girmis takizoitler; 5 er dakika metilen ve aseton ile
permabilizasyon yapilmis hiicrelerde Teksas kirmizisi ile isaretli anti-
Toxoplasma gondii antikoru (abcam-TR) ile boyandi. Bir saat karanlikta

inkiibe edildikten sonra ¢ekirdek boyasi i¢in DAPI kullanilarak kapatildi.

Goruntuleme floresan mikroskobu altinda yapildi. Boyanma sonunda kirmizi
ve yesil ile floresan 1s1ldama veren takizoitler enfekte her bir hicre icin

sayildi.

Sekill: Kuyucuklu lama ekim, boyama ve kapatilma islemlerinin sematik olarak gosterilmesi. (Erigim:
http://ibidi.com/xtproducts/en/ibidi-Labware/Open-Slides-Dishes:-Removable-Chambers/Immunofluorescence-

Chambers-Family)

3. BULGULAR

3.1. Elisa Reader’da okunan verilere gore olusturulmus tablolarin

grafiklerle ifade edilmesi

Vero-6 hiicre hattina sitotoksik olup olmadig1 yoniinden MTT yontemi ile
BiotekPowerWave XS2 Elisa Readerda degerlendirilen G418; rutinde kullanilan makrolid

grubu antibiyotiklerden Sulfadiazine ve Trimetoprim ile karsilastiriimistir.
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Elisa okuyuda elde edilen veriler dogrultusunda hazirlanan grafikler ile hiicreye
zarar vermeden, takizoitler izerinde etkili olan en diisiik dozun (MiD50’nin) 100uM
olduguna, bundan sonraki islermlerde 100uM ve 1000uM’lik dozlarin kullanilacagina karar

verilmistir.

Fotograf 4: MTT reaktifi eklendikten sonra mor renkli formazan kristalere déniisiimii gézlenmektedir

SULFADIAZINE KONSANTRASYONLARI
KONTROL |s1/1 s1/10 s1/100 s1/1000
I.PLATE |0,99 0,90 0,91 0,94 0,97
2.TEKRAR | 0,97 0,96 0,99 0,91 0,96
3.TEKRAR | 0,87 0,92 0,90 0,78 0,92
IlLPLATE |1 0,90 0,91 0,94 0,98
2.TEKRAR | 0,97 0,96 1 0,91 0,96
3.TEKRAR | 0,87 0,92 0,91 0,79 0,92
ORT 0,94 0,93 0,93 0,88 0,95
% 100 98,27 99,03 93,14 100,61
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Tablo 2: Siilfadiazine’in hiicre toksisitesi tizerindeki etkinligi
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Grafik 1: Siilfadiazine’in mid50 dozunun grafik ile gdsterilmesi

PRIMETHAMINE KONSANTRASYONLARI

KONTROL | PR1/1 PR1/10 PR1/100 | PR1/1000
0,64 0,21 0,33 0,34 0,56
2.TEKRAR | 0,57 0,24 0,38 0,35 0,5
3.TEKRAR | 0,55 0,28 0,35 0,47 0,66
ORT 0,59 0,24 0,35 0,38 0,57
% 100 41,25 59,81 65,91 97,06

Tablo 3: Primethamine’in hiicre toksisitesi iizerindeki etkinligi
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Grafik 2: Primethamine’in mid50 dozunun grafik ile gdsterilmesi

G418 KONSANTRASYONLARI
KONTROL | G1/1 G1/10 G1/100 | G1/1000

I.PLATE 1,08 0,83 0,93 0,97 0,99
2. TEKRAR | 1,07 0,88 1 1,07 1,06
3.TEKRAR | 1,08 0,90 1,01 1,04 1,06
ILPLATE |1,09 0,84 0,94 0,99 1,01
2.TEKRAR | 1,07 0,89 0,99 1,06 1,07
3.TEKRAR | 1,08 0,91 1,01 1,04 1,07
ORT. 1,08 0,87 0,98 1,033 1,04
% 100 80,98 90,89 95,33 96,75

Tablo 4: G418’in hiicre toksisitesi tizerindeki etkinligi
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Grafik 3: G418’in mid50 dozunun grafik ile gosterilmes

3.2.Proliferasyon indeksinin Belirlenmesi

241t wellplate deki kuyucuklardaki silipernatant cekilerek uzaklastirilmis. Plate
tabanina tutunan antibiyotikli vero-6:RH 1:2 hiicreleri metil alkol ile tespit edilmis,
May Grinwald Giemsa (1gtt/iml, Merck) ile boyanarak gliserin ile, ilag
molaritelerinin, 100 enfekte hiicre icerisindeki parazit sayisina olan etkilesimleri 151k

mikroskopu altinda sayilarak ve kontrol grubu ile karsilastirilip fotograflanmistir.
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Fotograf 3: G418 grubu ile tedavi edilmis Vero-6+RH; mor kalintilar enfeksiyon varligimi, boyanma olmayan alanlar ise

G418’in etkinligini gostermektedir.

