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OZET

TOXOPLASMA GONDII’YE OZGU ASI ADAYI ANTIJENLERIN
KULLANILDIGI ADJUVANTE MULTiVALAN REKOMBINANT
PROTEIN ASISININ OLUSTURDUGU iMMUN YANIT VE
KORUNMANIN BELIRLENMESI

ATALAY SAHAR, Esra

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danigmani: Dog. Dr. Remziye DEVECI
Ikinci Danisman1: Prof. Dr. Adnan Yiiksel GURUZ
Subat 2015, 128 sayfa

Toxoplasma gondii, hemen hemen her sicakkanli hayvani, kus tiirlerini ve
insanlar1 enfekte edebilen bir zorunlu hiicre igi parazitidir. Toksoplazmozis, immun
sistemi saglam kisilerde asemptomatik ilerlerken, immun sistemi baskilanmis ya da
immun yetmezligi olan kisilerde 6lime neden olabilmektedir. Bu sebeplerden
dolay1 T. gondii’ye kars1 gelistirilecek as1 enfeksiyondan korunmak i¢in biiyiik
Oonem tasimaktadir. Bu tez ¢alismasinda T. gondii’ye karst multivalan rekombinant

protein asist gelistirilmesi amaglanmistir.

Bu amagcla protein mikroarray taramasiyla belirlenen T. gondii’ye ait 49 as1
aday1 antijenik protein; biyoinformatik yontemler, kii¢iik ¢apli ekspresyon ve
saflastirma Ozelliklerine gore analiz edilmistir. Analiz sonucunda aralarindan alti
protein as1 adayi olarak se¢ilmis ve ilk kez 6-Valantli adjuvante rekombinant
protein as1 formiilasyonu gelistirilmistir [6-Valant (+) Montanide]. Fareler i
hafta arayla iki kez asilanmis ve daha sonra uyarilan humoral immun yanit
Western blot ve Rec-ELISA ile, hiicresel immun yanit ise flow Sitometri ve
sitokin ELISA ile belirlenmistir. Asilanan fareler T. gondii Ankara susu takizoiti
ile intraperitoneal yoldan letal dozda enfekte edilerek olusturulan korunma

belirlenmistir.

Sonuglara gore, asilama sonrast 6-Valant (+) Montanide asis1 kontrollere
gore kuvvetli total 19G yaniti uyarmistir (P<0,0001). IgGl ve IgG2a yaniti
incelendiginde polarizasyonun belirgin sekilde Tyl yoniine dogru oldugu
belirlenmistir (P<0,001). IFN-y salgilayan CD4 T-Yardimci lenfositleri ile IFN-y
salgilayan CD8 T-Sitotoksik lenfosit oranlarinin kontrollere gore sirasiyla 1,45-2



viii

ve 1,6-2 kat arasinda arttigr saptanmustir. Ayrica lenfositlerin hiicre disina
salgiladigi IFN-y miktarlar1 incelendiginde 6-Valant (+) Montanide asisinin
kontrollere gore belirgin sekilde daha fazla oldugu (P<0,001) saptanmistir. Bu
sonuglar 6-Valant (+) Montanide asisinin giiclii koruyucu Tyl immun yanit
olusturdugunu gostermektedir. Asilanan farelerin yasam siiresininin 8,38+2,13
giine cikartildig1 ve kontrollere gore belirgin sekilde yiliksek oldugu saptanmistir
(P<0,01).

Sonugta bu g¢alismada protein mikroarray taramasi ile segilen asi adayi
antijenlerin kuvvetli humoral ve hiicresel immun yanit1 uyarilabildigi ve letal
toksoplazmosize karst kismi  korunma sagladigi  gosterilmistir.  Ayrica
toksoplazmozise karsi alti ya da daha fazla antijenik protein igeren multivalan
rekombinant protein asist  gelistirilerek  kullanilabilir. Bdylece gelecek
calismalarda daha fazla anjenik protein igeren multivalant rekombinant protein asi
formiilasyonun  gelistirilmesiyle toksoplazmozise karst tam korunmanin

saglanabilecegi ongoriilmektedir.

Anahtar sozciikler: Rekombinant protein, Adjuvant, Asi, Alt-Valant,
Toxoplasma gondii, Toksoplazmozis.



ABSTRACT

DETERMINATION OF IMMUNE RESPONSE AND PROTECTION
ELICITED BY ADJUVANTED MULTIVALENT RECOMBINANT
PROTEIN VACCINE USING TOXOPLASMA GONDII SPECIFIC
VACCINE CANDIDATE ANTIGENS

ATALAY SAHAR, Esra

MSc in Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Remziye DEVECI
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Adnan Yiiksel GURUZ
February 2015, 128 pages

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular parasite that can infect almost
all warm-blooded animals, avian species and humans. Toxoplasmosis is
asymptomatic in healthy individuals, whereas may lead to death in immune
suppressed or deficient patients. For these reasons, a vaccine against T. gondii is
important to prevent consequences of the infection. The aim of this thesis is to
generate a multivalent recombinant protein vaccine against T. gondii.

For this purpose, 49 antigenic proteins of T gondii which were determined
by protein microarray screening are analyzed by the bioinformatics approaches as
well as expressed and purified in small scale. Among them, six vaccine candidate
proteins were selected to generate a six-valent adjuvanted recombinant protein
vaccine formulation for the first time [6-Valant (+) Montanide]. Mice were
vaccinated two times at three week intervals and then humoral immune response
was analyzed by Western blot and Rec-ELISA, cellular immune response was
detected by flow cytometry and cytokine ELISA. Mice were infected intra-
peritoneally with a lethal dose of the T. gondii Ankara strain tachyzoites to
determine protection conferred by vaccination.

Results show that 6-Valant (+) Montanide vaccine induced strong total 19G
response compared to controls (P<0,0001). Analysis of IgG1 and 1gG2a responses
displayed that polarization was significantly towards Tyl direction (P<0,001).
IFN-y secreting CD4 T-Helper and CD8 T-Cytotoxic lymphocyte ratios increased
1,451t0 2 and 1,6 to 2 times compared to the controls. In addition, 6-Valant (+)



Montanide induced significantly higher extracellular IFN-y level secretion from
lymphocytes compared to the controls (P<0,001). These results show that 6-
Valant (+) Montanide vaccine induced strong protective Tyl immune response.
The survival time of the vaccinated mice was increased to 8,38 + 2,13 days which
was significantly higher than controls (P<0,01).

Overall, this study showed that vaccine candidate antigens selected from a
protein microarray screening data induced strong humoral and cellular immune
response as well as conferred some protection against lethal toxoplasmosis. In
addition, multivalent recombinant protein vaccines containing six or more
antigenic proteins can be generated and used against toxoplasmosis. Thus, future
studies can develop multivalent recombinant protein vaccines and use more
antigenic proteins in their formulations to confer full protection against
toxoplasmosis.

Keywords: Recombinant protein, Adjuvant, Vaccine, Six-valent,
Toxoplasma gondii, Toxoplasmosis
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1. GIRIS

Toxoplasma gondii, toksoplazmozis enfeksiyonuna neden olan zorunlu
hiicre i¢i parazitidir. Kesin konagi kedi ve kedigiller olan T. gondii insanlarin da
dahil oldugu hemen hemen her memeliyi i¢eren genis bir ara konak yelpazesine
sahiptir (Wang et al., 2014b).

Toksoplazmozis enfeksiyonunun diinya niifusunun iigte birini enfekte ettigi
belirtilmektedir. Immun sistemi saglam kisilerde, genellikle asemptomatik
hastalik olusturmakta, immun sistemi baskilanmis kisilerde ise (organ
transplantasyon, AIDS, kanser tedavisi goren hastalar) ciddi klinik tablolara hatta
6lime neden olabilmektedir. Hamilelik sirasinda bulasta ise yeni doganlarda
konjenital anomalilere veya diisiiklere neden olabilmektedir (Verma and Khanna,
2013). Koyun, ke¢i ve domuz gibi ¢iftlik hayvanlarmin da T. gondii
enfeksiyonuna duyarli olduklar1 gosterilmistir. Bu durum 6nemli bir ekonomik
kayip olusturmakta ve bunun yaninda az pismis etlerin yenmesiyle enfeksiyonun
insana bulagsmasinda rol almaktadir (Garcia et al., 2014). Bu sebeplerle insanlarin
ve hayvanlarin T. gondii enfeksiyonuna karsi korunmasi igin giivenli ve koruyucu
bir asgiya ihtiya¢ bulunmaktadir (Wang et al., 2014b).

Asilama, bulasici hastaliklar1 kontrol altinda tutmakta kullanilan en etkili ve
en 6nemli yontemlerden biridir (Liljeqvist and Stahl, 1999). Genellikle asilarda
oli ya da zayiflatilmis patojenin kendisi kullanilmaktadir. Ancak giliniimiiz as1
caligmalarinda rekombinant protein teknolojisinin kullanilmasiyla daha giivenli ve
etkili agilar olusturulabilmektedir (Hansson et al., 2000).

Rekombinant protein asilarinin ¢alisma prensibinde patojene ait bir kisim
antijenik proteinin ya da proteinlerin rekombinant teknoloji ile iiretilerek
uygulanmasi sonrast koruyucu immun yanitin olusturulmasidir. Rekombinant
protein asilarmin ana avantaji yan etkiler ve patojenik organizmaya ait diger
kisimlarin neden oldugu immun reaksiyonlar olmaksizin koruyucu bagisiklik
saglayabilmesidir (Hansson et al, 2000).

Toksoplazmozis tedavisinde kullanilan ilaglar yeteri kadar etkili degildir.
Bunun yaninda insanlarda ya da T. gondii’nin ana konagi olan kedi ve
kedigillerde kullanilmak tizere gelistirilmis herhangi bir as1 da bulunmamaktadir.

Gilinlimiizde yapilan as1 ¢alismalarinda parazitin takizoit formunun eksprese

ettigi proteinler arasindan rastgele secilen proteinler as1 adayr olarak



kullanilmaktadir. Bu sebeple toksoplazmozise kars1 denenen bir¢ok as1 denemesi

kismi basarilar ile sonuglanmuis, Klinik ¢alismalarina gegilememistir.

Liang et al., (2011) ve Felgner et al. (2015), yaptiklar1 ¢alismada
toksoplazmozisli insanlara ait serum Ornekleri yaninda T. gondii sporozoit ve
bradizoitleri ile enfekte hayvan modellerinden elde edilen serumlari protein
mikroarray taramasi ile degerlendirerek T. gondii 6zgii asi adayr antijenik
proteinleri belirlemislerdir.

Bu tez ¢alismasinda Liang et al. (2011) ve Felgner et al. (2015) tarafindan
belirlenen T. gondii’ye ait antijenik proteinler arasindan 49 tanesi as1 gelistirmek
amacgh se¢ilmis ve Escherichia coli’de tretilmistir. Bu 49 rekombinant protein
icinden biyoinformatik, ekspresyon ve saflastirma Ozelliklerine gore segim
yapilarak adjuvante multivalan rekombinant protein as1 formiilasyonunun
gelistirilmesi amaglanmistir. Olusturulan as1 formiilasyonu hayvan modellerine
uygulanarak asilama ile uyarilan immun yanit ve Kkorunmanin belirlenmesi

hedeflenmistir.



2. LITERATUR OZETI

2.1 Asmin Gelisimi

Tim asilarin temel prensibi, patojenin (bakteriyel, paraziter, viral ve bazi
toksinler) veya bu patojenin bir par¢asinin canli viicuduna verilerek enfenksiyon
aninda viicudun patojenle daha etkin immun yanit olusturmasini saglamak

amaciyla immun sistem duyarliligini arttirmaktir (Ilchmann et al.,2014).

Bilim tarihinin en parlak boliimlerinden birisi, asilarin insan Omriinii ve
saghigimi arttirdigr donemlerdir (Plotkin, 2014). Asilamanin ilk denemeleri VII. yy
baslarinda Hindistan’daki rahiplerin yilan zehri igerek kendi immun sistemlerini
uyardiklar ¢alismalara dayanmaktadir (Cha, 2012).

[Ik asmin kesfinden bu yana yaklasik olarak 300 yilin gectigi
belirtilmektedir (Plotkin, 2014). XVI. yy’da Hindistan’da Brahman Kkastlari
tarafindan c¢icek viriisii ile enfekte olmus hastalarin derisinden alinan iltihabin,
saglikli kisilerin burnundan verildigi belirtilmektedir. Bu yonteme ¢igek asisi
yapmak anlamina gelen “variolizasyon” adinin verildiginden bahsedilmektedir.
(Plotkin and Plotkin, 2008).

1670 yilinda, istanbul’daki Tiirk sultanlarmin hareminde bulunan Kafkas
kadinlarinin giizelliklerine olan 6vgiliden dolayr c¢ocuklarina viicutlarinin bir
pargasini asiladiklar ifade edilmektedir. Bu kadmlarn Osmanli imparatorlugu’na
asilamay1 getirdikleri diisiiniilmektedir (Riedel, 2005).

Astlamanin XVIII. yy’in baslarinda ziyaretgiler tarafindan Istanbul’dan
Avrupa’ya tasindigr diisiiniilmektedir (Riedel, 2005). 1721 yilinda Istanbul’a
kendi oglunu asilatmak i¢in geldigi kisa ziyareti sirasinda asilama tekniginin nasil
uygulandigin1 6grenen Lady Mary Wortley Montagu’nun, teknigi Ingiltere’ye
tanittig1 rapor edilmistir (Plotkin and Plotkin, 2008).

1796 yilinda ise Edward Jenner tarafindan modern aginin temelleri olan
cicek asist gelistirilmistir. Sigir cicek hastaligiyla enfekte olan bir insana ait
iltihapli dokuyu bir baska insana vererek cicek hastaligina karsi immun direng
olustugu ifade edilmektedir (Riedel, 2005).



Inek veya sigir kelimesi Latince’de “vacca”, sifir c¢icek hastalign ise
“vaccinia” veya “vaksen” olarak adlandirilmaktadir. Jenner bu bilgilere dayanarak
gelistirdigi yonteme “vaccination” yani “asilama” (Riedel, 2005), asida kullandigi

zayiflatilmig viriise ise “vaccine” yani “as1” adin1 vermistir (Owen et al., 2013).

Cicek asisindan yaklasik olarak 80 yil sonra Louis Pasteur tarafindan
zayiflatilmig virtisiin  kullanilmasiyla kuduz asis1 gelistirilmistir. Daha sonra
sirastyla tifo, kolera, veba, kizamik, kabakulak gibi bir ¢cok hastalifa karsi da
asilar gelistirilmis ve Cizelge 2.1°de giinlimiize kadar gelistirilen insan asilarinin
kronolojik siras1 verilmistir (Plotkin, 2014).



Cizelge 2.1 Insan asilarinin kronolojisi (Plotkin, 2014)

Sl e (")Idiir't:llmiig Tim Pro!ein veya Gen?.tik.(.)lar.ak
777" Organizma  Polisakkarit  Degistirilmis
R | ') / A

19. yy
Kuduz (1885)
Tifo (1896)
Kolera (1896)
Veba (1897)

20. yy (ilk yarisi)

Taberkiiloz (1927)  Bogmaca (1926) Difter toksoid (1923)
Sari humma (1935)
influenza (1936) Les;gg;)z toksoid
Tifus (1938)

20. yy (ikinci yarisi)

. . o Sarbon salgilanan Hepatit B rekombinant
Pl (e Polio (enjeksiyon) (1955) 7\ einier (1970) yiizey antijenler (1986)
Kizamik (1963) Laym OspA (1998)

Kuduz (htcre kiiltiirt) Menigokok Kolera rekombinant
e (1980) polisakkarit (1974)  toksin B (1993)
. Pnémokok

Kizamikgik (1969) Japon ensafaliti (1992) oolisakkarit (1977)

Haemophilus
Adenoviris (1980) ﬁg:f'aelf'te(fgéjﬁa“ influenza tip B

polisakkariti (1985)

Haemophilus
Tifoid (1989) Hepatit A (1996) influenza tip B

konjugat (1987)
Sugicegi (1995) Kolera (WC-rBS) (1991)  111oid (Vi) polisakkarit

(1994)

Meningokokkal konjugat

Aselliiler bogmaca

Rotaviriis (1999) (1999) (1996)

Hepatit B (plazma
Kolera (1994) tiirevli) (1981)
Sogugda adapte edilmig
influenza (1999)

21. yy

Soduda adante Pnémokokkal Rekombinant Insan

infﬂue?\za (25’03) Japon ensafaliti (2009) konjugatlar papillomaviriisii
(heptavalent) (2000)  (kuadrivalent) (2006)
Meningokokkal Rekombinant insan

Rotaviriis (2006) é‘ggg (sadece WC) 4 oriigat papillomaviriisi
(kuadrivalent) (2005)  (bivalent) (2009)
Pnémokokkal .

Zoster (2006) konjugatlar Meningokokkal grup B

(13-valent) (2010)

proteinleri (2013)




Asilar gelistirilirken kullanilan yontemlerde bir takim farkliliklar olusmus
ve bu da asilarin smiflandirilmasina neden olmustur. Bu siiflandirma Cizelge
2.2’de verilmistir (Liljeqvist and Stahl, 1999; llchmann et al., 2014).

Cizelge 2.2 Asilarin Siniflandirilmasi (Liljeqvist and Stahl, 1999; lichmann et al., 2014)

Asi grubu Asilama yontemleri Aciklama

1. Jenerasyon Canli, Zayiflatiimis Asi  Zayiflatilmis canli organizma kullanilir.
Asilar inaktif (Olii) As! Olii ya da cogalamayan organizma kullanlrr.

Subunit Asi Organizmanin antijenik 6zellikteki kisimlari kullanilir.

2. Jenerasyon Toksoid Ag! Organizmaya ait toksinler inaktive edilerek kullanilir.

Asilar Bagska bir organizmanin antijenik kisimlari ile patojen
Konjuge Asl organizmaya ait antijenik 6zellikteki kisimlari konjuge
olarak kullanilir.

Antijen 6zellikteki proteinleri tretmek igin DNA'nin ilgili gen
bdlgesi kullanilir.

Bagisiklik sistemini uyarici 6zellikteki antijenler, uygun
vektdrler kullanilarak rekombinant olarak elde edilir ve
kullanilir.

Antijenik 6zellikteki peptitler sentetik olarak sentezlenir ve
kullanilir.

DNA Asisi

3. Jenerasyon Rekombinant Protein
Asllar Asl

Sentetik Peptit Asl

2.2 As1 Immunolojisi

Asillamada  “immun  bellek” ve “bagisitk  yanit”  gelistirilmesi
amaglanmaktadir (Pier et al., 2004). Asilar, enfeksiyonlar: taklit ederek bagisiklik
gelistirmeye yardimci olmaktadirlar. Bu tiir taklit enfeksiyonlarin hastaliga neden
olmadiklar1 belirtilmistir. Fakat immun sistem tarafindan, T lensositlerin (hiicresel
immun yanit) ve antikorlarin tiretilmesine (humoral immun yani) neden olduklari
gosterilmistir. Asilama sonrast asilanan bireyin enfeksiyonla karsilagmasi
durumunda, olusan immun bellek sayesinde viicut mikroorganizma ile nasil
savasacagini bilmektedir (CDC, 2013).

As1 immiinolojisini ya da asinin nasil ¢alistigin1 anlayabilmek i¢in viicudun,
bir enfeksiyona yol agan patojenle nasil savastigini anlamak gerekmektedir (CDC,
2013). Asagida patojene karsi gelisen immun yanittan, bu immun yanit1 olusturan

hiicre ve hiicre iiriinlerinden bahsedilmistir.