Antibiyotik | Enfekte hiicre | Toplam hiicre | Enfektivite Antibiyotigin
orani ¢aligma %si

Kontrol 145 169 0,85 0,14

Sulfadiazine (216 323 0,66 0,33

G418 126 254 0,49 0,50

Tablo 5: T. gondii RH susu ile enfekte Vero-6 hiicrelerine etki eden antibiyotiklerin sayisal olarak gosterilmesi.

Fotograf 4: Immunositokimya oncesi; Invazyon testi igin G418 iginde bekletilmis RH susunun, Vero-6 hucrelerine

aktarilmasindan sonra goriintiillenmesi.
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Fotograf 5: Invazyon testinde immunfloresan boyanma sonucu takizoitlerin hiicre i¢inde yerlesimleri gézlenmistir.

4. TARTISMA ve SONUC

Toksoplazmozis; Apikompleksa subesinde yer alan, koksidiyan, hiicre i¢i zorunlu
protozoan olan T. gondii tarafindan olusturulan ve diinya ¢apinda etkili zoonoz bir
hastaliktir. Tiirkiye’de toksoplazmozis oldukca yaygin bir epidemiyolojiye sahiptir.
Tiirkiye’de ilk toksoplazmozis raporu 1950’de Akgay ve ark. tarafinan bir kdpekte,
1953’te de Unat ve ark. tarafindan bir insanda bildirilmistir (Yasarol, 1983).
Kedilerde ise %37,5-55,5 seropozitiflik rapor edilmistir (inci ve ark, 1996), (Babiir
ve ark, 1998), (Eren ve ark, 1998). Giincel olarak; Can ve arkadaslar1 (2014); Izmir
bolgesindeki veteriner kliniklerinden topladigi 1121 kedi serumu ile yapilan
seroprevalans degerlendirmesinde; 22 izolasyon arasinda %86.3 oraninda (19 tane)
tip II, %9 oraninda Tip IIT (2 tane), %4.5 oraninda da (1 tane) Afrika | genotipine
rastlamiglardir. Ulkemizde kedilerde goriillen T. gondii serotiplerinin tanimlanmasi

acisindan olduk¢a 6nemli bulgular iceren bu ¢alisma sonuglari, 6zellikle Avrupa
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iilkelerinde yaygin diisiik patojeniteli Tip II suslarina paralellik gostermekle birlikte,
yuksek patojeniteli Tip I-III suslar1 da igermesi agisindan dikkat ¢ekicidir. Yukarida
tanimlanan seroprevalans ve izolasyon bulgularina bakilarak iilkemizde insanlar ve
diger hayvanlardaki yaygmligin tahmin edilmesi de miimkiindiir. Toksoplazmozis
bulas kaynagi insanlar i¢in cografi, sosyo-ekonomik ve kilturel 6zelliklere gore
farkliik gostermektedir. Ornegin; sehir hayati yasayan ve yiiksek gelir seviyesine
sahip bireyler icin ¢ig ve az pismis koyun-kegi eti tiikketimi, ¢ig sebze ve meyveler
onemli olurken, kirsal alanda yasayan ve diisiik gelirli bireyler enfekte kediden
sacilan oosistler ve ¢ig et tliketimine bagli aliskanliklar dolayisiyla enfeksiyona
yakalanmaktadirlar. Her ne sekilde olursa olsun, insanlarda subklinik ve belirti
gostermeden seyreden toksoplazmoz olgularinin erken tanisi ve etkin sekilde tedavisi
gereklidir. Ancak, akut seyirli toksoplazmoz haricinde, tedavi icin etkin bir ilag
heniiz gelistirilememistir. insanlarda toksoplazmozdan korunmak icin onayli bir as1
uygulamasi da heniiz yoktur. Bu durum, iilkemizde hamilelik doneminde test edilen
hastaliklar arasinda yeralan (TORCH testi) T. gondii icin daha blyiik éneme sahiptir
ve gebelik donemi tedavilerinde bebek igin en az yan etkiye sahip kemoterapi
seceneklerinin ortaya konulmasi icin yapilan aragtirmalar da biiyiik hizla devam
etmektedir. Gunumiizde standart tedavide kullanilan antibiyotikler primethamine ile
stilfadiazine kombinasyonu, spiramisin ve klindamisindir. Alternatif tedavide ise
primethamine ile yeni makrolidlerin kombinasyonu veya trimethoprime
sulfametoksazol  kullanilmaktadir. Akut toksoplazmoz igin etkili olan
sulfodiazine/trimetoprim tedavisi bebeklerde folat eksikligine yol agmakta ve
nefrotoksisite gibi yan etkilere sahiptir. Spiramisin ve klindamisin ise yumusak