2.2.1 Patojenlere Karsi Gelisen Immun Yamt

Patojenlerin saldirisina ve olusturduklar1 enfeksiyonlarina karst korunmak
icin konak organizmadaki immun sisteme ait ¢esitli organlarin veya hiicrelerin ve
bu hiicrelere ait {irlinlerin, patojenle ve birbirleriyle olan etkilesimlerine “immun
yamt” denmektedir (Pier et al., 2004; Madigan ve Martinko, 2010). Immun yanut,

dogal immun yanit Ve adaptif immun yanit olmak iizere ikiye ayrilmaktadir.

Dogal immun yanit, bir patojenle daha nceden karsilasmadan organizmada
zaten bulunan hiicrelerin ve {riinlerinin olusturdugu immun yanittir. Notrofiller,
makrofajlar, mast hiicleri, bazofiller, dendritik hiicreler dogal immuniteyi
olusturan hiicreler arasinda yer almaktadir (Pier et al., 2004; Madigan ve
Martinko, 2010).

Adaptif veya antijene 6zgli immun yanit ise bir patojene ya da iiriinlerine
maruz kaldiktan sonra gelisen immun yanita denmektedir (Pier et al., 2004;
Madigan ve Martinko, 2010). Bu yanit sirasinda antijen sunan hiicreler {izerinde
bulunan patojene ait antijenlerin taninmasi sonrasi organizmaya ait hiicrelerce
enfekte hiicrelerin oldiiriilmesi veya sinirlandirilmasina “Hiicresel Immun Yanit”
denilmektedir. Antikorlarin antijenleri ndtralize etmesi veya parcalamasi ise
“Humoral Immun Yanit” olarak tarif edilmektedir (Madigan ve Martinko, 2010).

2.2.1.1 Hiicresel immun Yamt

Viicuda giren patojenler, antijen sunan hiicreler (APC, Antigen Presenting
Cell) tarafindan peptitlerine ayrilarak APC ylizeyinde bulunan baglica doku
uygunluk kompleksi (MHC, Major Histocompatibility Complex) ile T hiicrelerine
sunulmaktadir. T hiicrelerinin yiizeyinde bulunan T-hiicre reseptorii (TCR, T-Cell
Receptor) ve glikoprotein koreseptorleri (CD4 ve CD8) MHC-antijeni (MHC-
AgQ) taniyarak immun yanitt baslatmaktadir (Pier et al.,, 2004; Madigan ve
Martinko, 2010; Owen et al., 2013).

Antijen Sunan Hiicreler (APC)

Myeloid 6nciil hiicrelerden gelisen monositler; dokularda, dalakta ve lenf
nodiillerinde bulunan makrofajlar ve dendritik hiicrelerin onciilleridir. Bu
hiicrelere antijen sunan hiicreler de (APC) denmektedir. Bu hiicrelerin endositoz,
pinositoz, fagositoz ve lenfositlere antijen sunma gibi rolleri bulunmaktadir.



Makrofajlar, dendritik hiicreler ve B hiicreleri APC’ler arasindadir (Pier et al.,
2004; Madigan ve Martinko, 2010; Owen et al., 2013).

Baslica Doku Uygunluk Kompleksi (MHC)

APC’ler patojenleri belirli islemlerden gecirerek peptitlerine ayirdiktan
sonra, ylizeylerinde bulunan MHC’lerle T lenfositlerine sunmaktadirlar. MHC’ler
admni, organ transplantasyonu sirasinda iki kisi arasindaki doku uyumu ya da reddi
icin baslica hedef molekiil olmasindan almaktadir (Madigan ve Martinko, 2010;
Owen et al., 2013). Insanda bu molekiile ilk kez lokositlerde rastlanmasindan
dolay1 insan 16kosit antijeni (HLA, Human Leukocyte Antigen) adi verilmistir.
Farelerde ise Histokompatibilite-2 antijeni (H-2, Histocompatibility-2) adini
almaktadir (Owen et al., 2013).

MHC molekiillerinin Sinif-I MHC’ler (MHC-I) ve Sinif-II MHC’ler (MHC-
1) olmak iizere iki ayr1 tipi bulunmaktadir. Iki tip arasindaki fark ise eksprese
edildikleri hiicrelerin ve antijen sunduklari T hiicrelerinin farkli olmasindan
kaynaklandigi belirtilmektedir (Owen et al., 2013).

MHC-I molekiilleri tiim c¢ekirdekli hiicrelerin yiizeyinde bulunmakta ve
hiicre i¢i antijenleri CD8 T lenfositlerine sunmaktadir (Owen et al., 2013). MHC-
IT molekiilleri ise APC’ler olan B lenfositleri, makrofajlar ve dendritik hiicrelerin
yiizeyinde bulunurlar. Bu molekiiller ise ekstraselliiler antijenleri CD4 T
lenfositlerine sunarak immuniteyi uyarmaktadirlar (Madigan ve Martinko, 2010;
Owen et al., 2013).

CD8 T lenfositleri intraselliiler parazitlere kargi hiicresel immun yanitta
onemli rol oynamaktadir. Bu nedenle CD8 T hiicre yaniti, ideal bir asida dnem
tasimaktadir (Tan et al., 2010). MHC-I molekiilleri 8-10 aminoasit uzunluga sahip
kisa antijenik peptitleri yani epitoplar1 CD8 T lenfositlerine sunarak immun yaniti
uyarmaktadirlar (Feliu et al., 2013; Owen et al., 2013).

Peptitlerine ayrilmis olan antijenik proteinin iki yiizeyinden biri MHC
molekiiliine digeri ise TCR molekiiliine baglanmaktadir. Antijenik peptidin MHC
ile ylizlesen kismina agretop, TCR ile yiizlesen kismina ise epitop denmektedir.
Ayrica antijenik peptit {izerinde “‘anchor rezidiileri’ denilen kisimlar
bulunmaktadir. Bu rezidiilere hem MHC molekiilleri hem de TCR molekiilleri
baglanmaktadirlar (Sekil 2.1.) (Pier et al., 2004). Anchor rezidiileri patojen



okaryot ise antijenik peptidin glikozillenmesiyle olusan oligosakkaritler ya da
glikoproteinler de olabilmektedirler (Apostolopoulos et al., 2003).

Anchor rezidtileri

Antijenik peptit

@ Epitop
: Agretop

Sekil 2.1 Antijenik peptidin MHC ile baglandigi agretop, TCR ile baglandig1 epitop
bolgeleri ve bu bolgelerdeki anchor rezidiileri (Pier et al., 2004).

Okaryotik hiicrelerde bir post-translasyonel modifikasyon olan protein
glikozilasyonu ile proteine oligosakkaritler eklenmektedir. Baslica N-bagli ve O-
bagli olmak iizere iki tip glikozilasyon bulunmaktadir. Her iki tip glikozilasyonda
proteinlerin katlanmasinda, aktivitesinde, hiicre-hiicre veya mikroorganizma
konak hiicre interaksiyonunda 6nemli rol oynamaktadir (Luk, 2011; Roth et al.,
2012).

N-bagl glikozilasyon, asparajin aminoasidinin amid grubu ile GIcNAc (N-
asetilglikozamin) arasinda gerceklesmektedir. Bu baglantinin gerceklesebilmesi
icin asparajin-X-serin/treonin’den (N-X-S/T, X prolin disinda herhangi bir
aminoasit olabilir.) olusan korunmus dizisinin bulunmas1 gerekmektedir (Roth et
al., 2012).

O-bagli glikozilasyon ise serin ya da treonin aminoasidinin hidroksil grubu
ile GaINAc (N-asetilgalaktozamin) sekeri arasinda gergeklesmektedir. N-bagli
glikozilasyonun aksine O-bagh glikozilasyon igin herhangi bir korunmus dizinin
bulunmasi gerekmemektedir (Roth et al., 2012).

Antijenik proteindeki farkli epitop bolgelerine farkli MHC molekiilleri
baglanabilmektedir. Ornegin; farelerde 3 farkli MHC-I tipi bulunmaktadir. Bunlar
K, D, L’dir ve H-2K, H-2D, H-2L genleri tarafindan kodlanmaktadirlar.
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Insanlarda da HLA-A, HLA-B ve HLA-C olacak sekilde 3 farkli MHC-I geni
bulunmaktadir (Pier et al., 2004).

MHC genleri biri anneden gelen haplotip, biri babadan gelen haplotip
olacak sekilde iki allel seti halinde bulunmaktadirlar. insanlar gibi outbred
populasyonlarda MHC lokusunda farkli alleller bulunmasindan dolay1
heterozigotluk bulunmaktadir. /nbred populayonlardan farelerde ise anneden ve
babadan gelen haplotiplerin identik olmasindan kaynakli H-2 lokuslarinin
homozigot oldugu belirtilmektedir (Owen et al., 2013).

Bugiin 1.500’den fazla HLA alleli bilinmektedir. Bu polimorfik HLA
molekiilleri sadece epitoplart hiicrelere sunarak hiicre dliimlerine ya da sitokin
salimimlarma neden olmamaktadirlar. Ayn1 zamanda kendinden olmayani ayirt
edebilen sec¢ilmis bir T-hiicre repertuar1 olusturmaktadirlar. Kisa epitop dizileri as1
dizaynm i¢in oldukga ilgin¢ hedefler olusturmaktadirlar. Bu yeni nesil yliksek
verimli, disiik toksisiteli epitop kaynakli asilar giinlimiizde gelisimlerini
stirdiirmektedirler (Zhao et al., 2007).

Sonug olarak MHC molekiilleri hakkinda detayli bilginin bulunmasi “epitop
kaynakl1 asilarin” oniinli agmaktadir. Kisa bir epitop dizisi ile etkili bir immun
yanit olusturulabilmektedir. Bu durum epitop kaynakli asilarin daha spesifik, daha
giivenli ve kolay {iretilebilmesine yol agmaktadir (Zhao et al., 2007).

T-Yardimer Hiicreler ile Immun Sistemin Aktive Edilmesi

APC’ler, yabanci antijenleri fagositoz yoluyla alarak fagozoma yapisan
lizozomlar  ile  antijenleri  peptitlerine  pargalamaktadirlar. ~ Ayrica
mikroorganizmalar tarafindan dis ortama saliman ekskretuvar-sekretuvar
antijenleri de endositoz ile makrofaj i¢ine almaktadirlar. Bu antijenik peptitler,
MHC-II molekiilleri ile hiicre i¢inde birleserek (MHC-1I-AQ) hiicre yiizeyine
sunulmaktadir (Pier et al., 2004; Weiss and Kim, 2007; Giiriz ve Delibas, 2007,
Madigan ve Martinko, 2010).

Bu arada MHC-lI-Ag igeren APC’yi saptayan Tw0, hiicre yilizeyinde
bulunan CD3’iin gonderdigi bir sinyalle THO hiicresi aktifleserek TCR ile MHC-
I1-Ag baglanmaktadir [TCR-(MHC-11-Ag)]. Ayrica Th0 lenfositlerinin uyarimini
hem de T hiicreleriyle APC’ler arasindaki baglanma afinetesini arttirmak amaciyla

T hiicrelerinin yiizeyinde bulunan CD28 reseptorii, APC {izerinde bulunan
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CD80/86 ile uyarilmaktadir. Bunun yaninda APC iizerinde bulunan CD40
reseptorii ile T hiicrelerinin yiizeyinde bulunan CD40L ligant1 etkilesime girerek
APC tizerindeki CD80/86 ekspresyonunu arttirmakta ve Ty0 lenfositlerinin
artarak farklilasmasina yol agmaktadir. CD4 Ty0 hiicre populasyonunun
farklilasmas1 Tyl ve Ty2 hiicreleri olmak tizere iki farkli grubun olusmasina
neden olmaktadir (Pier et al., 2004; Weiss and Kim 2007; Giiriiz ve Delibas,
2007).

Bu iki grup farkh tipte sitokin salgilamakta ve her sitokinin olusturdugu
immun yanitta da bir takim farkliliklar gézlemlenmektedir. Tyl; IL-2, IFN-y ve
Lenfotoksin-a (TNF-B) sitokinlerinin salgilanmasinda ve T-Sitotoksik lenfositler,
makrofajlar gibi hiicrelerin aktiflesmesinde rol almaktadir. T2 ise 1L-4, IL-5, IL-
6, IL-9, IL-10, IL-13 gibi sitokinlerin salgilanmasinda ve ayrica B hiicrelerinin
aktiflesmesi ile farklilasmasindan sorumlu oldugu belirtilmistir (Owen et al.,
2013).

CD4 Tw! Hiicreleri - Makrofaj Yaniti

APC’den salgilanan IL-12, CD4 TH0 hiicrelerinde STAT1 ve STAT4’iin
(Signal Transducer and Activator of Transcription; DNA’ya baglanarak sitokin
salgilanmasindan sorumlu genlerin ekspreyonunu degistiren molekiillerdir. Bu
sayede T-Yardimci hiicrelerinin farklilagsmasini saglamaktadirlar) aktivitelerini
uyarmaktadir. STAT1 ve STAT4’tin aktivitesiyle Ty0 hiicreleri, CD4 Tyl’e
dontismektedirler (Tamiya et al., 2011, O’Shea et al., 2011; Luckheeram et al.,
2012). CD4 Tul hiicreleri, IFN-y salgilayarak makrofajlari uyarmaktadirlar.
Uyarilan makrofajlar INOS (uyarilabilir nitrik oksit sentaz; Inducible Nitric Oxide
Synthase) ireterek mikroorganizmalarin oliimiine sebep olmaktadir. Ayrica
makrofajlar 1L-12 salgilayarak daha fazla CD4 Tyl olugmasina yol agip immun
yanit1 arttirmaktadirlar (Pier et al., 2004; Giiriiz ve Delibasg, 2007).

CD4 Tw2 Hiicreleri - B Hiicre Yaniti

Immun yanitlarindan bir digeri ise; APC’den salgilanan IL-4, CD4 Tx0
hiicrelerinden STAT6’nin aktivetesini uyarmaktadir. STAT6 ise CD4 Ty0
hiicrelerinin T2 hiicrelerine doniismesini saglamaktadir (Tamiya et al., 2011,
O’Shea et al., 2011; Luckheeram et al., 2012). Doniisen CD4 Ty2 hiicreleri
baslica IL-4, IL-5 ve IL-13 salgilamaktadir (Tamiya et al., 2011). CD4 Ty2

hiicreleri tarafindan {tretilen IL-4; B hiicrelerinin farklilasmasi1 ve antikor
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iiretiminde rol oynamaktadir. Ayrica uyarilan B hiicreleri insanlarda IgE ve 1gG4
antikoru, farelerde ise IgG1 antikoru salgilamaktadir. Bu nedenle farelerde yapilan
as1 caligmalarinda IgG1 artist immun yanitin CD4 Ty2 yoniinde oldugunun
dolayli gostergesi olarak kabul edilmektedir (Weiss and Kim, 2007; Pier et al.,
2004; Owen et al., 2013). IL-4 ise mast hiicrelerinin ¢ogalmasini uyararak immun
yanit1 arttirmaktadir (Pier et al., 2004). IL-5 eozinofillerin gelisimini,
farklilasmasimi kontrol ederek konagin helminth parazitlerle savasabilmesini
saglamaktadir (Pier et al., 2004; Owen et al., 2013). IL-13 de IL-4 gibi B hiicre
aktivitesinde ve farklilasmasinda gorev almaktadir. Ayrica B hiicrelerinden IgE
antikor iiretimini uyarmaktadir (Owen et al., 2013).

T-Sitotoksik (Tc) Hiicreler ile Immun Sistemin Aktive Edilmesi

T-sitotoksik (T¢) hiicreler, Sitotoksik T lenfositleri (CTL; Cytotoxic T
lymphocyte) olarak da bilinmektedirler. T¢ hiicreleri MHC-I molekiillerinin
sundugu yabanci antijenleri tanimaktadirlar (Madigan ve Martinko, 2010).

Intraselliiler bir patojene ait endojen antijenler APC’deki proteozomlarca
peptitlerine par¢alanarak MHC-I molekiilii ile sunulmaktadir (Pier et al., 2004). T
hiicre yiizeyinde bulunan CD3, gonderdigi bir sinyalle Tc hiicrelerinin
aktiflesmesini saglayarak TCR’nin MHC-I-Ag kompleksiyle birlesmesini
saglamaktadir. Ayrica T¢ hiicresindeki CD8 koreseptoric MHC-1 ile birleserek
giiclii bir kompleks olusturmaktadir. T hiicre yiizeyinde bulunan CD28 reseptorii
uyarimi daha da arttirmak amaciyla APC iizerindeki CD80/86 ile birlegsmektedir.
Ayrica CD8 T¢ hiicresindeki FasL (Fas Ligandi), APC {izerindeki Fas reseptorii
ile birleserek APC’de apoptozisi (hiicre 6liimii) tetiklemektedir (Pier et al., 2004).

Uyarillan CD8 Tc hiicrelerinden perforin (hedef hiicrede porlar agarak
hiicrenin ozmotik yikimina neden olan sitotoksik enzim), granzim (enfekte hedef
hiicrede kaspaz kaskadini uyararak apoptozisi baslatan serin proteaz enzimi;
perforin etkisiyle olusan porlardan hiicre igine girmektedir) ve IFN-y
salgilanmaktadir. Artan IFN-y APC’de INOS salgilanmasini saglayarak
mikroorganizmalarin 6liimiine sebep olmaktadir (Pier et al., 2004; Weiss and
Kim, 2007; Giiriiz ve Delibas, 2007; Madigan ve Martinko, 2010).
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Dogal Katil (Natural Killer, NK) Hiicre Yaniti

Dogal Katil (NK, Natural Killer) hiicreler intraselliiler patojenlere karsi
savunmada 6zellesmis lenfositlerdir (Medzhitov, 2007). NK hiicreler MHC-I-Ag
uyaricist olmadan bir takim aktive edici reseptorlerle hedef hiicreyi taniyarak yok
etmektedirler. Bu yiizden adlar “Dogal Katil” hiicrelerdir. MHC-I molekiillerinin
normal seviyelerini gosteren hiicreleri o6ldiirmezler. Ancak MHC-I seviyesi
azalan, artan ya da hi¢ olmayan hiicreleri yok ederler. Hedef hiicreyi yok ederken
perforin, granzim salgilamaktadirlar. Boylece hedef hiicre lizis ya da apoptozis ile
yok edilmektedir (Madigan ve Martinko, 2010; Vivier et al., 2011)

2.2.1.2 Humoral immun Yamt

Humoral immun yanitin primer efektor hiicresi B lenfositleridir. B
hiicrelerinin aktivasyonu igin iki farkli yol bulunmaktadir. Aktive olan B hiicreleri
ya plazma hiicrelerine ya da bellekli B hiicrelerine (memory B cells)
farklilasmaktadirlar (Pier et al., 2004).

Bu yollardan ilkinde B hiicreleri APC’ler gibi is gormektedirler. Patojenlere
ait antijenler B hiicre yiizeyinde bulunan BCR’lere (B hiicre reseptorii, B-cell
receptor) baglanip endositozla iceri alinmakta ve ardindan B hiicre yiizeyindeki
MHC-I11 ile TH2 hiicrelerine sunulmaktadir. T2 hiicrelerinin aktive olarak
tirettikleri sitokinler B hiicrelerini uyararak, B hiicrelerin antijene spesifik antikor
iretimini yapan plazma hiicrelerine doniiserek IgM iiretmelerini saglamaktadir.
Antijenle ikinci kez karsilagmalarinda ise IgM hari¢ diger antikorlar1 (IgG, IgA,
IgD ve IgE) lireten bellekli B hiicrelerine doniistiirmektedir (Pier et al., 2004;
Madigan ve Martinko, 2010).

Bu yollardan ikincisinde ise APC hiicreleri CD4 Ty hiicrelerine baglanip B
lenfositlerini uyararak bu hiicrelerin plasma hiicrelerine ve bellekli B hiicrelerine
doniismesini saglamaktadir (Pier et al., 2004; Madigan ve Martinko, 2010).

B hiicreleri tarafindan salgilanan ilk antikorlardan biri IgM’dir. IgM’nin
primer immun yanit i¢in dnemli olmasinin sebebi ise IgG ile birlikte kompleman
sistemi klasik yoldan aktive edip membran atak kompleksini (MAC, Membrane
attack complex) olusturmasidir. MAC hedef hiicrenin membraninda biiyiik porlar
acarak hiicreyi lizise gotiirmektedir. Ayrica IgM, antikor-patojen kompleksi
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olusturarak patojenin makrofajlar tarafindan yutulmasimi saglamaktadir (Pier et
al., 2004).

B hiicreleri tarafindan {iretilen, kompleman sistemi i¢in 6nemli olan bir
diger immunoglobulin ise IgG’dir. IgG nin insanlarda 1gG1, 19G2, 1gG3 ve 1gG4,
farelerde de IgGl, IgG2a, IgG2b ve IgG3 olacak sekilde 4 alt grubu
bulunmaktadir. IgG antikorlar1 virlislere ya da bakteriyel toksinlere direkt
baglanarak inaktive etmektedir (Pier et al., 2004; Owen et al., 2013).

IgG alt gruplarinin hepsi kompleman sistemi aktive edememektedir.
Insanlarda IgG1 ve IgG3 klasik komplemani aktive edebilmek ve makrofajlarm
baglanabilmesini saglayabilmek ic¢in birlikte c¢alisirken farelerde bunu sadece
IgG2a yapabilmektedir. Ayrica farelerde IgG1l ve IgE immun sistemde onemli
rolli olan mast hiicrelerinin patojene baglanabilmesini saglarken insanlarda bunu
yalnizca IgE yapabilmektedir (Pier et al., 2004).

Farelerde IgG1 antikor yaniti Ty2 immun yanitini, 1gG2a ise Tyl yanitinin
uyarildigint gostermektedir. Tyl immun yanitt makrofaj aktivasyonunu, 1gG2a
dretimini ve IFN-y, IL-12 ve TNF iiretimini stimiile etmektedir. IgG2a ise diger
antikorlarla birlikte kompleman sistemini aktive etmektedir. T42 immun yaniti ise
B hiicrelerinden IgG1 antikorlarinin iiretimini stimiile etmekte, ayrica IL-4, IL-5
ve IL-10’nun salmmmimi uyarmakta ve makrofaj aktivitesini azaltmaktadir
(Petersen et al., 1998).

2.3 Toxoplasma gondii Hakkinda Genel Bilgi

1980 yilinda Levine et al. tarafindan Toxoplasma gondii’nin
siniflandirilmasi yapilmigtir (Kuman ve Altintas, 1996).

Phylum  : Protozoa
Subphylum: Apikomplexa
Classis : Sporozoa
Subclassis : Coccidia
Ordo : Eucoccidiida

Subordo  : Eimeriina
Familia  : Sarcocystidae
Genus : Toxoplasma
Species  : gondii
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T. gondii ilk kez Nicolle ve Manceaux tarafindan 1908 yilinda
tanimlanmustir. Nicolle ve Manceaux bu paraziti ilk defa Ctenodactylus gundi adli
Kuzey Afrika kemirgeninde saptamislardir. T. gondii adini morfolojik yapisi
(toxo: yay; plasma: yasam, goriintii) ve bulundugu kaynagm adindan (C. gundi)
yola ¢ikarak almistir (Weiss and Kim, 2007; Weiss and Dubey, 2009).

Insanlarda ilk kez 1923 yilinda Prag’lh bir oftalmolog olan Janku tarafindan
bir bebegin retinasinda kistlerin bulunmasi ile saptanmustir. Tirkiye’deki ilk insan
olgusu ise Unat, Alyanak ve Sahin tarafindan 1953 yilinda saptanmistir (Kuman
ve Altintag, 1996). 1972 wyilinda Ankara’daki bir vakada konjenital
toxoplazmozisli bir hastanin Beyin-Omurilik sivisindan parazit izole edilmis ve

izole edilen susa Ankara susu ad1 verilmistir (Doskaya et al., 2013).
2.3.1 Morfolojisi ve Yasam Dongiisii

T. gondii tiim sicakkanli hayvanlar1 ve kuslar1 enfenkte edebilen bir zorunlu
hiicre i¢i parazitidir (Nabi et al., 2014). T. gondii yasam dongiisii (Sekil 2.2)
boyunca 3 farkli enfektif form seklinde bulunmaktadir. Bunlar; akut enfeksiyon
boyunca goriilen takizoit, kronik enfeksiyonda goriilen bradizoit (doku kisti
olusturur) ve cevreye yayilmis halde bulunan icinde sporozoitleri barindiran
ookist formudur. Takizoitler ve bradizoitler aseksiiel iireme sonucu haploitken (n
kromozom sayisi), sadece seksiiel iireme sonucu olusan diploit, ookistler (2n

kromozom sayis1) mayoz gecirerek haploit sporozoitleri olusturmaktadir (Sibley
et al., 2009)

Ookist; sadece kesin konak olan kedinin ince bagirsaginda olusan formdur. Eseyli
iireme ile 10-12 pm capinda oval ookistler olusmaktadir. Kedi digkisi ile dis
ortama atilan bu ookistler enfektif degildirler. 1-21 giin ig¢inde dis ¢evrenin 1s1 ve
oksijen miktarina bagl olarak sporule olarak enfektif hale gelmektedirler. Enfektif
hale gelen ookistlerin iginde 6x8 um boyutlarinda iki tane sporokist
bulunmaktadir. Her bir sporokist 4 adet sporozoit icermektedir. Sporozoitlerin ise
takizoitlere farklilagtigit ve buradan c¢ogalarak diger dokulara dagildig
belirtilmektedir. Ookistlerin nemli toprakta 18 ay boyunca canli kalabildigi ve
akut enfeksiyon sirasinda 7-21 giin stiresince 10 milyon kist/giin atilabildigi
belirtilmistir. Bu sebeple ookistler, dolayisiyla kediler enfeksiyonun yayilmasinda
en 6nemli yerde bulunmaktadirlar (Montaya and Liesenfeld, 2004; Dubey, 2010).
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Takizoit; genellikle hilal seklinde ve 2x6 um boyutlarinda, parazitin hizli ¢ogalan,
ara konaklarin niikleuslu hiicrelerinde goriilen formdur. Takizoitler aktif
penetrasyon, fagositoz ya da kimyasal etkilesim ile hiicre i¢ine girmektedir. Hiicre
icine girdikten sonra parazitofor vakuolu (PV) ile kendisini ¢evreleyerek konak
immun sisteminden korundugu belirtilmektedir. Daha sonra burada siirekli
cogalip konak hiicreyi patlatarak komsu hiicreleri isgal ettikleri, bir kisminin ise
fagosite edilerek kan ve lenf yoluyla sinir sistemi, goz, iskelet, kalp kasi ve
plasenta gibi dokulara yayildig: belirtilmektedir. Bu dokulardaki takizoitler konak
immun sisteminden korunabilmek icin bradizoitlere doniiserek  aktif
enfeksiyondan kronik enfeksiyonu baslatan doku kistlerine doniismektedirler
(Dubey et al., 1998; Montaya and Liesenfeld, 2004).

Bradizoit ve Doku Kistleri; enfeksiyonun baglamasinda ortalama 14 giin sonra
hiicre i¢inde bulunan takizoitlerin konak immun sisteminin baskisindan dolay1
daha yavas boliinen bradizoitlere doniismesiyle olugmaktadir. Doku Kistlerinin
¢apt 5-20 um arahiginda ve iglerinde ortalama 1000-3000 kadar bradizoit
bulundurabilmektedirler. Bradizoitler ara konaklarda konak immun sistemine
bagli olarak takizoitlere doniiserek reaktivasyona neden olabilmektedir (Dubey et
al., 1998).
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T. gondii’nin kompleks bir yasam dongiisii vardir. T. gondii’nin kedi veya
kedigiller disinda sicakkanlilar (ara konaklar) olmak iizere iki farkli yasam
dongiisii bulunmaktadir. Bu yasam dongiileri arasinda ise iki farkli gecis
bulunmaktadir (Sekil 2.2°deki kirmiz1 oklar parazitin konaklar arasindaki gegisini,
siyah oklar ise konak ici gelisimini gostermektedir.). Ilkinde kesin konak
kedilerde olusan ookistlerin yutulmasiyla, digerinde ise kronik olarak enfekte olan
ara konaklarda olusan doku kistlerinin yutulmasiyla gerceklesmektedir. Kesin
konak olan kedilerdeki sekstiel gelisim ile ince bagisak epitelinde ookist
gelismekte ve dis ortama atilmaktadirlar. Ookistler uygun cevre kosullarinda
sporule olarak su ve besinlerle (iyi yikanmamis, pismemis ya da az pismis
sebzeler) ara konak tarafindan alinarak enfeksiyon gerceklesmektedir. T. gondii
ara konaklarda (fare, koyun, keci, insan, kus) sadece aseksiiel olarak
cogalmaktadir. Takizoitlerin olusturdugu akut enfeksiyonu, bradizoitlerin
olusturdugu kronik enfeksiyonu takip ederek ara konagin beyin ve kas dokusunda
kist formuna doniismektedir. Bu doku kistlerinin yutulmasi enfeksiyonu diger
etobur ara konaklara veya kedilere bulastirmaktadir. Ayrica gebelik sirasinda
gecirilen akut enfeksiyon sirasinda parazitin plasentayr gecerek fetiisu da enfekte
edebildigi bildirilmistir (Ferguson, 2004).

2.3.2 Toksoplazmozis

T. gondii memelileri ve kus tirlerini enfekte edebilen bir zoonotik
protozoondur. Olusturdugu hastaliga “toksoplazmozis” adi verilmektedir.
Hayvanlarda toksoplazmozis diinya g¢apinda biiyiik ekonomik Oneme sahiptir.
Ciinkii toksoplazmozis ciftlik hayvanlarinda ke¢i ve koyunlarda diisiiklere ya da
6li dogumlarina neden olmaktadir. Hayvanlarin etlerinde bulunan doku kistlerinin
alinmasiyla (pismemis ya da az pismis etlerin yenmesiyle) insanlar1 da enfekte
etmektedirler (Beghetto et al., 2005).

Insanlarda bulas, genelde kedi diskis ile atilan ookistlerle kontamine olmus
su veya besinlerin alimi, doku kisti igeren az pismis ya da ¢ig etlerin yenmesi
(domuz, koyun, keci, geyik) ile ger¢eklesmektedir (Aramini et al., 1999; Aspinall
et al., 2002; Arisue and Hashimoto, 2014).

Bir bagka bulas yolu ise organ transplantasyonlarinda olugmaktadir. Enfekte
donorden alinan kalp, akciger, bobrek, karaciger, pankreas gibi organlarin
nakilleri sirasinda enfeksiyonun alictya bulastigi bildirilmektedir. Konjenital
toksoplazmozis ise, gebelik sirasinda enfekte olan anneden plasenta yoluyla
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bebege T. gondii’nin bulagmasidir. Erken doénemlerde olusan enfeksiyonlar
bebeklerin oliimiine ya da disiiklerin olusmasina neden olmaktadir. Geg
donemlerde olusan enfeksiyonlar ise hasarin daha az olugmasina ya da %85

oraninda erken dogum riski ile sonuglanmaktadir (Montaya and Liesenfeld, 2004).

Toksoplamozis immun sistemi saglam kisilerde genellikle asemptomatik
olarak ilerlemektedir. Bu kisilerde hafif ates, bas agrisi, halsizlik gibi belirtiler
goriilmektedir. Cok seyrek olarak hastalarda agir tablolar gozlemlenmektedir
(Montaya and Liesenfeld, 2004; Giiriiz ve Delibas, 2007). immun sistemi
baskilanmis veya immun yetmezligi olan kisilerde (AIDS hastalari, Hiper IgM
sendromu olan kisiler, kanser tedavisi goren kisiler, immun sistemi baskilayan
ilaclar kullanan transplant hastalar1) hayat1 tehdit eden, tedavi edilmeyen kisilerde
ise 6liimle sonuglanan durumlara yol agmaktadir (Montaya and Liesenfeld, 2004;
Dupont et al., 2012).

Son zamanlarda yapilan arastirmalarda toksoplazmozisin  kisilik
bozukluklar1 ya da davraniglarin degismesi gibi bir takim psikolojik
bozukluklara/anomoliklere yol actigi da rapor edilmektedir. Yapilan bir
aragtirmada enfekte farenin davraniglarini degistirerek parazitin ana konagi olan
kediye aktarilma olasiligini arttiran, av olmasma neden olacak davraniglar
sergiledigi gozlemlenmistir. Toksoplamozisin yayilmasindaki kilit faktor kediler
olarak goriilmektedir. Kedilerin insanlarla olan yakin iligkileri ve diskilarinda
bulunan ookistler ¢cevreyi ve insanlar1 kontamine etmede 6dnemli role sahip oldugu
distiniilmektedir (Garcia et al., 2014).

2.3.3 T. gondii Enfeksiyonuna Kars1 Gelisen Iimmun Yamt

Konakta T. gondii’nin yol agtig1 enfeksiyona kars1 konagi parazitin patolojik
etkilerinden koruyan hem hiicresel hem de humoral immun yanit uyarilmaktadir.
Gelisen immun yanittan dolayr takizoitler kendini korumak ig¢in bradizoite
donitiserek kist icinde saklanmaktadir (Denkers, 2003).

Hem parazitik enfeksiyonu engellemek hem de ookistlerin olugmasindan
kaynakli re-enfeksiyonun 6niine gecebilmek i¢in yapilan asi ¢alismalarinda olusan

immun yanitin detaylar1 ¢ok biiyiik nem tagimaktadir.

T. gondii enfeksiyonunun kontroliinde gorevli en Onemli immun yanit

elemanlar1 CD4 Ty hiicreleri, CD8 T¢ hiicreleri ve B hiicrelerdir. T hiicreleri hem
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enfeksiyonun yayilmasinin engellenmesi hem de immun yanitin olusmasi
asamalarinda biiyiik 6nem tasimaktadir (Pier et al., 2004).

Fagositoz ile APC igine alinan T. gondii antijenleri islendikten sonra MHC-
I ile birleserek hiicre yiizeyinde sunulmaktadir (Sekil 2.3). T hiicre yiizeyinde
bulunan CD3 koreseptérii ile uyarilan CD4 Ty0 hiicreleri TCR-(MHC 11-Ag)
kompleksi olusturmak icin aktiflesmektedir. Ayn1 zamanda T hiicre yiizeyinde
bulunan CD28 reseptorii ile APC yiizeyinde bulunan CD80/86 ile baglanarak TH0
uyarimini  arttirmaktadir. Ayrica APC {lizerinde bulunan CD40 ile de T
hiicrelerinde bulunan CD40L reseptorii birleserek bu uyarimi arttirmaktadir.
APC’den salgilanan IL-12 Ty0 hiicrelerinin Tyl hiicrelerine doéniismesini
saglamaktadir. CD4, Tyl hiicrelerinden salgilanan IFN-y, makrofajlar1 ve NK
(Natural Killer, Dogal katil hiicreler) hiicrelerini uyararak hiicresel immun yaniti
aktiflestirmektedir. Uyarilan makrofajlar ayrica IL-12 salgilayarak daha fazla CD4
Tul olusmasini saglayip hiicresel immun yaniti giiclendirmektedir (Weiss and
Kim, 2007).
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T. gondii’ye ait endojen antijenler ya da parazite ait yiizey proteinleri
proteozomlar tarafindan peptitlere parcalanarak MHC-I ile hiicre yiizeyine
sunulmaktadir (Sekil 2.4). T hiicre yiizeyindeki CD3’{in gonderdigi sinyalle T¢
hiicreleri  aktiflesereck TCR-(MHC-I-Ag) kompleksini olusturmaktadir. Tc
hiicresinde bulunan CDS8 koreseptorii MHC-I’e tutunarak gii¢lii bir kompleks
olusturmaktadir. T hiicre ylizeyinde bulunan CD28 reseptorii uyarimi daha da
arttirmak amaciyla APC’deki CD80/86 ile birlesmektedir. Uyarilan CD8 T¢
hiicrelerden perforin ve granzim gibi APC icin sitotoksik molekiiller
salgilamaktadir. Ayn1 zamanda CD8 T¢ hiicrelerinden salgilanan IFN-y, APC’den
INOS salgilanmasini uyararak mikroorganizmalarin 6liimiine neden olmaktadir.
CDS8 T¢ hiicresindeki FasL, APC iizerindeki Fas ile birleserek APC’de apoptozisi
tetiklemektedir (Pier et al., 2004; Filisetti and Candolfi, 2004; Weiss and Kim,
2007).
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T. gondii’ye kars1 gelisen humoral immun yanitta ise enfeksiyondan sonraki
ilk haftada yani akut donemde farklilasan plazma hiicreleri tarafindan iiretilen ilk
antikor IgM’dir. Bu immunoglobiilin kompleman sistem i¢in en iyi aktivatordiir.
IgG ve alt gruplar ise toksoplazmoziste goriilen ikinci antikordur. Bu antikor da
ya kompleman sistemin aktivasyonuyla hiicreyi sitolizise ya da antikor-bagimli
sitotoksisiteye (ADCC, Antibody-dependent cell mediated cytotoxocity) neden
olarak makrofajlarin veya poliniiklear hiicrelerin aktivasyonuna neden olmaktadir.
Sonug olarak antikor ekstraselliiler takizoitlerin lizisinde, kompleman sistemin
aktifleserek takizoitlerin c¢ogalmasinin engellenmesinde, makrofajlar1 aktive

ederek fagositozun artmasinda gorev almaktadirlar (Filisetti and Candolfi, 2004).

Tim bu immun sistem yanitlar1 géz oniine alindiginda, T. gondii’ye karsi
gelistirilen koruma saglayacak bir asinin CD4 Tyl ve 6zellikle IFN-y salgilayan
CDS8 T¢ lenfositleri uyarmasi beklenmektedir (Giilge Iz et al., 2014).

2.3.4 T. gondii’ye Ait Antijenik Proteinler

Bir asmin gelisimindeki en 6nemli asama immun sistem uyarmada rol alan
molekiillere odaklanmaktir (Liu et al., 2006). Genel olarak calismalarda bu
molekiillerin/proteinlerin salintmindan sorumlu 3 ana organele odaklanilmaktadir.

Bunlar mikronem, roptri, yogun graniillerdir (Sekil 2.5).