dokularda yiiksek konsantrasyonlara ulasabilmeleri nedeniyle tercih edilmelerine
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ragmen hiicre i¢i diizeyleri yetersiz kalabilmektedir. Gebelik ve yeni dogan
doneminde; T.gondii yaygin goriilen, abortlara ve kalici hasara sebebiyet verebilen
bir enfeksiyon oldugundan; bu donemlerde kullanilacak tedavi ajaninin RH susu
takizoitlerine kars1 daha etkili fakat hiicre Uzerindeki toksisitesinin en az olmasi
gerekmektedir. Bu c¢alismada, hiicre kiiltiirii ortaminda insanlarda toksoplazmoz
tedavisinde kullanilan bazi antibiyotikler ile G 418 kemoterapisinin hiicrelere olan
sitotoksik etkileri, farkli doz araliklarinda degerlendirilmis ve klinik uygulanmalar
halinde sekillenebilecek yan etkileri modellenmeye ¢alisilmistir. Ayrica; bugiine
kadar T.gondii tedavisi i¢in denenmemis G418 molekiiliiniin enfekte hiicre
serilerinde parazitostatik ve parazitosidal etkileri arastirilmistir. Bulgular, G418’in
tedavi amaciyla klinik kullanilmasinin miimkiin olabilecegini ve diger test edilen
kemoterapotiklere oranla daha diisiik sitotoksik etkiye sahip oldugunu
gostermektedir. Sitotoksite testinde ise; hicreye zarar vermeden T. gondii RH
susunun takizoitlerine etki eden antibiyotik dozunun (mid50) 100uM olduguna karar
verilmistir. Mid50 ile yapilan invazyon testi ve ¢ogalma indeksinin belirlenmesi
islemlerinde; G418 adli antibiyotik ihtiva eden gruptaki takizoitlerin, daha 6nce
kullanilan makrolid antibiyotiklerden sulfadiazine oranla daha az yasama sansi

buldugu gozlemlenmistir.

In-vitro olarak uygulanan ilaglarin memeli hiicrelerine verdikleri hasarmn
degerlendirilmesinde siklikla MTT ve WST1 testleri kullanilir. Bu testlerde, test
edilecek ilaglarin farkli molaritelerde hazirlanan derisimleri kiiltiir flaski tabanina
tutunmus ticari hiicre serileri lizerine besiyeri ile birlikte eklenir. Prensip olarak, her
iki testte de; eger ila¢ hiicre mitokondrisi iizerine toksik etkiye sahipse hcre

solunumu baskilanir ve test solusyanlar1 igerisinde yeralan tetrazolium tuzlar ile
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daha az oranda reaksiyona girer. Mitokondriler ¢ift katmanli lipoprotein zar yapisi ve
yiiksek metabolik aktiviteleri nedeniyle hiicrede olusan hasarlarda ilk etkilenen hiicre
organelidir. Dolayisiyla bu testlerde, ilaglarin en az yan etkiye sahip
konsantrasyonlari belirlenebilir ve daha sonrasinda gergeklestirilecek in-vivo deney
hayvani ¢alismalar1 icin referans veri elde edilmis olur. Bununla birlikte, MTT ve
WST1 testlerinde hiicre proliferasyon diizeyi gosterilmekle birlikte, ilaglarin hiicre
solunumu ve mtokondriyal hasar haricinde etkileri degerlendirilemez. Kisacast;
eklenen ilacin mikrotubiil ve aktin gibi yapisal proteinler ile DNA hasar1 Uzerine
etkileri ancak Western blotlama, qPCR ve proteomics gibi daha gelismis teknikler
kullanilarak ortaya konulabilir. Bu ¢alismada, G418 molekiilii memeli Vero hiicreelri
tizerine diislik sitotoksisite gostermistir ve bu sonug ileride gergeklestirilebilecek in-
vivo denemeler ve hatta hayvan ve insanlarda klingk kullanimi i¢in umut vericidir.
Ancak, hiicresel diizeyde olabilecek muhtemel diger etkilerinin detayli olarak
arastirtlmasina ihtiya¢ bulunmaktadir. Bu calismanin bir diger onemli ¢iktis1 da,
G418’in in-vitro olarak Toxoplasma gondii takizoitleri iizerine olan g¢ogalmay1
onleyici etkisidir. Deneyler sirasinda, vero hiicreleri tizerine iki kat1 oraninda eklenen
T.gondii RH susunun ¢ogalma grafigi incelendiginde; G 418 100 mikromolar
konsantrasyonda parazit ¢ogalmasmi % 50 oraninda engellemis ve sufadiazin
uygulanan diger tedavi grubu ile ila¢ uygulanmayan kontrol grubuna oranla daha
yiiksek etkili oldugu bulunmustur. Bu degerlendirme, kiiltiir flasklarinda tespit
edildikten sonra May Grunwald Giemsa ile boyandiktan sonra, takizotlerin 100x
mikroskop biiylitmesi ile sayilmalar ile elde edilmistir. Dolayisiyla, Giemsa ile
boyanmasma ragmen canliiim1i kaybetmis takizotlerin ortamda bulunmasi