Yogun Granll
Endoplasmik (GRA) Roptri (ROP)
reticulum

Mikronem (MIC)

Golgi cisimcigi

Mitokondri

Sekil 2.5 T. gondii takizoiti (Ajioka et al., 2014)

Bunlarin i¢ginde mikronem proteinleri konak hiicreye tutunmada, parazitin
invazyonunun en erken asamasinda gorev almaktadir. Roptri proteinleri invazyon

boyunca salinmakta ve parazitofor vakuol (PV) olusturarak konak hiicrenin
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endosom/lizozomlardan  gelecek  lizozomal enzimlerinden  korunmasini
saglamaktadir. Yogun-graniil proteinleri ise PV ortamim1 modifiye ederek
parazitin ¢ogalmasi ve intraselliiler yasami i¢in PV’lin olusumu sirasinda ve
sonrasinda PV igine salgilanmaktadir (Sekil 2.6) (Weiss and Kim, 2004; Ajioka et
al., 2014).

T. gondii /
ROP e Konak hiicreye baglanma sirasinda
=\ mikronem (MIC) protein salinimi
GRA \J—.ﬁ '.'
|

Mc | o Aktif penetrasyon ve roptri (ROP)
ey ( protein salinimi sonucu
/. - | invajinasyon gukuru olusumu
l \“//" =
b )
-9 _.__a'T\‘ J
o Parazitofor vakuol (PV) olusumu
__‘ o Mikronem proteinleri PV igine
(. ) @ girmez
"‘%/*_J_."_" —’J
e Parazit PV igine girer
d o PV etrafinda konak hiicreye ait
M mitokondri (M) ve endoplazmik
retikulum (ER) bulunur
+ / ( e Yogun graniil (GRA) ierigi PV
L icine salgilanir
| ER

Sekil 2.6 T. gondii takizoitinin konak hiicreye invazyonu (Kim, 2004)

Yapilan c¢aligmalarda, immun yanitin olusmasina neden olan genellikle 4
ana antijenik  protein  ailesi lizerine odaklanilmaktadir.  Bunlardan
bilinen/tanimlanan antijenler yiizey antijenleri (SAG, surface antigen), mikronem
antijenleri (MIC, microneme antigen), roptri antijenleri (ROP, rhoptry antigens)
ve yogun graniil ekskretuvar-sekretuvar antijenleri (GRA, dense granule
excreted-secreted antigen) olarak gosterilmektedir (Beghetto et al., 2005).

T. gondii iizerinde yer alan yiizey antijenleri (SAG), konak hiicreye ilk
tutunmay1 gergeklestiren proteinlerdir. Bu proteinler T. gondii’nin konak hiicreye
ait ligandlara tutunmasi ve invazyonun en erken asamalarinda rol almaktadir. T.
gondii'ye ait ylizey antijenlerin (SAG) siiperailesinde 5 adet protein rapor
edilmektedir. Bunlar SAG1, SAG2 (22 kDa), p23, p35 ve SAG3 (45kDa) olarak
gosterilmektedir (Liu et al., 2006). Bu proteinler i¢inde en iyi karakterize edilen
SAG] proteinidir. Tim T. gondii suslarinda korunmus, yiiksek miktarda antikor
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uyarabilen ve takizoitlerdeki ana yiizey antijeni olarak gosterilmektedir. Bu
yiizden 6zellikle DNA as1 ¢alismalarinda, tan1 ¢alismalarinda SAG1 geni veya
SAGL1 proteini tercih edilmektedir (Liu et al., 2006; Wang and Yin, 2014).

Konak hiicreye baglanma, tutunmada gorevli bir diger protein grubu ise
mikronem proteinleridir (MIC). Bu proteinlerin konak hiicreyle temasi sonrasi bol
miktarda salgilandigi belirtilmektedir. Bu proteinler genellikle transmembran
proteinlerdir. Bu proteinlerden MIC2 konak hiicreye tutunmada ve parazitin
hareketinde gorev almaktadir. MIC1, MIC6 ve MIC4 parazitin invazyonunda
hiicre i¢i virulansliginda rol oynamaktadir. MIC8 ve MIC3 parazitin kayma
hareketinden ve invazyonun tamamlanmasindan sorumlu proteinler olarak
gosterilmektedir. AMAT proteini ise konak hiicreye tutunmada gorev almaktadir.
Yoklugunda parazitin konak hiicreye tutunmasinda, hareketinde ve roptri

proteinlerin salgilanmasinda eksiklikler goriilmektedir (Sheiner et al., 2010).

Tanimlanan ROP proteinlerinden ROP2, ROP3, ROP4 ve ROP7 antijenik
proteinleri PV membraninin konak hiicre tarafinda kalacak sekilde yerleserek
konak ve parazitin biyokimyasal etkilesiminde rol almaktadir. Takizoitin konak
hiicreye penetrasyonundan sonra PV form degistirip yeni bir forma
dontismektedir. Bu sirada takizoitten GRA1, GRA2, GRAS3, GRA4, GRA5S ve
GRA6 olmak iizere birgok GRA antijenik proteinleri salgilanmaktadir. GRA
proteinlerinin salgilanmas1 ve PV modifikasyonu konak hiicre sitoplazmasi
tarafindan parazitin yabanci olarak goriilmemesine ve bu durumda parazitin

¢ogalmasina neden olmaktadir (Dubey et al., 1998).

Ookistler enfeksiyonun yayilmasinda kilit rol oynamaktadir. T. gondii
ookistlerinin  uygulanan dezenfektanlara, UV 1gmlarina diger coccidian
parazitlerine gore daha dayanikli oldugu gosterilmektedir. Fakat bu dayanikliligin
sebebi bilinmemektedir. Ookist duvari ¢ok katmanli olup, sporozoitlerin gelismesi
icin gerekli gaz degisimlerine izin verecek yapidadir. Ookistte tanimlanan
antijenik proteinler ookist duvarinda gozlenmektedir. Ookist duvarinda
sentezlenen proteinler TgOWP1, TgOWP2, TgOWP3, TgOWP4, TgOWPS5,
TgOWP6 ve TgOWP7 olarak bildirilmistir (Posenti et al., 2010).

Takizoitlerin bradizoite donligmesini saglayan ayni zamanda mitokondriyal
inhibitorler, makrofajlardan salinan Nitrik Oksit (NO) gibi paraziti stres
unsurlarindan koruyan HSP30 (Is1 sok proteini, Heat shock protein,) olarak da
bilinen BAG1 antijenik proteinin varligi T. gondii i¢in dnem tasgimaktadir. Ayrica
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iyi bir as1 aday1 olarak da gosterilmektedir (Dubey et al., 1998). Bradizoite 6zgii
MAG1, SAG2D, SAG2C, SAG4, BSR4, LDH2, ENO1 ve p-ATPaz proteinleri de
as1 adayr olarak gosterilen proteinlerdir. Doku kisti formuna 6zgli tanimlanan
CST1 ve MAGLI antijenik proteinleri de as1 aday1 olarak gosterilmektedir (Lyons
et al., 2002; Cristina et al., 2004).

Su ana kadar 7. gondii’ye karsi koruyucu bir as1 gelistirlememistir. Bunun
nedenlerinden bir de yapilan as1 denemelerinin sadece tanimlanan antijenik
proteinlerle smirli olmasindan kaynaklanmaktadir (Leclerc, 2003). Asi
calismalarinda kullanilacak olan yeni/farkli antijenik proteinlerin koruyucu bir
asinin  gelistirilmesine olanak saglayabilecegi distiniilmektedir. T. gondii’de
toplam 43.010 ekzona ait 8.155 protein kodlanmaktadir (Liang et al., 2011).
Rekombinant protein asilarinin ya da DNA asilarinin gelistirilmesinde karsilasilan
en biiyiik zorluk, antijenik proteinlerin se¢imidir. T. gondii genomu diistiniildigi
zaman etkili bir immun yanit olusturabilecek antijen/lerin saptanmasinda protein
mikroarray taramasi gibi ileri teknikler gerekmektedir (Davies et al., 2005).

2.4 As1 Adayi Antijenik Proteinlerin Belirlenmesi

Ast gelistirmede en kritik nokta antijen kesfi ve dogru antijenin
kullanilmasidir (Leclerc, 2003). ilk as1 calismalarinda T. gondii eriyik proteini ya
da organizmanin Olii/zayiflatilmis olarak tamami kullanilmistir. Gelisen
teknolojiyle yeni antijenik proteinler belirlenmektedir. Bu calismalar arasinda
basta rekombinant protein/DNA teknolojileri, biyoinformatik ydntemler,
mikroarray teknolojileri gelmektedir (Henriquez et al., 2010; Liang et al., 2011;
Correia et al., 2014; Garcia et al., 2014).

Bu yontemlerden gelistirilen “epitop tabanli agilar” biyoinformatik
yontemlerin kullanilarak patojenin genomunda bulunan antijenik proteinlerin
tizerindeki epitop bolgelerinin se¢imine dayanmaktadir (Correia et al., 2014).

Bu yonteme benzer bir baska yaklasim ise protein mikroarrray kullanilarak
gerceklestirilen high-throughput (yiiksek islem hacimli) antijen kesfi yontemidir.
Bu yontemde de patojenin genomunda antijenik olabilecek proteinler
secilmektedir. Son yapilan c¢alismalardan birinde T. gondii 43010 ekzonu
biyoinformatik yontemlerle incelenmis ve as1 hedefi olarak 1387 gene ait 2870
ekzon secilmistir. Eksonlarin eksprese ettigi rekombinant proteinler mikroarray

taramasinda insan serumlar1 ile karsilastirilmis ve T. gondii’ye karsi asi
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caligmalarinda koruyucu olabilecek IgG ile baglanan 186 ve IgM ile baglanan 108
adet hedef antijen belirlenmistir (Liang et al., 2011, Felgner et al., 2015).

2.5 Toksoplazmozise Karsi Gelistirilen As1 Calismalari

T. gondii’ye karst yapilan ilk as1 c¢alismalart 1980’li yillarin basina
dayanmaktadir (Dubey, 2008). T. gondii S48, TS-4 ve T-208 mutant suslar1 as1
adayr olarak tanimlanmistir. S48 canli susundan elde edilen Toxovax™
(Schering-Plough Animal Health Ltd, Yeni Zeclanda) asisi lisans alarak, ticari
kullanima sunulan tek toksoplamozis asisidir (Bhopale, 2003; Hiszczynska-
Sawicka et al., 2014). Bu canli as1 mutasyona ugratilarak bradizoit olma 6zeligini
kaybetmis sustur. Fakat yine de canli olmasi ve re-enfeksiyona neden

olabilmesinden dolay1 insanlarda kullanilmamaktadir (Innes et al., 2009).

Canli as1 disinda as1 g¢aligmalarinda immunojenik parazit ekstraktlari,
antijenik proteinleri kodlayan DNA’lar ve rekombinant proteinler kullanilmustir.

Immunojenik protein ekstraktlarinin kullanildig1 asilarda parazitin takizoit
formunun (Dogal enfeksiyonlarda parazitin konak hiicreye girme anindan itibaren
immun sistemi en ¢ok uyaran antijenlerin takizoit formunda bulunmasindan
dolay: takizoit formu tercih edilmistir) ekstraktinin kullanilmasiyla elde edilen bir
ag1 tlrtidiir. Fakat canli/zayiflatilmis asilar kadar basarili olunamamistir (Bruna-
Romero et al., 2012; Hiszczynska-Sawicka et al., 2014).

Stanley et al. (2004) yaptigit c¢alismada T. gondii takizoitlerini
nanopartikiiller icinde kapsiilleyerek mukozal asilama startejisiyle koyunlara
vermislerdir. Koyunlar intranasal yoldan asilanmis ve ookistlerle enfekte
edilmislerdir. Sonugta hem hiicresel hem de giiglii mukozal IgA antikor yanitlart

gozlenmistir. Buna kargin korunma gézlenmemistir (Hiszczynska-Sawicka et al.,
2014).

Parazit ekstrakt asilarinda, verilen ekstrakt i¢inde immun sistem
aktivatorlerini ortadan kaldiran ya da baskilayan farkli hiicresel yapilarin da
veriliyor olunmasi bu asilarin yeteri kadar koruyucu olmamasinin nedeni olarak
diistiniilmektedir (Bruna-Romero et al., 2012).

Zayiflatilmig asilar immun sistemi baskilanmis ya da immun sistem

yetmezligi bulunan kisilerde viriilant forma donerek hastalifa neden
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olabilmektedirler. Inaktive edilmis patojenin tamaminin kullamldig1 asilar ise
reaktojenik bilesenleri i¢erebilecegi i¢in istenmeyen yan etkiler yaratabilmektedir.
Bu yiizden as1 ¢alismalarinda yeni yaklasimlar denenmeye baslanmistir. Bunlar
rekombinant protein asilari, DNA asilar1 ve sentetik peptit as1 ¢alismalaridir
(Singh and O’Hagan, 1999).

Son 5 yila ait deneysel as1 calismalari arastirildigi zaman %52°sini DNA as1
caligmalarinin, %36’sinin rekombinant protein as1 ¢alismalarinin, %9’unun
zayiflatilmis as1 c¢alismalart ve %3’linii ise heterolog as1 ¢alismalarinin
olusturdugu goriilmektedir (Lim and Othman, 2014). Bunun sebebi ise DNA
astlarimin  iretilmesinin  kolayligi ve 0Ozellikle hiicresel immun yaniti

uyarmasindandir.
2.5.1 T. gondii’ye Kars1 Gelistirilen DNA Asilari

Wolff et al. (1990) yilinda ilk kez ¢iplak DNA’y1 memeli kas hiicrelerine
enjekte ederek protein ekspresyonunu saglamistir (Crampton and Vanniasinkam,
2007). DNA agilari, hedef olarak segilen antijenik proteini kodlayan gen
bolgesinin uygun bir vektore yerlestirilerek konak hiicreye verilmesiyle
olusturulmaktadir. DNA asilarinin en énemli avantaji verildigi hiicrede Thl veya
Ty2 immun yanitlart olusturmasidir (Hiszczynska-Sawicka et al., 2014).
Toksoplazmozise kars1 yapilan DNA asilarinin enfeksiyonu sinirlayabilmek igin
IFN-y ve IL-2 sitokinleri ireterek genelde Tyl yaniti olusturdugu gozlenmistir
(Lim and Othman, 2014).

DNA agilarmin en biiyiik dezavantaji ise farelerde yeterli immun yanit
olustururken primatlar ve insanlarda genellikle yeterli immun yanit
olusturamamasidir (Bruna-Romero et al., 2012; Lim and Othman, 2014). Bunun
nedeni Uretilen antijen miktarmin azligina, verilen plazmit DNA’nin hiicrelere
diizensiz dagilimina ve immun yanitin yeterince uyarilamamasina baglanmaktadir
(Bruna-Romero et al., 2012). Bu sorunlar1 ortadan kaldirmak igin kodon
optimizasyonu, sitokinlerin koekspresyonu, molekiiler adjuvantlarin ya da
adjuvant gibi immunomodiilator ~ molekiillerin formiile edilerek
mikropartikiil/lipozom i¢inde verilmesi, ¢oklu antijenlerin kullanilarak ayn1 anda
verilmesi gibi stratejiler test edilmektedir (Bruna-Romero et al., 2012; Lim and
Othman, 2014).
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T. gondii’ye kars1 gelistirilen DNA as1 calismalar1 Cizelge 2.3’te

Ozetlenmistir.

Vercammen et al. (2000) T. gondii’nin bradizoit ve takizoit formlarina 6zgii
antijenleri kullanarak formla sinirli korumayi ortadan kaldirmayi hedeflemistir.
Calisma sonucunda ise immun yanitta uyarilma ve korunma siirelerinde uzmala

oldugunu rapor etmistir.

Hem hiicresel hem de humoral yanit1 uyarabilmek i¢in T. gondii’ye ait farkli
formlara 6zgii 6 antijenik epitopun kullanildigi multi-epitop DNA asisinda giiglii
bir immun yanitin uyarildigi belirtilmistir.(Liu et al., 2009).

Khosroshahi et al. (2011) SAG1 ve ROP2 proteinlerini kodlayan plazmitleri
kullanarak kokteyl bir DNA asis1 olusturmustur. Her forma 6zgii ayr1 antijenik
proteini kullanmaktansa, her formda salgilanan antijenlerin kullanildig1 kokteyl
bir DNA asisinin korunmay1 arttirdigini belirtmistir. Yaptigr calismayla olusan

korunmanin oldukga yiikseldigini rapor etmistir.

Bradizoit formuna 6zgii antijenlerin kullamldig1 bir baska multivalan as1
calismasinda, toksoplazmozis enfeksiyonu sirasinda bradizoit formunun esas rol
oynadigin1 diigiinerek bu forma o0zgii SAG2C, -2D, -2X, -2Y antijenleri
kullanilmistir. Calisma sonucunda immun yanitta uyarilma ve kronik enfeksiyona

kars1 korunma gozledigi rapor edilmistir (Zhang et al., 2013).

Ilgi cekici aragtirmalardan bir tanesi ise T. gondii ‘nin takizoit formuna 6zgii
SAG1, GRAI, ROP2, GRA4 ve ayrica bradizoit formuna 6zgli SAG2C ve
SAG2X proteinlerinin epitop bdlgelerini igceren bir multi-epitop DNA as1
calismasidir. Bu calismada gii¢lii immun uyarilma ve yiiksek oranda korunma
saglandig1 belirtilmistir. (Cong et al., 2014).

Son yillarda toksoplazmozise karsi yapilan DNA as1 caligmalarinda
kullanilmak tizere birgok farkli/yeni antijenlerle galisilmaktadir. Bu ¢alismalarda
da immun yanitta uyarilma, korunma zamaninda uzama ve beyin kistlerinde
azalmalar saptanmistir (Zhang et al., 2013; Chen et al., 2013a; Chen et al., 2013b;
Gong et al, 2013; Zhang et al, 2014; Hassan et al., 2015).
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Cizelge 2.3 T. gondii’ye kars1 gelistirilen DNA agilar1

Asi adaylari

Adjuvant Sonuglar

SAG1 kodlayan plazmit - i.m. % 80-100 koruma Nielsen et al. 1999
SAG1 kodlayan plazmit i.m. Beyin kistlerinde % 71 azalma Angus et al. 2000
GRA1, GRA7, ROP2 kodlayan plazmitler - i.m. Degisik gruplarda fare yasam orani % 50-90 Vercammenetal. 2000
ROP2 kodlayan plazmit i.m. 2 giin fazla korunma Leyva et al. 2001
SAG1 ve ROP2 kodlayan plazmitler - i.m. Kokteyl asi uygulanan farelerde 9-12 giin yasam siresi Fachado et al. 2003
GRA1kodlayan plazmit i.m. RH susuna karsi % 75-100 korunma Scorza et al. 2003
SAG1 kodlayan plazmit - i.m. Beyin kistleri azalirken, Materno-fotal bulagi engellemede basarisiz Couper et al. 2003
HSP70, HSP30 ve SAG1 kodlayan plazmitler g.t/imfip.  Eniyi kismi koruma HSP70 ile saglanmistir Mohamed et al. 2003
MIC3 kodlayan plazmit pGM-CSF i.m. Beyin kistlerinde % 67-74 azalma Ismael et al. 2003
SAG1/2 kodlayan plazmit Vet L-10 i.p. Enfeksiyon sonrasi yagam orani % 73 Yang et al. 2004
BAG1 ve MAG1 kodlayan plazmit - i.m. Beyin kistlerinde % 62 azalma Nielsen et al. 2006
GRA1 kodlayan plazmit, rGRA1 proteini Provax i.m. rGRA1 protein asisi GRA1 kodlayan DNA asisina gore daha iyi Dogkaya et al. 2007
GRA1, GRAT7 ve ROP2 kodlayan plazmit karigimi - i.m. Akut toxoplazmozise karsi % 89 koruma, beyin kistlerinde azalma Jongert et al. 2007
ROP2 kodlayan mikobakteriyel ekspresyon plazmiti s.C. Kontrol grubuna gére 6lim zamaninda gecikme Wang et al. 2007
MIC2, M2AP, AMA1, BAG1 kodlayan plazmitler - gt Kismi korunma (% 12,5-60 araliginda degisen koruma) Dautu et al. 2007
SAG1 ve ROP2 kodlayan plazmitler IL-12 i.m. RH susuna kars! belirgin korunma Zhang et al. 2007
GRA1 ve GRAT kodlayan plazmitler - id. Belirgin immun yanit uyariimis (humoral ve hiicresel) Jongert et al. 2008
MIC6 kodlayan plazmit i.m. Korunma zamaninda uzama Peng et al. 2009
MIC3 kodlayan plazmit - i.m. Korunma zamaninda uzama Fang et al. 2009
GRA1,GRA2,GRA4 ve SAG1 kodlayan plazmit CpG-ODN i.m. Immun yanitta uyarilma, %40-100 korunma Liu et al. 2009
SAG1 eksprese eden baculovirus - i.m Korunma zamaninda uzama Fang et al. 2010
GRAT7 kodlayan plazmit Lipozom i.m. Belirgin immun yanit uyarilmig Hiszczynska etal. 2010
MIC8 kodlayan plazmit - i.m. RH susuna kars! korunmada uzama Liu et al. 2010
SAG1 kodlayan plazmit IL-18 i.m. RH susuna karsi % 60 korunma Liu et al. 2010
SAG2 eksprese eden influenza ve adenoviriis - i.n. Beyin kistlerinde %85 azalma Machado et al. 2010

i.m.: Intramuskuler, kas iine; i.p.: intraperitoneal, periton igine; s.c.: Subkutan, derialtina; i.n.: Intranazal, burun icine; i.o: intraoral, a§iz icine; i.d. ntradermal, deri igine; g.t.: Gen tabancasi
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Cizelge 2.3 T. gondii’ye kars1 gelistirilen DNA asilar1 (devam)

Adjuvant

Sonuglar

HSP70 kodlayan plazmit - gt immun yanitta uyariima, korunma zamaninda uzama Kikumura et al. 2010
Rop16 kodlayan plazmit - i.m. immun yanitta uyariima, korunma zamaninda uzama Yuan et al. 2011a
ROP18 kodlayan plazmit - i.m. immun yanitta uyariima, korunma zamaninda uzama Yuan et al. 2011b
RON4 kodlayan plazmit ve rRON4 proteini Freund i.m. immun yanitta uyarima olmasina ragmen korunma saglanamamig Rashid et al. 2011
SAG1 ve ROP2 kodlayan plazmit - i.m. immun yanitta uyariima, korunma zamaninda uzama Khosroshahi etal. 2011
HSP70 kodlayan plazmit - g.t. immun yanitta uyariima ve kist sayisinda azalma Makino et al. 2011
TgPLP1 kodlayan plazmit IL-18 i.m. Korunma zamaninda uzama Yan et al. 2011
GRAG kodlayan plazmit Levamisole i.m. Kismi koruma ( %53,3) Sunetal. 2011
TgIMP1 kodlayan plazmit - i.m. Korunma zamaninda uzama Cui et al. 2012
SAG1 ve MIC3 kodlayan plazmit - i.m. Korunma zamaninda uzama Fang et al. 2012
GRA1 ve SAG1 kodlayan plazmit - i.m. immun yanitta uyarima, RH susuna karsi korunmada uzama Wuetal. 2012
GRA7 ve ROP1 kodlayan plazmit IL-12 i.m. immun yanitta uyariima, kist sayisinda azalma ve korunma zamaninda uzama Quan etal. 2012
ROP13 kodlayan plazmit IL-18 i.m. immun yanitta uyariima, korunma zamaninda uzama, kistlerde azalma Wang et al. 2012
SAG1 ve 14-3-3 proteini kodlayan plazmit - i.m. Korunma zamaninda uzama Meng et al. 2012
SAG1 ve GRA2 kodlayan plazmit pSPreS2 i.m. RH susuna kars! kismi koruma Zhou et al. 2012
TgAMAT1 kodlayan plazmit ve adenoviriis vektorii - i.p. Beyin kistlerinde %23 azalma, %50 korunma Yuetal. 2012
TgROM1 kodlayan plazmit - i.m. immun yanitta uyariima, korunma zamaninda uzama Lietal. 2012
TgPLP1 ve MIC6 kodlayan protein IL-18 i.m. immun yanitta uyariima, Beyin kistlerinde %65,43 azalma Yan et al. 2012
ROPS kodlayan plazmit - i.m. Korunma zamaninda uzama Parthasarathy et 2013
SAG1 Ve SAG3 kodlayan plazmit CTXA2/B i.m. immun yanitta uyariima, %40 korunma Cong et al. 2013
GRA4 kodlayan plazmit ve GRA4 sentetik peptit - i.m. %40 korunma Meng et al. 2013
MIC13 kodlyan plazmit - i.m. Korunma zamaninda uzama, %57.14 beyin kistlerinde azalma Yuan et al. 2013
MIC11 kodlayan plazmit - i.m. immun yanitta uyariima, RH susuna kars korunma zamaninda belirgin uzama Taoetal. 2013
TgCDPK3 kodlayan plazmit - i.m. Korunma zamaninda uzama, %50 beyin kistlerinde azalma Zhang et al. 2013
SAG2C, SAG2D ve SAG2X kodlayan plazmit - i.m. immun yanitta uyarilma, beyin kistlerinde %77 azalma Zhang et al. 2013

i.m.: Intramuskuler, kas igine; i.p.: intraperitoneal, periton igine; s.c.: Subkutan, derialtina; i.n.: Intranazal, burun icine; i.o: intraoral, adiz icine; i.d. intradermal, deri igine; g.t.: Gen tabancasi
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Cizelge 2.3 T. gondii’ye kars1 gelistirilen DNA asilar1 (devam)

Asilama

Asi adaylari Adjuvant Yolu Sonuglar Yazar Yil
elF4A kodlayan plazmit . i, immun yanitta uyariima, korunma zamaninda uzama Chen et al. 2013a
TglF2a kodlayan plazmit - i.m. Korunma zamaninda uzama, %44,1 beyin kistlerinde azalma Chenetal. 2013b
TgCyP kodlayan plazmit - i.m. immun yanitta uyariima, korunma zamaninda %37,5 uzama Gong et al. 2013
Katepsin B ve L benzeri proteini kodlayan plazmit - i.m. immun yanitta uyariima, korunma zamaninda uzama Zhao et al. 2013a
Aspartik proteaz 1 kodlayan plazmit - i.m. immun yanitta uyariima, korunma zamaninda uzama Zhao et al. 2013b
MIC8 kodlayan plazmit IL-12 i.m. Korunma zamaninda uzama Zhao et al. 2013c
SporoSAG kodlayan plazmit Bel-xL i.m. immun yanitta uyariima (humoral ve hiicresel) Giilge iz et al. 2014
ROP16 ve GRA7 kodlayan plazmit B7-2 immun yanitta uyariima, korunma zamaninda uzama Liuetal. 2014
ROP9 kodlayan plazmit - i.m. immun yanitta uyariima, korunma zamaninda uzama Chen et al. 2014
MIC8 kodlayan plazmit miL-21 miL-15 im. immun yanitta uyariima, %63,8 beyin kistlerinde azalma Lietal. 2014
TgCDPKS5 kodlayan plazmit - i.m. Korunma zamaninda uzama, %40 beyin kistlerinde azalma Zhang et al. 2014
SAG5D kodlayan plazmit i.m. immun yanitta uyariima, korunma zamaninda uzama Luetal. 2014
TgDPA kodlayan plazmit - i.p. immun yanitta uyariima, korunma zamaninda uzama Hassan et al. 2014
SAG1, GRA1, ROP2, GRA4, SAG2C, SAG2X P Her (i¢ yolla agilamada, immun yanitta uyariima ve korunma zamaninda

epitoplarini kodlayan plazmit i \n/ip/io uzama (en fazla korunma zamaninda uzama %60 ile intraoral yolla) Cong etal. 2014
ROP38 kodlayan plazmit - i.m. immun yanitta uyariima, %76,6 beyin kistlerinde azalma Xu et al. 2014
TgGST kodlayan plamit - i.m. immun yanitta uyariima, korunma zamaninda uzama Hassan et al. 2015

i.m.: intramuskuler, kas igine; i.p.: intraperitoneal, periton igine; s.c.: Subkutan, derialtina; i.n.: intranazal, burun igine; i.o: intracral, agiz igine; i.d. intradermal, deri igine; g.t.: Gen tabancasi
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2.5.2 T. gondii’ye Kars1 Gelistirilen Rekombinant Protein Asilari

Rekombinant protein asilari, enfeksiyona neden olan mikroorganizmanin bir
kismin1 kullanarak koruyucu bir immun yanit olusturmayr amaglamaktadir
(Hansson et al., 2000). Imunojenik &zellikteki antijenleri kodlayan gen
bolgelerinin izole edilerek patojenik olmayan vektor sistemlerinde (bakteri, maya,
virlis, bocek ve memeli hiicreleri) iiretilmesi stratejisine dayanmaktadir
(Andersson, 2000).

Rekombinant protein teknolojisiyle tiretilen ilk as1 Hepatit B viriisiine kars1
yapilarak 1986 yilinda lisanslanmistir. Major yiizey antijeni (HBsAg) mayada
(Saccharomyces cerevisiae) basartyla {iretilmis ve as1 olarak kullanilmistir
(Andersson, 2000).

Rekombinant protein asilarinin 6nemli avantajlari bulunmaktadir. Bunlarin
icinde en Onemlisi patojenin toksik bilesiklerinden kaynaklanan risklerin
olmamasidir (Liljeqvist and Stahl, 1999). Enfeksiyonan neden olan patojenin
sadece bir kismimin kullanilarak immun yanitin olusturulabilmesi, liretim ve
saflastirma asamalarinin degistirilip tekrar diizenlenmesiyle yiiksek verimle biiyiik
Olcekli iiretilebilmesi de rekombinant protein asilarinin avantajlar1 arasindadir.
Tiim bunlarin arasinda en biiylik dezavantaji ise immun sistemi uyaran antijenik
rekombinant proteinin tek basina yeterli olmamasi ve tekrarlayan dozlarin yani
sira adjuvant kullanimina ihtiya¢ duyulmasidir (Andersson, 2000; Hansson et al.,
2000).

Rekombinant protein iiretiminde 6nem tasiyan adimlardan biri hedeflenen
antijenik proteini kodlayan gen bdlgesinin diizenlenmesi asamasidir. Giiglii
immun yanit olugturan minimum DNA parc¢asinin segilerek ekspresyon vektoriine
yerlestirilmesi gerekmektedir. Bu parga igerisinde toksik peptitleri kodlayan
kisimlarin olmamasina dikkat edilmelidir (Andersson, 2000).

Diizenlemeler  yapildiktan  sonra  vektdor  ekspresyon  sistemine
aktarilmaktadir. Bu asamada diger asamalar kadar 6nem tagimaktadir. Ekspresyon
sistemi olarak bakteri, maya, virlis, bocek veya memeli hiicreleri
secilebilmektedir. Ekspresyon sisteminin se¢iminde hedef proteinin biyolojik ve
biyokimyasal ozellikleri, post-translasyonel modifikasyonlarinin gerekliligi,
ekspresyon seviyesi ve salgilama sekli, proteolitik stabilitisi, iiretim maliyeti gibi
faktorler onem tagimaktadir (Andersson, 2000; Hansson et al., 2000).
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Bakteriyel ekspresyon sistemleri daha fazla tercih edilmektedir. Bunun
nedeni kolay ve yiiksek seviyede ekspresyon saglamasi buna karsin ucuz
olmasidir. Escherichia coli (E. coli) en ¢ok kullanilan genetik ve fizyolojik olarak
iyi tanimlanmis olan hiicrelerdendir (Andersson, 2000).

Okaryotik ekspresyon sistemeleri arasinda ise Saccharomyces cerevisiae (S.
Cerevisiae) adli maya da siklikla kullanilmaktadir. Son yillarda Pichia pastoris
adli mayaninda kullanimi artmaktadir. Bu maya hiicreleri fosforilasyon ve
glikozilasyon gibi bazi Okaryotik sistemlerine benzer post-translasyonel
modifikasyonlar1 gergeklestirmektedir. Bakteriyel sistemlerde oldugu gibi maya
hiicrelerinde de ekspresyonda verim yiiksek ve maliyet diigiiktiir (Hansson et al.,
2000).

Bocek hiicrelerinin - kullanildigi  ekspresyon —sistemlerinde, memeli
ekspresyon sistemlerine gore liretilen protein miktarinin daha fazla olmasi 6nemli
bir avantajdir. Ancak maliyeti bakteri ve maya ekspresyon sistemlerine gore daha
fazla olup, sonuglar daha uzun siirede alinmaktadir. Memeli ekspresyon
sistemlerinde ise glikozilasyon, fosforilasyon ve yag asit zincirleri gibi post-
translasyonel modifikasyonlar yiiksek performansla gergceklesmektedir. Buna

ragmen yiiksek maliyet, zaman isteyen islerden dolay1 ¢ok yayginlagmamiglardir
(Andersson, 2000).

Sonugta rekombinant protein asisinin olusturulup gelistirilmesini etkileyen
birgok faktér bulunmaktadir. Ayni sekilde T. gondii’ye karsi gelistirilmeye
caligilan rekombinant protein asilarinda da benzer zorluklar bulunmaktadir.
Bunlardan ilki T. gondii’nin okaryotik bir organizma olmasindan dolay1 asida
kullanilmaya aday bir¢ok proteini, glikoproteini ve lipoproteini bulunmast ve bu
durumunda protein se¢imini zorlastirmasidir. Ayrica T. gondii’nin yasam dongiisii
boyunca immun sistemi uyaran farkli formlar1 bulunmaktadir. Formlardan birinde
bulunan antijen diger bir formda etkili olmamakta ya da salgilanmamaktadir. Bu
durumda asinin etkinligini etkilemektedir. Karsilagilan bir diger zorluk ise dogada
T. gondii’nin bir¢cok susunun bulunmasi ve her susun patojenitesinin digerlerinden
farklihik gostermesidir. Ayni sekilde antijenik proteinlerin sekanslar1 da
birbirlerine gore degiskenlik gostermektedir. Bu durumda bir susa karsit yapilan

asiin diger susu da etkilemesi olasiligin1 azaltmaktadir (Nabi et al., 2014).
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Tiim bu zorluklara ragmen T. gondii 'nin molekiiler ve hiicre i¢i biyolojisinin
anlasilmasi, son yillarda yapilan parazitin hiicre i¢i bilesenlerine dayali asilarin

gelismesine ivme kazandirmistir (Lim and Othman, 2014).

T. gondii’ye karsi yapilan rekombinant protein as1 ¢alismalar1 Cizelge
2.4¢de dzetlenmistir.

Golkar et al. (2007) parazitin yasamsal faaliyetleri ve virulansligi agisindan
onemli olan rGRA2 ve rGRAG6 proteinleri kullanarak multivalan as1 gelistirmeyi
amaglamistir. As1 uygulamasi sonrasi immun yanitta uyarilma ve beyin Kistlerinde

azalma saptanmustir.

T. gondii’ye karsi yapilan multi-antijenik rekombinant protein asi
caligmalarindan birisinde rROP2 (+) rGRA4 (+) rSAGI protein karigimi ile
rROP2 (+) rROP4 (+) rGRA4 ve rROP2 (+) rROP4 (+) rSAGI protein karisimlari
kullanilmistir. Bu proteinlerin parazitin ii¢ enfektif (takizoit, bradizoit ve
sporozoit) formunda da yer aldigr belirtilmistir. Yapilan calismada beyin
kistlerinde azalma oldugu belirtilmistir (Dziadek et al., 2012).

T. gondii 'ye ait AMA1, RON2 ve RON4 antijenik proteinleriyle yapilan as1
caligmasinda, epitop bolgeleri segilerek multi-epitop ast olusturulmustur. T.
gondii’nin konak hiicreyi enfekte etme asamasinda ve parazitin kayma
hareketinde gorev alan proteinleri hedef aldiklarini belirtmislerdir. Agilama ile

immun yanitta uyarilma saptandigi rapor edilmistir (Zhang et al., 2015).

Gelisen teknoloji, hiicre biyolojisi ve immunolojisinin daha iyi anlasilmas1
rekombinant protein ya da rekombinant alt {inite asilariin gelismesine yol
acmaktadir. Boylece patojene ait kiiglik bir kismin kullanilmasiyla tiim patojenin
olusturdugu immun yanita yakin/benzer immun yanit olusturulabilmektedir.
Patojenin kiigiik kisimlarmin ya da antijenik kisimlarimin kullanilmasi asimin
giivenirliligini de arttirmaktadir (Andersson, 2000). Son zamanlarda yapilan asi
caligmalarinda multi- antijenik protein formulasyonlarinin kullanilmasi tek protein
kullanilan ¢aligmalardan daha iyi korunma ve sonug verdigi belirtilmektedir (Lim
and Othman, 2014).
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Cizelge 2.4 T. gondii’ye kars1 gelistirilen rekombinant protein asilar

Ekspresyon

Asi adaylari : ; Adjuvant Sonuglar

$ y Sistemi J ¢
rSAG1 proteini E. coli Alum i.p. immun yanitta uyariima, korunma zamaninda uzama Petersen et al. 1998
rSAG1 proteini E. coli IL-12 i.p. immun yanitta uyariima, beyin kistlerinde % 40 azalma Letscher Bruetal. 1998

immun yanitta uyarima, farelerde korunma zamaninda
uzama, koyunlarda ise kismi korunma

rSAG1 proteini P. pastoris SBAS1 s.k. Konjenital bulagtan % 48 koruma Haumont et al. 2000
rSAG1, rSAG2, rSAG3, rSRS1, rP54

rGRA1 proteini M. bovis Freund i.p. Supply et al. 1999

proteinleri ve karigimi E. coli Freund i.p. Beyinde kist olusmadi, korunma zamaninda %17 uzama Mishima et al. 2001
rSAG1 proteini E. coli - s.k. immun yanitta uyariima, konjenital bulasta %50 azalma Letscher Bruetal. 2003
rGRA4, rROP2 proteinleri ve karigimi E. coli Alum i.m. GRAA4 ile beyin kistinde azalma Martin et al. 2004
rROP2-Hsp83 fiizyon proteini E. coli - ayak tabani immun yanitta uyariima, korunma zamaninda uzama Echeverria et al. 2006

immun yanitta uyariima, GRA2 ile beyin kistinde %69,8

L RGN Pro el e e E. coli MPL s.k. azalma, rGRA2 ve rGRAG protein karigimi ile beyin kistinde ~ Golkar et al. 2007

karigimlari %482 azalma

rSAG1-GRA2 fiizyon proteini P. pastoris Freund s.k. immun yanitta uyariima, korunma zamaninda uzama Zhou et al. 2007

rGRA1 proteini E. coli Provax i.p. immun yanitta uyariima, RH susuna kars! korunmada uzama  Ddskaya et al. 2007

rROP2 proteini M. bovis - sk immun yanitta uyariima, korunma zamaninda uzama Wang et al. 2007
H . . . . 0,