miimkiindiir ve sonuglar1 etkileyebilecegi goz ardi edilmemelidir. G 418

37



molekllinin  T. gondii takizoitleri tizerine etki sekli halen tanimlanmamis
oldugundan, MTT gibi mitokondriyal aktivite testleri de bu degerlendirme icin
yeterli goriinmemektedir. Dolayisiyla, 6karyotik canlilarin hiicre membran1 selektif
gecirgenliginin devam ettigi hiicreler (canli hiicre) ile, canliligin1 yitirmis hiicrelerin
ayrimini saglayan tripan blue ve orange G vital boyalarmin kullanilmasinin daha
uygun olabilecegi degerlendirilmistir. Toxoplasma gondii’ye karsi kemoterapotik
etkinligin degerlendirilmesinde kullanilabilecek bir diger yontem ise; invitro olarak
ilacla muamele edilen ve edilmeyen takizotlerin farelere intraperitoneal yolla
verildikten sonra Oliim oranlari, peritoneal takzioit sayilari ve organlarda
olusturduklar1 lezyonlarin siddetine gore degerlendirme (in-vivo bioassay)
yapilmasidir. Bu yolla, yukarida bahsedildigi sekilde ilacin etkisiyle 6len ancak halen
kiiltiir ortaminda bulunan takizoitlerin degerlendirme dis1 birakilmast miimkiin

olmaktadir.

Antiprotozoer ilaglarin etkinlik degerlendirmelerinde, in-vitro proliferasyon
deneyleri ilk basamagi olusturur ve test edilen ilacin ne derecede etikili oldugu
yoniinde ¢ok degerli bilgiler verir. Ikinci asamada ise uygun enfeksiyon modelleri
olusturularak deney hayvani c¢aligmalar1 gerceklestirilir. Deney hayvani akut
toksoplazmoz modeli olarak en sik tercih edileni, intrapetironeal yolla Swiss albino
ya da C57/BL6 inbreed farelere intraperitoneal yolla 10°-10° sayida takizot verilmesi
yoluyla olusturulan modeldir. Bu ¢alismanin baslangi¢c asamasinda da, anilan model
takizoitlerin in-vitro deneyler dncesinde pasajlanmasi ve iiretilmeleri i¢in kullanilmig
ve basartyla olusturulmustur. Sunulan calisma sonuclarina gére, G418’in ileriki in-
vivo fare deneylerinde etkinliginin test edilmesi ve fareleri lumcul toksoplazmozdan

koruyucu etkinliginin olup olmadiginin anlasilabilmesi igin gerekli gériinmektedir.
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Diger taraftan, in-vitro olarak Vero6 yesil maymun bobrek epitel hiicreleri tizerine
olan diisiik diizeydeki sitotoksik etkisinin, canli bireyler lizerinde tiim hiicre gruplari,
doku, organ ve sistemler Gzerine etkileri de hem klinik-biyokimyasal hem de hiicre

dizeyinde test edilmis olacaktir.

Bu baglamda; G418, T.gondii RH susu takizoitlerine kars1 daha etkili ve hiicre
Uzerinde daha az toksik olabilecegi verileri ile, yapilacak yeni g¢alismalarda
kullanilabilme olanagin1  diisiindliirmiistiir. Ancak sonuglarin  dogrulugunu
gosterebilmek adina molekiiler arastirmalara basvurmak gerekmektedir. Polimeraz

zincir reaksiyonu ile G418’in etkinligini desteklemek mumkdnddr.
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