Serin proteaz inhibitorii-1 proteini E. coli Alum i.m. meun sistemde Uyariima, beyin kistiennde %55 azeima, Cuppari et al. 2008
%40 korunma zamaninda uzama

L}:g;ﬁ’“ FGRAS, rGRAT proteinleri E. coli Kolera toksini i.n. immun yanitta uyariima, beyin kistlerinde %58,3 azalma Igarashi et al. 2008

(A CAC I U g E. coli Freund s.k./i.p. immun yanitta uyarilma, beyin kistlerinde %89 azalma Gatkowskaetal. 2008

proteinleri ve karigimlari

i.m.: Intramuskuler, kas icine; i.p.: intraperitoneal, periton icine; s.k.: Subkutan, derialtina; i.n.: intranazal, burun icine; i.o: intraoral, agiz icine; i.d: Intradermal, deri icine; i.v.: intravendz, damar igine




Asi adaylari

Cizelge 2.4 T. gondii’ye kars1 gelistirilen rekombinant protein asilari (devam)

Ekspresyon
Sistemi

Adjuvant

Sonuglar

rROP2, rROP4 protein karigimi E. coli Freund s.k. immun yanitta uyariima, beyin kistlerinde %46 azalma Dziadek et al. 2009

rSAG1 proteini Bakilovirus - i.m. immun yanitta uyariima, korunma zamaninda %50 uzama Fang et al. 2010

rSAG2 proteini Influenza ve - i.n. Beyin kistlerinde % 85 azalma Machado et al. 2010

rRON4 proteini Schneider bocek  Freund i.m. immun yanitta uyariima Rashid et al. 2011

rROP2, rGRA4 proteinleri ve karigimi E. coli Cpg-ODN i.m. Beyin kistlerinde %63-66 azalma Sanchez et al. 2011
rROP2 + rROP4+ rGRA4 uygulandiginda beyin kistlerinde

rROP2, rROP4, rGRA4 karigimlari . %59 azalma .

rROP2, rROP4, rSAG1 kansimlan E. coll Freund sk (ROP2 + IROP4 + ISAG!  uygulandiginda %90 beyin D2odeketal 2011
kistlerinde azalma

rSAG1, rGRA1, rGRA4 epitop peptitleri - Freund i.m. immun yanitta uyariima, korunma zamaninda uzama Wang et al. 2011
rROP2 + rROP4 + rGRA4  uygulandiinda %84  beyin

rROP2, rROP4, rGRA4 karigimlar E coli Freund sk kistlerinde azalma Dziadek et al 2012

rROP2, rROP4, rSAG1 karigimlari ' o rROP2 + rROP4 + rSAG1  uygulandiginda %77  beyin '
kistlerinde azalma

rGRA4 proteini Tt_'{'tﬁn . LS i.0. immun yanitta uyariima, korunma zamaninda %59 uzama o] Ve Cl 2012

hiicreleri al.

rGRA7 proteini E. coli Freund sk./im. DNA ‘agisi sonrasi protein agisi uygulandiginda; immun—\p. ) of oy 2012
yanitta uyarilma, korunma zamaninda %60 uzama

rROPS5, rSAG1 protein karigimi E. coli Freund s.k. immun yanitta uyariima, RH susuna karsi korunmada uzama ~ Zheng et al. 2013

rROP18 proteini E. coli Ginsenoside Re sk immun yanitta uyariima, RH susuna karsi korunmada uzama ~ Qu et al. 2013

S .. . i S immun yanitta uyariima, i.v. uygulama ile RH susuna karsi

rSiklofilin proteini M. bovis i.0./iv. korunmada %A7 uzama Yuetal. 2013
i 0,

rDisillfit izomeraz proteini (TgPDI) E. col . in. Lr;‘;“nf;‘ yanitta uyanima, RH susuna kars korunmada %31 .0 ot o) 2013

P . = o 5
rAKtin proteini (TgACT) E. coli ) in. Beyin kistlerinde %49,75, karaciger kistlerinde %60,05 Yin et al. 2013

azalma, korunma zamaninda %50 uzama

i.m.: intramuskuler, kas igine; i.p.: Intraperitoneal, periton icine; s.k.: Subkutan, derialtina; i.n.: Intranazal, burun igine; i.0: intraoral, a§iz icine; i.d: intradermal, deri igine; i.v.: intravendz, damar icine
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Cizelge 2.4 T. gondii’ye kars1 gelistirilen rekombinant protein asilari (devam)

Ekspresyon

Asi adaylari : : Adjuvant Sonuglar
3 y Sistemi J ¢
- ] PLG mikropartikiil / ' PLG mkropartikillliyle yapilan asida immun yanit uyarimi
B sl £ Gl Vet L-10 LP- daha fazla, korunma zamaninda %80 uzama Chie g eiel AUl
rSAG1/2 proteini E coli PLG mikropartikil / Vet ip. PLG mkropartlkuluyle; yapilan agida immun yanitta uyariima, Chuang et al. 2013b
L-10 korunma zamaninda %83 uzama

Modifiye edilmis SAG1 kodlayan Ankara viriisiiyle birlikte,
rSAG1 proteini Adenovirus - s.k. rSAG1 agisi verildiginde korunma zamaninda uzaman ve Mendes et al. 2013
beyin kistlerinde azalma

rC kinaz 1'i aktiflestiren reseptor

. _ . i 0,
proteini (TgRACK-1) E. coli i.n. Immun uyanitta uyarilma, korunma zamaninda %45 uzama Wang et al. 2014a
rROP17 proteini E. coli - i.n. immun yanitta uyariima, korunma zamaninda %50 artma Wang et al. 2014b
- . PLG mikropartikal / . PLG mkropartikillliyle yapilan agida immun yanit uyarimi
rSAG2 proteini E. col Vet L-10 L. daha fazla, korunma zamaninda %87 uzama Chuang and Yang 2014

Oligomannoz kaplh

g . . H 0
rProfilin proteini (rTgPF) E. coli lipozom (OML) s.k. Immun yanitta uyarilma, korunma zamaninda %41,7 uzama Tanaka et al. 2014
rMindin proteinin adjuvant olarak kullanildigi asilamalarda
rBAG1, rSRS4, rSRS9 proteinleri E. coli rMindin proteini Freund i.m. immun yanitta daha fazla uyariima ve korunma zamaninda  Sun et al. 2014

uzama

AMA1, RON2, RON4 epitop peptitleri
ve karigimlari

AMA1 + RON2 karisimi uygulandiginda korunma zamaninda

) ) L. %70 uzama

Zhang et al. 2015

i.m.: Intramuskuler, kas iine; i.p.: intraperitoneal, periton icine; s.k.: Subkutan, derialtina; i.n.: intranazal, burun icine; i.o: intraoral, agiz icine; i.d: intradermal, deri igine; i.v.: intravendz, damar igine
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2.6 As1 Calismalarinda Kullanilan Adjuvantlar

Rekombinant protein asilarinin birgok avantajinin olmasina ragmen tek
baslarina immun sistemi zayif uyarmalar1 6nemli bir dezavantajdir. Bu sebepten
dolay1 yeni nesil asilarda, DNA asilar1 da dahil olmak {izere gii¢lii, uyumlu ve
giivenilir immiinolojik adjuvantlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Adjuvantlar antijen ile
birlestiginde antijenin tek basina sagladigi immiinojenik 6zelligin daha fazla
olmasimi saglayan maddelerdir. Bu tanimlama ilk kez 1924 yilinda Ramon
tarafindan yapilmistir (Singh and O'Hagan, 1999).

Adjuvantlar; immun yanitin siiresini uzatmak, hiicre aracili immun yanitt
stimiile etmek ya da arttirmak, antikor spesifitesini, izotipini ve altsinif dagilimini
ayarlayabilmek amaciyla kullanilmaktadirlar. Ayrica antijen miktarin1 ya da
asilama sayisinin azalmasimi saglayarak maliyeti azaltabilmek amaciyla da
kullanilmaktadirlar (Andersson, 2000).

Aliiminyum bilesiklerin adjuvant olma 6zelligi 1926 yilinda Glenny et al.
tarafindan kesfedilmistir (Petrovsky and Aguilar, 2004). Alum da denilen bu
adjuvantlar bir ¢ok lisanslanmis insan asilarinda (Hepatit A, Haemophilus
influenza B, Human papilloma viriisii) kullanilmaktadirlar (Reed et al., 2009).
Adjuvantlarin lokal olarak agri, enflamasyon, sislik, nekroz, apse, iilser ya da
eosinofili, alerji, anafilaksi, organ spesifik toksisite, immunotoksisite gibi yan
etkileri, insan ve hayvanlarda kullanilimini smirlamistir. Ancak aliiminyum
tuzlarmin (alum) toksisite ve stabilite gibi yan etkilerinin ¢ok daha az olmasi
giiniimiizde de bir¢cok asida kullanilmasina neden olmaktadir (Aguilar and
Rodriguez, 2007).

Freund 1936 yilinda bilinen en kuvvetli adjuvanti; su, mineral yaglar1 ve 6li
mycobacteria bakterilerini igeren emiilsiyon adjuvantin1 gelistirerek adina
Freund’un tamamlanmis adjuvanti anlamina gelen “Freund’s complete adjuvant
(FCA)” admi vermistir. Fakat bu altin standart degerindeki adjuvant ¢ok fazla
lokal reaksiyona ve yan etkilere neden olarak insan i¢in fazla toksik oldugu
belirlenmistir. Bu sebepten dolayr adjuvanttan Mycobacteria bakterilerini
cikararak Freund’un tamamlanmamis adjuvanti anlamma gelen “Freund’s
incomplete adjuvant (FIA)” gelistirilmistir. Boylece adjuvant daha az toksisite
iceren ve as1 formiilasyonlarinda insanlar igin kullanilabilir hale gelmistir
(Petrovsky and Aguilar, 2004).
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Montanide FIA’a benzer yag i¢inde su igeren bir bagka adjuvant grubudur
(Reed et al., 2009). Bu adjuvantlar enjeksiyon bélgesinde bir depo gibi davranarak
antijenin yavasca serbest birakilmasimni saglamaktadirlar. Bu durumda antikor
iireten plazma hiicrelerinin daha uzun siire uyarilmasma neden olmaktadir
(Petrovsky and Aguilar, 2004). Montanide fiziksel olarak FIA’laria
benzemektedir. Ancak hayvan calismalarinda FIA’nin olusturdugu giivenlik
kaygilar1 nedeniyle Montanide biyo-bozunur olarak gelistirilmistir (Reed et al.,
2009). Montanide dogal, rekombinant ve sentetik antijen ¢aligmalarinda fare,
sigan, kedi ve kopeklerde kullanilmaktadir (Petrovsky and Aguilar, 2004).
Montanide’nin avantajlarindan biride gii¢lii hiicresel ve humoral immun yanit
uyarmasidir. Tiim bunlarin yaninda en 6nemli dezavantaji, her bir antijen i¢in ayr1
ayr1 uygulanmasi gereken yogun ve masrafli bir emiilsiyon prosediirii nedeniyle
formiile edilmesinin zor olmasidir (Reed et al., 2009). As1 calismalarinda

kullanilan adjuvant ¢esitleri Cizelge 2.5’de verilmistir.

Cizelge 2.5 Adjuvant gesitleri (Ada, 1999)

Adjuvant igerigi Cesit

Altminyum hidroksit

Ornek

Alhydrogel(™); Rehydragel®

Mineral tuz Alliminyum fosfat

Adju-Phos(™); Rehydraphos(™)

Kalsiyum fosfat

Kalsiyum fosfat adjuvant

Muramil dipeptit (MDP) analoglari

Murabutide; Threonyl-MDP

Bakteriyel ekzotoksinler

Kolera toksin (CT)
E. coli1s1 degisken toksin (LT)

Mikroorganizma Bakteriyel endotoksinler

Monofosforil lipit A (MPL®)

kaynakli Bakteriyel DNA

CpG oligonikleotitleri

Flagella

Flagellin komponenti FIjB

Mikoplazma tlirevli makrofaj aktive edici 2-kDa
lipopeptit

MALP-2

Biyobozunur polimer mikropartikUlleri

Poli laktit ko-glikolit partikdilleri (PLG)

Partikiil immun stimule edici kompleksler (ISCOM)

ISCOMATRIX®

Lipozom, virozom, proteozom

o Freund adjuvani
Yag emiilsiyon ve

Montanide® ISA 51

S EIERREE B Matabolize edilebilir emdilsiyonlar

MF59; SAF; Montanide® ISA 720

adjuvantlar

Saponinler Qs-21
iyonik olmayan bloke kopolimerler L121
Polifosfazen PCPP

Sentetik LPS tirevli sentetik bilegimler

RC529; E5564

imidazokuinolin benzeri molekiller

Imiquimod; Resiquimod

Sentetik polintikleotitier

Poly A:U; Poly I:.C

Sitokinler IL-2, IL-12, GM-CSF, IFN-y

Sitokin genleri ve kostimiile edici molekiilleri

A kodlayan genler

IL-12, IL-2, IFN-y, CD40L/124,125
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3. MATERYAL VE METOT

“Toxoplasma gondii’ye 0zgii ast adayr antijenlerin kullanildigir adjuvante
multivalan rekombinant protein asisinin olusturdugu immun yanit ve korunmanin
belirlenmesi” adli tezimin tiim calismalari Ege Universitesi Tip Fakiiltesi
Molekiiler Parazitoloji Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir. Gergeklestirilen
hayvan calismalar1 i¢in Ege Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulundan onay alinmistir (Onay No: 2010-39). Bu tez ¢alismasi ayrica Tiibitak
tarafindan 110S200 nolu proje ile desteklenmistir.

Yapilan tim calismalar ayrintili olarak asagida belirtilmistir. Caligsmalarda
kullanilan kimyasallar aksi belirtilmedikce “Applichem (Almanya)” adl1 firmadan

satin alinmistir.
3.1 Arastirmada Kullanilan Deney Hayvanlari

Bu ¢alismada 6-8 haftalik disi Swiss webster out-bred fareler kullanilmustir.
Arastirma sirasinda kullanilan fareler Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi,
Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii’nden temin edilmistir. Fareler, etik kurallara
uygun sartlarda Ege Universitesi Ila¢ Gelistirme ve Farmakokinetik Arastirma
Uygulama Merkezi (ARGEFAR) Deney Hayvanlari Laboratuvari’nda bakilip
beslenmistir. Arastirma sirasinda kullanilan hayvan sayisi, istatistiksel olarak
anlamli sonug¢ elde etmek amaciyla daha 6nce yapilan T. gondii as1 denemeleri

referans alinarak belirlenmistir.

3.2 T. gondii’ye Ait Antijenik Proteinleri Kodlayan 49 Plazmitin E. coli BL21
Star (DE3) pLysS Hiicrelere Klonlanmasi

Daha o6nce Liang et al. (2011) ve Felgner et al. (2015) tarafindan T. gondii
antijenik proteinlerinin protein mikroarray ile belirlenmesi ¢alismasi yapilmistir.
Antijenik oldugu belirlenen proteinlerin i¢inden 49 tanesi Dog. Dr. Mert Doskaya
tarafindan tez calismasinda kullamlmak iizere verilmistir (Cizelge 3.1). ilgili
Cizelgede ilk ve tiglincii siitunlarda plazmitlerin “Toxoplasma Genomic Resource”
adli veribankasindaki (http://www.toxodb.org/toxo/) gen numaralar1 verilmistir.

Ikinci ve dordiincii siitunlarda ise plazmit adlar1 verilmistir.
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Cizelge 3.1 T. gondii antijenik proteinlerini kodlayan plazmitler

ToxoDB adi Plazmit adi ToxoDB adi Plazmit adi
TGME49_047370_4 PuET-A1 TGME49_034360_1 puET-B4
TGME49_026020_8 PutET-B1 TGME49_113440_1 PuET-C4
TGME49_053730_9 PUET-C1 TGME49_013390_6 PuET-D4
TGME49_061020_40 putT-D1 TGME49 _073130_2 pukET-E4
TGME49_047390_4 putET-E1 TGME49_075490_12 pukET-F4
TGME49_024710_6 PuET-F1 TGME49_114850_1 puET-G4
TGME49_104950_2 puET-G1 TGME49_047540_5 pukET-H4
TGME49_086450_1 PuET-H1 TGME49_110780_1 PutT-A5
TGME49_021710_4 puET-A2 TGME49_026110_8 puET-B5
TGME49_121520_3 pukET-B2 TGME49_093000_2 putT-C5
TGME49_037880_1 puET-C2 TGME49_078100_1 pukT-D5
TGME49_093730_6 PutET-D2 TGME49_092280_1 putT-E5
TGME49_015980_1 puET-E2 TGME49_026380_1 puET-F5
TGME49_001840_1 PUET-F2 TGME49_090680_8 PuET-G5
TGME49_039440_1 puET-G2 TGME49_005360_17 pukT-H5
TGME49 019310_8 puET-H2 TGME49_109590_1 PuET-A6
TGME49_027280_1 PuET-A3 TGME49_114500_1 putT-B6
TGME49_003310_1 putT-B3 TGME49_055180_14 putT-Cé
TGME49_048540_4 putT-C3 TGME49_055180_7 puET-D6
TGME49_100120_9 puET-D3 TGME49_025340_13 puET-E6
TGME49_095650_3 pukET-E3 TGME49_022370_1 puET-F6
TGME49_051630_2 putET-F3 TGME49_026510_1 putET-G6
TGME49_054720_1 puET-G3 TGME49_013390_5 PuET-H6

TGME49_005360_12 puET-H3 TGME49_095700_1 PuET-A7
TGME49_058660_1 puET-A4

Plazmitlerin hepsi rekombinant protein ekspresyonu igin E. coli BL21 Star
(DE3) pLysS kompetent (Invitrogen, A.B.D.) hiicrelerine transforme edilmistir.
Bunun i¢in 10 ng plazmit 10 pL E. coli BL21 Star hiicrelerine eklenmis ve
karisim buz iizerinde (+4°C) 35 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra 42°C’de 45
saniye termal soka ugratilmis ve 2 dakika buz iizerinde bekletilmistir. Karigim
tizerine vakit kaybetmeden 90 uL S.O.C. (Super Optimal broth with Catabolite
repression, Invitrogen, A.B.D.) besin ortami ilave edilerek 225 rpm’de (Rounds
Per Minute: Dakikadaki Devir Sayis1) 1 saat boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonras1 100 pg/ml ampisilin igeren LB-agar [25 g/L Luria Bertani
(LB) besin ortam1 ve 15 g/L agar] petri plaklarma ekim yapilmis, 37°C’de bir gece
boyunca koloni olusumunu saglamak amaciyla inkiibe edilmistir. Ertesi giin
koloni olusumu goriilen petri plaklarindan 3 tek koloni secilmis ve 100 pg/ml
ampisilin iceren LB siv1 besi ortammna alinmis ve 1 gece boyunca 37°C’de 225
rpm’de calkalanarak inkiibe edilmistir. Ureme olan tiiplerden 600 puL alinmis ve
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tizerine %30 gliserol 1:1 oraninda ilave edilerek kriyo tiiplerine aktarilmis ve -80

°C’de stoklanmistir.

Geriye kalan 2,4 ml’den plazmit saflastirma kiti (Qiagen, Almanya)
kullanilarak iiretici firmanin protokoliine uygun olarak plazmitler izole edilmistir.
Daha sonra plazmitler %1°lik agaroz jelde (100 ml TAE [Tris-Asetat-EDTA]
tampon i¢ine 1 gram agaroz) 80V ta yaklasik olarak 45-50 dakika yiiriitiilmiistiir
(Bio-Rad, A.B.D.). Plazmitlerin jele yiliklenmesi sirasinda 6x bromfenol mavisi
iceren Ornek tamponu (%30 gliserol, %0,25 bromfenol mavisi) kullanilmistir.
DNA merdiveni olarak Gene Ruler DNA Ladder Mix (Fermentas, A.B.D.)
kullanilmistir.  Jel, Etidyum Bromiir ile boyanmis ve UV 1sik altinda

goriintiilenmistir (MiniBis Pro, Israil).

3.3 As1 Formiilasyonunda Kullanilacak Rekombinant Proteinlerin Sec¢imi

I¢in 49 Antijenik Proteinin Ekspresyonlarmn Belirlenmesi

Transformasyon sonucu elde edilen hiicrelerin protein ekspresyonlarinin
incelenmesi ve iglerinden asiya uygun olan antijenik proteinleri belirlenmesi
amactyla kiigiik 6lgekli deneme {iiretimleri yapilmistir. Her plazmit icin islemler

ayr1 ayri gergeklestirilmistir.

Bunun i¢in oncelikle 100 pg/ml ampisilin igeren 30 ml LB sivi besin
ortamina aktarilan plazmitleri igeren E. coli hiicreleri 16-24 saat boyunca 37°C’de
225 rpm’de calkalanarak inkiibe edilmistir. Siire sonunda iizerlerine 70 ml 100
ug/ml ampisilin igeren LB sivi besin ortami eklenmis ve toplamda 100 ml’ye
tamamlanmistir. Besiyerlerine ODgyy (600 nm’de olgiilen Optik Dansite) takibi
yapilmis ve ODggp degeri 0,4 ng/uL oldugunda, son konsantrasyon 0,5 mM olacak
sekilde IPTG (isopropil-p-D-tiogalactopiranoside) eklenmistir. Daha sonra
37°C’de 225 rpm’de 4 saat boyunca galkalanarak inkiibe edilmis ve sonrasinda
ornekler 5000xg’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Ust siv1 atilarak pellet -20
°C’ye kaldirilmistir.

Ertesi giin pelletler % 0,1 Triton X-100 igeren 50 mM Tris-Cl ve 0,3 M
NaCl (pH: 7,4) ile homojenize edilmis ve -20°C’ye kaldirilarak 3 kez dondurulup
¢cOzdiriilmistiir. Homejenatlar oda sicakliginda 15 dakika karistiricida inkiibe
edilildikten sonra 30.000xg’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen istsivi
ile kiiclik 6lgekli saflastirmaya gidilmistir.
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Saflastirma sirasinda Ni?* ile kaplanmis boncuklar kullanilmistir (Ni-NTA,
Qiagen). Bu boncuklardan 1 ml herbir istsiviya eklenmis ve 30 dakika oda
sicakliginda hafifce calkalanarak inkiibe edilmistir. Siire sonunda 4000 rpm’de 1
dakika santrifiij edilmis ve iist siv1 atilmistir. Boncuklarin tizerine 10 ml 50 mM
Tris-Cl, 0,3 M NaCl ve 25 mM imidazol eklenmis ve 30 dakika oda sicakliginda
hafifce c¢alkalanarak inkiibe edilmistir. Yine 4000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edilerek iist stv1 atilmistir. Bu islemden sonra Ni?* ile kapli boncuklarin iizerine 1
ml 50 mM Tris-Cl, 0,3 M NaCl ve 0,5 M imidazol eklenmis ve 30 dakika oda
sicakliginda hafifge ¢alkalanarak inkiibe edilmistir. En son 4000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilerek st sivilar toplanmis ve 6rneklere Western Blot uygulanarak en

iyi eksprese olan proteinler gorsel olarak belirlenmistir (Bkz. Boliim 3.7.).

3.4 As1 Formiilasyonunda Kullanilacak Rekombinant Proteinlerin Secimi
Icin 49 Antijenik Proteinin Biyoinformatik Yéntemlerle Analizi

As1 antijenlerinin se¢mine yardimci olmasi agisindan biyoinformatik
yontemler kullanilarak asi adayr 49 antijenik proteinin CD8 Tc hiicrelerinin
baglandigt MHC-I ve B hiicre epitop bolgeleri ile N- ve O-baglh glikozilasyon

bolgeleri incelenmistir.

Antijenik proteinler, 8-10 aminoasitlik kisa peptitler halinde MHC-I
molekiilleri iizerinde CD8 Tc hiicrelerine sunulmaktadirlar (Feliu et al., 2013). Bu
yiizden MHC-I epitop analizi yapilirken MHC-I allel uzunlugu 9 olarak se¢ilmis
ve Immune Epitope Database and Analysis Resource
(http://tools.immuneepitope.org/mhci/) programi ile analiz edilmistir. Analiz

sonunda ¢ikan yiizdelik oranlar iginden 1,0 < olanlar segilmistir (Moutaftsi et al.,
2006; Kotturi et al., 2007; Paul et al., 2013; Goodswen et al., 2014).

B epitop analizinde SVMTriP
(http://sysbio.unl.edu/SVMTriP/prediction.php) adli program kullanilmistir. Yao

et al. (2012) B hiicrelerinin baglanacagi en uygun epitop uzunlugunun 16
aminoasit oldugunun gosterilmesinden dolayr analiz sirasinda 16 aminoasit

uzunlugunda epitoplar se¢ilmistir.

N- ve O- baghh glikozilasyonlar ~ NetNGlyc 1.0  Server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) ve  NetOGlyc 4.0  Server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) adli programlar kullanilarak analiz
edilmistir (Frank and Schloissnig, 2010).



http://tools.immuneepitope.org/mhci/
http://sysbio.unl.edu/SVMTriP/prediction.php
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/
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3.5 T. gondii’ye Ait Alt1 Rekombinant Proteinin Biiyiik Ol¢ekli Ekspresyonu

Kiigiik 6l¢ekli optimizasyon galismalar1 sonucunda elde edilen ekspresyon
verilerine ve biyoinformatik analiz sonuglarina gére as1 formiilasyonunda
kullanilabilecek alt1 proteini kodlayan puET-H2, puET-A4, puET-E4, puET-D6,
PUET-E6, puET-H6 plazmitleri se¢ilmis ve biiylik dlcekli protein ekspresyonu
gerceklestirilmistir.

Alt1 proteinin biiyiik 6l¢ekli ekspresyonu biyoreaktorde (BioFlo 110, New
Brunswick, A.B.D.) gerg¢eklestirilmistir. Bunun ig¢in plazmitleri iceren E. coli
BL21 Star (DE3) pLysS stok hiicreleri 100png/ml ampisilin igeren 500 ml LB
besin ortamina eklenmis ve 37°C’de 225 rpm’de calkalanarak bir gece boyunca
inkiibe edilmistir. Ertesi giin 100pg/ml ampisilin i¢eren 7.5 litre besiyeri ortamina
(Cizelge 3.2°de igerigi tarif edilmistir) eklenmistir. Daha sonra kiiltiir ortami; pH
6.82°de, 37°C’de, 2.5 LPM (liter per minute; dakikada verilen hava litresi) oksijen
uygulayarak 400 rpm’de karistirilarak inkiibe edilmistir. ODggo degeri 0.4
oldugunda, E. coli BL21 Star (DE3) hiicreleri son konsantrasyon 0.5 mM olacak
sekilde IPTG ile uyarilmis ve ortalama 5 saat inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda
besiyeri, yer tipi sogutmali santrifiijde 4°C’de, 5000xg’de 10 dakika santrifiij
edilmis, hiicreler toplanarak tist sivilar dokiilmiis ve hiicre pelletleri kullanilincaya
kadar -80 °C’de depolanmustir.

Cizelge 3.2 Biyoreaktorde kullanilan besiyeri karigimi

Kimyasallar Son Konsantrasyon |

KH2PO4 2g/lL

K2HPO4 3glL

(NH4)2HPO4 (Merck) 54l

MgS04.7H.0 054l

Glukoz 25g/L

Maya ekstrakt 5glL

Kopiik kirici  (Sigma) 0.35-0.4 ml/L

Thiamine 1 mglL
it Sz

FeCls.6H20 475 g/lL

CuS04.5H:.0 0.4 g/lL

ZnS04.7H20 1glL

MoNa204.2H20 0,59/l

BH30; 0.575 g/L

6N Siilfiirik asit 12,5 milL

MnClz. 4H:0 4 glL

NaCl 5¢lL
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As1 formiilasyonunda kullanilabilecek alti proteini kodlayan puET-HZ2,
PUET-A4, puET-E4, puET-D6, puET-E6, ve puET-H6 plazmitlerinin gen
dizilimleri ve kodladiklar1 proteinlerin aminoasit dizilimleri Cizelge 3.3.A-F’de

verilmistir.

Cizelge 3.3 A. Rekombinant H2 proteinine ait puET-H2 vektorii gen (a) ve protein (b) sekanslari

a) pUET-H2 vektoriinde H2 genini igeren ORF bolgesi (711 bp)

CTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAA
TGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCG
CATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACA
CCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAG
ACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAA
ACGCGCGAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAAT
AATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTG
TTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAAT
GCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTAT
TCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGT
AAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAG
CGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAA
AGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCG
CCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCT
TACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACAC
TGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCA
CAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCAT
ACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACT
ATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGC
GGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGA
TAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGG
TAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACG
AAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCA
AGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTA
GGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCA
CTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCG
CGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGA
TCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAA
TACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCC
TACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTG
TCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAAC
GGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCT
ACAGCGTGAGCATTGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCC
GGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTG
GTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATG
CTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCT
GGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGA
TAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCG
CAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGC
GCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCCGGCGTAGAGGATCGAGATCGATCTCGATCCCGCG
AAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATA
ATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCGTCACCATCATCACCATCATGATG
CCTGTCATGTATCCCTGCCGCCGGCGGCGGAGCCCCAGGAGATCCAGGTGTTCGTCCACT
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TGAATTTTTTCGGTCTTCTTCGATTCGCGCGGGTGTGCGTGAAGCAGCGACGAGAAGAAG
AGAAGACCGTAGAGGCTCCCGAGGTCGCGCAGGGCGGCGAGGAGACAGCCGGAGCAGAGA
CGGCGCCTGAAGTGAGGAAACTGGTCAGAGTCGTGAAGGTCGATGTGCCGTACCAAGTCC
AGGAGGCGCCGGGCCGGCCGACGACTCTGCAGCTCCGAGACTTCCGTGAGGACGAACTGA
ACATGGACAACGAGGACCGCCTGACACGGGAGAAGATGGATCGTCTGAACGAGTTGGAGT
CGTACCTCTACGCGCTGCGCGACGACATCTCCGGGAAGATGCGAGACTTCGCGACGCCCG
AGGAGCGAGCAGAAATTGAGGCGCTTCTGGAGTCCTCGCAGCAGTGGGTAGACGACGCTC
TGGTGGACATTTCCACCGTCGCCAAGAGTGCGGTCGTCGCGAAACTCGAGGAACTCCAGG
CTGTCGGAGGAAAAGTCTCGCGCCGGTTCGAAGAGTACTCCGGCAGACAAGAAGCCCAGC

AACTGCTGCATGCTGCAGTC
CTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGA

GGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGAT

Alti gizili kisim: Open reading frame; Kirmizi baz: Hedef gen bdlgesi; Yesil baz: Vektdre ait bélge

b) puET-H2 vektoriinde H2 genini igeren ORF bolgesinin kodladig1 protein (236 aminoasit)

MRHHHHHHDACHVSLPPAAEPQEIQVFVHLNFFGLLRFARVCVKQRREEEKTVEAPEVAQ
GGEETAGAETAPEVRKLVRVVKVDVPYQVOQEAPGRPTTLOQLRDFREDELNMDNEDRLTRE
KMDRLNELESYLYALRDDISGKMRDFATPEERAEIEALLESSQQWVDDALVDISTVAKSA
VVAKLEELQAVGGKVSRRFEEYSGRQEAQQLLHAAVDPAANKARKEAELAAATAEQ-

Cizelge 3.3 B Rekombinant A4 proteinine ait puET-A4 vektort gen (a) ve protein (b) sekanslari

a) pUET-A4 vektoriinde A4 genini iceren ORF bolgesi (942 bp)

CTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAA
TGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCG
CATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACA
CCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAG
ACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAA
ACGCGCGAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAAT
AATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTG
TTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAAT
GCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTAT
TCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGT
AARAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAG
CGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAA
AGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCG
CCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCT
TACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACAC
TGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCA
CAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCAT
ACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACT
ATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGC
GGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGA
TAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGG
TAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACG
AAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCA
AGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTA
GGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCA
CTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCG
CGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGA
TCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAA
TACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCC
TACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTG
TCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAAC
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GGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCT
ACAGCGTGAGCATTGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCC
GGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTG
GTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATG
CTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCT
GGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGA
TAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCG
CAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGC
GCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCCGGCGTAGAGGATCGAGATCGATCTCGATCCCGCG
AAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATA
ATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACAT ATGA
GGAGCTCAGTAGGGCAGTCTCGTCTGCCGCTCAAGTTTTTCCTTGCGCCGTTCTCGGTGA
AAAATTCGGTTTTCGCCCTCTTTTTCGTGTTCGCTCTTGTCTGCGTCTCCGGTCTGTCTT
GGGAAGATGCTGAGGACGGCGCAGCGTGGGACTCAGTCTCGAACGATTCGGACGACAGCT
TCGCGAAAGGGTCTGACTTCGGGGAAGTCAAGTTGGGCAGCGCAGGCCAACGGCAGCTCC
TCAGTCAGCTCCAGAACGAGTTGGGCGGTGAATTCGAGGACGCAGACGTGAGTATGCTCC
AGAGGGATCACGGAATCCACGGAGAGGAAGCCGGTTTGTTCCGCAAGGCTGTTCCGGGCT
TGGACGACCCAGCTGAAGACGATGAAGCCGACGGCGAAAGTGCCTCGGATGAGGCAGAAG
CCGACTCTGACGTCTTGGCGGACGACGAAGAAGGGACATCCCTCATCGAAAATGCGAGTG
AGGAAGACACAGACAACTCCGAGGCAGACAGTCAACAGGAGGATGACAGTGTGGGAGAGG
ATTCCTTTCTCCAGCAGGAGGGCGAGGACTCCGAGGAAGAAAGAGCAGTCGAGGACCCGT
ATGCTGCCGCCGAACCCTCTTATCTTGAAGAGGACAACACTGTTGACGACAGCGCGGCGG
AGGATTATGCCCCTGCTTCGTTTGTCCAGATCGGCAGTGGAGAGAGAAAAATCCGGGCGC
ACATGCATCTTGACAGCCGCCAAGTTGCCCCCGAAAGATTCGCGCATGCGTTCAACCAGG
ATCATGTCAGACTTCTGGACCAGACCGCCGTCGAGGACGAACTTCTCGATGAGGCCGCCC
CGGGCGGAGGC

CTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTT
TGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGAT

Alti gizili kisim: Open reading frame; Kirmizi baz: Hedef gen bdlgesi; Yesil baz: Vektore ait bélge

b) puET-A4 vektoriinde A4 genini igeren ORF bolgesinin kodladigi protein (313 aminoasit)

MRHHHHHHMRSSVGQSRLPLKFFLAPEFSVKNSVFALFEVFALVCVSGLSWEDAEDGAAWD
SVSNDSDDSFAKGSDEFGEVKLGSAGQROLLSQLONELGGEFEDADVSMLORDHGIHGEEA
GLFRKAVPGLDDPAEDDEADGESASDEAEADSDVLADDEEGTSLIENASEEDTDNSEADS
QQEDDSVGEDSFLOQQEGEDSEEERAVEDPYAAAEPSYLEEDNTVDDSAAEDYAPASEVQT
GSGERKIRAHMHLDSRQVAPERFAHAFNQDHVRLLDOQTAVEDELLDEAAPGGGDPAANKA
RKEAELAAATAEQ-

Cizelge 3.3 C. Rekombinant E4 proteinine ait puET-E4 vektorii gen (a) ve protein (b) sekanslari

a) pUET-E4 vektoriinde E4 genini iceren ORF bolgesi (1095 bp)

CTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAA
TGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCG
CATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACA
CCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAG
ACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAA
ACGCGCGAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAAT
AATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTG
TTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAAT
GCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTAT
TCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGT
AAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAG
CGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAA
AGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCG
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CCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCT
TACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACAC
TGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCA
CAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCAT
ACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACT
ATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGC
GGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGA
TAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGG
TAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACG
AAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCA
AGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTA
GGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCA
CTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCG
CGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGA
TCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAA
TACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCC
TACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTG
TCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAAC
GGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCT
ACAGCGTGAGCATTGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCC
GGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTG
GTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATG
CTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCT
GGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGA
TAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCG
CAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGC
GCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCCGGCGTAGAGGATCGAGATCGATCTCGATCCCGCG
AAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATA
ATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACAT GTTG
GTACCCCGGATGGCGGAGCGTCTGCCACTGACCCAAGCTGTCTCACCGAAGGGACTGAGA
CCCAGTGCACTTGCCAAGACAAGAATGGTTCTGCGAAGGATCTCGTAGCGACCCTCTCAC
AGAATCAAAATGGCTTGAACATAAGATGCAAAAAGACCGAACTGAAATTTGCGCCTGAAA
GCTCAAATGGCAAAGCAGTCTGTCCGTCGACCACAACAGAGCTCAAGGACTGCAAACCAG
CTTCGACGCGAAGCGTTCCAAACTCCGTTGAAATTGACACTCTTCTCAGCGGCTCTCCAA
AAGACGTGTCTTGGAAGGATGATGGAGGAGACAATCAGTACACGTCTAAAAAGTTGGTCA
TCCCTCAAGAGTACTTTCCCTCTGTCGACCAAAAGTTCATTGTCGGCTGCGTCACAAGCG
ACTCCGCGACGCAGGCCACCGCAATGAAGGTGACAGTGACGCTTGAAGCAAAGGCAAGTG
CAACTCAAGAGCAGACTGTCAACTGCGCCTACGGGGCGAATAGCAACAAGGCCCACCAAG
CCATCACTCTGACTCCGGAAAATAACAAGTTCACTCTGGTGTGCGGAGATAAAGGACAGA
TTCTGCCGACAAACTATCAAGAGACATATTGCGCTCATGAAGACGGAAAGGACGCAGCTG
ACACGTGCAAGGACGCGTACAGTGGAATTTTCCCGAATTACGAAACAACTTGGTGGACGA
AAGCCACAGAACCCCCCAGCAACGAGTACACGTTCAAGATTCCAGAGGGTCAGTTCCCGA
CAGAGAAACAGACGTTCATGGTCGGGTGCCACCGACAGACACCAGTTCAAGATAATGCAC
AGAAGAACGGAGTTGACAACACCGCCCAAGAAGCGAAGCCGACTGTGTGCACCGTTGATG
TGACGGTTGCAGCCTCTGCACCTTCCTCTGCTGCTGAGTTGGCAAGTGGCATATCTCTCA

TGTTGTTGTCCGTTGCATCGATTGCCTTCTCATTTGCCTTGTAG
CTAGCATAACCCC

TTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGAT

Alti cizili kisim: Open reading frame; Kirmizi baz: Hedef gen bélgesi; Yesil baz: Vektére ait bolge

b) puET-E4 vektoriinde E4 genini iceren ORF bolgesinin kodladig protein (364 aminoasit)

MRHHHHHHVGTPDGGASATDPSCLTEGTETQCTCQODKNGSAKDLVATLSONQONGLNIRCK
KTELKFAPESSNGKAVCPSTTTELKDCKPASTRSVPNSVEIDTLLSGSPKDVSWKDDGGD
NQYTSKKLVIPQEYFPSVDOKFIVGCVTSDSATQATAMKVTVTLEAKASATQEQTVNCAY
GANSNKAHQAITLTPENNKFTLVCGDKGQILPTNYQETYCAHEDGKDAADTCKDAYSGIF
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PNYETTWWTKATEPPSNEYTFKIPEGQFPTEKQTFMVGCHRQTPVODNAQKNGVDNTAQE
AKPTVCTVDVTVAASAPSSAAELASGISLMLLSVASIAFSFAL-
DPAANKARKEAELAAATAEQ-

Cizelge 3.3 D. Rekombinant D6 proteinine ait puET-D6 vektorii gen (a) ve protein (b) sekanslar

a) pUET-D6 vektoriinde D6 genini igeren ORF bolgesi (2184 bp)

CTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAA
TGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCG
CATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACA
CCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAG
ACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAA
ACGCGCGAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAAT
AATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTG
TTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAAT
GCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTAT
TCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGT
AAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAG
CGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAA
AGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCG
CCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCT
TACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACAC
TGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCA
CAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCAT
ACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACT
ATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGC
GGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGA
TAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGG
TAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACG
AAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCA
AGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTA
GGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCA
CTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCG
CGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGA
TCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAA
TACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCC
TACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTG
TCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAAC
GGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCT
ACAGCGTGAGCATTGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCC
GGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTG
GTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATG
CTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCT
GGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGA
TAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCG
CAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGC
GCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCCGGCGTAGAGGATCGAGATCGATCTCGATCCCGCG
AAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATA
ATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACAT CTTG
CGGCTTCCATCTCATGCTCGCCTGCCGCTGCCGGAACCGTGGTGTCGCCACAAGATGCCT
TGGTCACATCCTCGCTTTCCATGCCTGCTCTTCCGTTAAACGCGTCCTCTTTCCACGAAG
CACACCGGCCTTGGATCTTCAACTCCATCAGCGAACCAGATGAAGAGAAGCTGCTCGCAG
AGCCGTCTTACCCCATCGAGAAGCTTTTGCGTGTCACGGATTTTTGTGGCGAGCGTGGAG
TGGATCCTCTCTCGATTTGGACCGGGGAGGCGAAGGCTATTCCCACTGCGCTTTTCTCGG
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ACCTCCTTGCGGCTTCGGCCCTTCGGCCTTCCATCCCGGATCCGTCGTTGCTTCCGAATC
TCTGCAGCGTCTGCAGCGCGGCTCTCAGCGGCCTTGTTGACTTTTACTCTGAGCAACATC
GCTCCATCGAAGCCATTCTCGAGGCGCTAAAGAGACAGAAAACGATTCCAACGGTCTGCG
AGGAGACGCCGGTCTCTCCGGAGCTTGTCGAGTCCTCCTCTGCATGCGCGATTCCAAGTT
CAACAGCGAATCTTTCAAGTCCGCCAAAAGAAGTGACTGTCTCATCTACGGCCAACGGCG
AAGCAGATAGAGCCGAGGGTGTGCACCTGCAGTTCGTTCACGCTGGGGGGGACGGGGACA
CTGCGCCTGCTCGTTCCGAGTCAAGTCAGGAAACGGAGAAGAACCAGGAAGAGACAATCC
ATGCAGAGGTTCTGCCTTCTATCGTGGTGCCTTTACCGTCTCCTGACGACGTGCATCTGC
GGTCTTCGTCTCAAGAACCTTCTGCCTCGTCTGTCGCGCCTGGCGACCAGCAGCAAGGTG
GTGAGAAAGAGGAAACCCAAGGAGGCAGACAGATTAGCTGCGTTGCCAGCCCGTGTGGCG
TAGGTGCTCTGTCGCCGATCGTCTGCGCAGGCGTCGACGAGGTTCCCGATTCTTCGAAGG
TGGCGCCTGTCCAAGACGCGGAAGGAAACCGCCAAGTCTCTGTCTCTTCTTCCCAAAGCA
GAGTTGAGGGGAGTGGTCCGGATAGCGGCGACAACCAGCGCCTGGAGACTGAGGAGCCTT
TGTCTCCTCGGATTTTGAATGAACACGAGACGCCTGCGACGGATCTTCTAGGGTGCTGCA
TTCCGTCTGCGTCTCTCTCTTCTTCGCCACGAGCCGCCGTCCCCGCCTTGAATCCGTGGG
TTCTCGAACATACGGCGACGCTTCCAGAGTTTATTTACGTCTCGCGTCGGCCCCTTCAGA
GGGCGTTTTCCCTGCACTCGTGTTTCCTCACACTCTGCACGCTTCCCACAGCCTCCTCAC
CTGCGTCGATTCCTTTCTCGGCGTTGCTGCCTTCTTCGTCGAGTCCTCAGTCGCGAGAGT
TGAAGGTGTTGCGGGCAAAAATGAAGCGAGAGGGAAAAGACAGCAGAGAGAAATATCTCT
CTTGGCTTACCCTCAGCGACGTGCGTCGCGAAGTGACTCTCGGACGAAAGCTGCCACAGG
GCGACTCCGATCCAAGCAGGGGAGTGAAGCCCCCGAAGAAGGACGCCAGGAAGGATGGCG
ACTGGGAGCGGGCAGAGGAGGGAATCGAAGAGGGGGAAGCCAGCGATGGCGACGGGACAA
ACGACGGAAGGAGAAGGCGAAGAAAGAAGGTCGAGGACGAGGAACAGGGCGAGGAACAGG
TCTGCGGGGACGAAGACGTGGAGGATGTCAACATGGATGACGAAGGGGAGGAGTCGGCTT
CTTTAGGGTCTTTGTTGCATGCAGAAGACGAGGGAAACGCGACGAAAAAAACGAGAGTCA
CACGCGCAAGGAAAGCCGTGTCTTCTCCCCCTGGGGCGAATCGCAAGGCGGTGGCGCACA
CACTGCATCGGGCGACAAGTCGGCCGCGCAGCGACCATAAGCAGGAAGAGAACGAAGACT
TGGAGGAGGAAGAAGGAAACACAGAGGAGGGTCAGGGGAACAGTCAGGATGCGCACACCG
GTCGCGACAATGTCTTCGACTTCGCCTCAGATCTCCTCTGCTGCCACCAAAAACTCCGTA

TTCAAGGAGCCGTTGGAAAAAGCAACAAACTTCAGCGTTTCT TGGTAAATAAﬁr
CTAG

CATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTA
TATCCGGAT

Alti gizili kisim: Open reading frame; Kirmizi baz: Hedef gen bélgesi; Yesil baz: Vektére ait bolge

b) puET-D6 vektoriinde D6 genini igeren ORF bolgesinin kodladigi protein (727 aminoasit)

MRHHHHHHLAASISCSPAAAGTVVSPODALVTSSLSMPALPLNASSFHEAHRPWIENSIS
EPDEEKLLAEPSYPIEKLLRVTDFCGERGVDPLSIWTGEAKAIPTALEFSDLLAASALRPS
IPDPSLLPNLCSVCSAALSGLVDEFYSEQHRSIEAILEALKRQKTIPTVCEETPVSPELVE
SSSACAIPSSTANLSSPPKEVTVSSTANGEADRAEGVHLQEFVHAGGDGDTAPARSESSQE
TEKNQEETIHAEVLPSIVVPLPSPDDVHLRSSSQEPSASSVAPGDOOQGGEKEETQGGRQ
ISCVASPCGVGALSPIVCAGVDEVPDSSKVAPVQODAEGNRQVSVSSSQSRVEGSGPDSGD
NQRLETEEPLSPRILNEHETPATDLLGCCIPSASLSSSPRAAVPALNPWVLEHTATLPEF
IYVSRRPLORAFSLHSCFLTLCTLPTASSPASIPFSALLPSSSSPOSRELKVLRAKMKRE
GKDSREKYLSWLTLSDVRREVTLGRKLPQGDSDPSRGVKPPKKDARKDGDWERAEEGIEE
GEASDGDGTNDGRRRRRKKVEDEEQGEEQVCGDEDVEDVNMDDEGEESASLGSLLHAEDE
GNATKKTRVTRARKAVSSPPGANRKAVAHTLHRATSRPRSDHKQEENEDLEEEEGNTEEG
OGNSQDAHTGRDNVEDFASDLLCCHQKLRIQGAVGKSNKLORFLVNKDPAANKARKEAEL
AAATAEQ-
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Cizelge 3.3 E. Rekombinant E6 proteinine ait puET-E6 vektorii gen (a) ve protein (b) sekanslari

a) PUET-E6 vektoriinde E6 genini igeren ORF bolgesi (2172 bp)

CTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAA
TGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCG
CATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACA
CCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAG
ACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAA
ACGCGCGAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAAT
AATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTG
TTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAAT
GCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTAT
TCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGT
AAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAG
CGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAA
AGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCG
CCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCT
TACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACAC
TGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCA
CAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCAT
ACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACT
ATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGC
GGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGA
TAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGG
TAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACG
AAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCA
AGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTA
GGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCA
CTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCG
CGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAARAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGA
TCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAA
TACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCC
TACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTG
TCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAAC
GGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCT
ACAGCGTGAGCATTGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCC
GGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTG
GTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATG
CTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCT
GGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGA
TAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCG
CAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGC
GCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCCGGCGTAGAGGATCGAGATCGATCTCGATCCCGCG
AAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATA
ATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACAT TTCA
AAACCAAGATCGAGAACCTGACGTCTCAGCTGGAGGAGCAGAAGGAGGCGAGGTGGAAGG
CACGCGAGGCACAGGACCAAGCAGAGGTGGAGCGGAAACGTCACCTGGCTGAGCTGGAGC
GACAGCTGCGTGTGGAGACTTTGGAGAAGGACGAACTGCGCGAGGCGTTGGAGCGGCAGA
CCTCGCGGGCGGAGAGTCTCATGGAGGAACTCGGGACAGTGAGGCGGGAAGGAGGCTCTC
CGAATATAGGGCGACTGGCGGATCGCGGGTGTCAGGTGGAGCCGACGGTGCGGAGCCGGG
GAACGCAGGTCGAGGACACAGTTATGGAGTACATTCGCGAGTGCACAGAGATCTCTGAAG
AGGCTATGCAGGGGGACGAGACGGGTCGGGTGCGCTCGAGAGTCAGGGACATGTTGGACG
AGAGAAATGGGAACCTGCGGGGGAGGTGTCTTTTGCGCCACGAACCCACCTTTCTGTCTT
CGCCTCCAGCTGAGGGTCTTTGCTCCAGAAAGGAGTCCGGAGAGAAGTCGAGAAAGGCGA
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GCGTGCTTGAGGTTGAGGACGACGCTTCGATCGATGGAGCTGTTCAAGCAGTGGAAAATG
GAGTTCTTAAAACCGCAAGCAAGGCTGGGACGACGACACCATCGGAGGGAAAGGGTCTGA
AGATGCTTGGGACTCGCACGTCCATCGGGTGTGGAGTAGAAAAGGAAGACCAAGCCGGCA
AGAAGGAGGCGGACCTGTTCAGCAAAGTCGCCGACGTCGCGTTTCGAGCAAAGGCAGGAA
GTGTAGGTCCATTTCAACGCCGCGGCAGTGAGGCAGAACAGAAGGATCAGCAAGCGGACA
CGAGTGGGCAATCCCGTGGCGAGAGAGGGGCTGAGATTTCGGAGAGAAACACAACGAGTG
ACGGACTGGGTTCTAAGGACCCTTCTGGTCGAGACAAGTCCCCCGCTGTAACCGGTATGA
AGCATTACCGGGACATAAAAGAAACACCTAGTATTGACAAAAAACTTCACGCGGACGAGG
ACGAAGGGAGACAAGCTCGCGATTTGTCGCGCTCATCTTCTCGCGATGGACCTCGTTCAT
CTTCTCGCGATTTCGATTCCTTCGCTGTAGTGAGGTCCAAAGCTCTCGAAGTTCTCCGGC
GTCAGCGTGCAGACCCTTCAGACTGGGAAGGATGTGAGAATGTGGAAAAGGATCATTTCG
GGAGTCGCGAGAGGCACTCGAATGGGGAAGAGTTCAAGACACAGGGAAACGTTGGTCGAG
GTTCACTGAGGCAGGAACCCTTTACCGATGGAGTGTACCACGACAGGCAGCAGCGCTTCT
CAGAGAAAGAACCTGCGAAGCCGATGTTCACTTCCCTCGCGGATCCGAGCGTGAGGAGAC
ATTTTAAGGAGGAAGAAGAACGACGGAAATTCCAGGAAAAGGCAGAAGAGGAGATCTTGC
GCCTTCTCAAACGCGCAGCTGAGTGCAGCGAGGAAGATTTGAAAAGGGAAGAACGCTCCG
AAAAGGCTACCGAAAAGGGGTCCCGTCTCTTCTCTGGAGAGGAGGTGCGATTCTTTCCGG
CATCTCTCGACTCCGAACTTGAAAGACTGAAGGAACGGCTGAGGCCGGGGAATTCGGTTC
TCAAAGCAGTTCGAGACACAGGCGCTTTCTCGAAATTCGGAAGCGATGATAACTCTGCCA
GATCGGATCGCTCTCGACACAACGAGCGCCGTTCGTCTTTGAGTGGGGCGGGTACTGGTG
TGGATGACACTTTTGGGAACTCCAGAGCAGATAATCTTCGCGTGGAACCGGCGTCACGGC
GACACACTGGAGAATATGCCCGAGGAACAAGTTTTCACGGGAACAGAAGACCAGAAACCG
TGGAGAGACAGGAAAAATTGGTGGCAGGAAGATCGCTCCGGACCTCGCTCATTGAGACGC
TTTCCGCCACCTCTCATCAAATTCACGTAGAGCGAAGTGCTGTCAAGTGTGGCCTGGACC
ACATGCTGCAAAGGCAGGAACACAGCGGCTGGTTTCCTGGCCGCACGGAAAACTCCAAAG
AATCCGGCGGCACGCAGGCGACCATTTCTGAACAGATGAGG

CTAGCATAACCCCTTG
GGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGAT

Alti ¢izili kisim: Open reading frame; Kirmizi baz: Hedef gen bélgesi; Yesil baz: Vektore ait bolge

b) puET-D6 vektoriinde D6 genini igeren ORF bolgesinin kodladigi protein (723 aminoasit)

MRHHHHHHFKTKIENLTSQLEEQKEARWKAREAQDQAEVERKRHLAELERQLRVETLEKD
ELREALERQTSRAESLMEELGTVRREGGSPNIGRLADRGCQVEPTVRSRGTQVEDTVMEY
IRECTEISEEAMQGDETGRVRSRVRDMLDERNGNLRGRCLLRHEPTEFLSSPPAEGLCSRK
ESGEKSRKASVLEVEDDASIDGAVQAVENGVLKTASKAGTTTPSEGKGLKMLGTRTSIGC
GVEKEDQAGKKEADLEFSKVADVAFRAKAGSVGPFQRRGSEAEQKDQQADTSGQSRGERGA
EISERNTTSDGLGSKDPSGRDKSPAVTGMKHYRDIKETPSIDKKLHADEDEGRQARDLSR
SSSRDGPRSSSRDEDSFAVVRSKALEVLRROQRADPSDWEGCENVEKDHFGSRERHSNGEE
FKTOGNVGRGSLRQEPFTDGVYHDRQORFSEKEPAKPMFTSLADPSVRRHFKEEEERRKF
QEKAEEEILRLLKRAAECSEEDLKREERSEKATEKGSRLEFSGEEVRFEFPASLDSELERLK
ERLRPGNSVLKAVRDTGAFSKFGSDDNSARSDRSRHNERRSSLSGAGTGVDDTEFGNSRAD
NLRVEPASRRHTGEYARGTSFHGNRRPETVERQEKLVAGRSLRTSLIETLSATSHQIHVE
RSAVKCGLDHMLOROEHSGWEPGRTENSKESGGTQATISEQMRDPAANKARKEAELAAAT
AEQ-

Cizelge 3.3 F. Rekombinant H6 proteinine ait puET-H6 vektorii gen (a) ve protein (b) sekanslari

a) pUET-H6 vektoriinde H6 genini igeren ORF bolgesi (3232 bp)

CTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAA
TGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCG
CATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACA
CCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAG
ACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAA
ACGCGCGAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAAT
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AATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTG
TTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAAT
GCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTAT
TCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGT
AAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAG
CGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAA
AGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCG
CCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCT
TACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACAC
TGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCA
CAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCAT
ACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACT
ATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGC
GGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGA
TAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGG
TAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACG
AAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCA
AGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTA
GGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCA
CTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCG
CGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGA
TCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAA
TACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCC
TACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTG
TCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAAC
GGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCT
ACAGCGTGAGCATTGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCC
GGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTG
GTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATG
CTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCT
GGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGA
TAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCG
CAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGLCCTCTCLCCCGC
GCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCCGGCGTAGAGGATCGAGATCGATCTCGATCCCGCG
AAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATA
ATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACAT GGTC
GAACCGCGAGGAGTCTGTACACGGCAACTCCCGGTTTGAGTGTGCGGCCGGCAGCGACGT
CAACAGCAGCTTCTCTGCCGAAGCCGGCCTTCGTTCTGCCGCCGTTCGCAGCATCGAGAC
TCGCTGTTTGTCCTCCTTCGCTTAGCCAGGAAGCCCAGGCTTCCTCTCTGCCGCCTGGCA
CTTCAGAGGAGGACAGGGCAAACGCCCCGCCAGGATCCAGAGACAACGTCGGCGAACGGC
TGGGCTTCGACGCAGCAGCGAAGGTCTGCGGAGATGCTGGCTCGACAGCAAAGACCGGTC
AAGACAGCAGCCTGGGCGAGAGTGTCCTAAAGGGTGAGAATCTTTCGGAACAACAGACCC
CGGATCCCTCACTCCCAGTCTTCTCCTCCTCTCCAGTGTCTGCGAGCGCTGGATTGTCTC
AGGCGGCAGCTGCAGGAGGCGCCCGGAGCAGGAACCACAGTGGCCTCGACTTCGAGGGAG
GAGGATCTTCAGATGGAGTCCATCTTGGAGGATCGACTGTCTCGCGTGAGCCTCGATCTC
CCTGTCTTTCTGAAAGGAAAAGGACTCAGCCTTCTTGTTGCGAAGGACAGAGTGACGGGC
AAGGCATCCACGTCGAAGGAAGTGGATCTTCGCCGTGTGTGGCGCCGGAGACGTCGATTG
CCTCTCCCTTCGGTCTCCCGGGAGACCCGGCGTCCGTCTCTCTTTCTCCGCCTCTCCCTC
AGTCTCTGTCGACGCCGGGACCTGCGCAGGCTCCTGCCGCGGCACTGATGCCGTCTTCTC
CCCGTCTGAATGCCGACGCGTTTCCTGCTGATGGTGATCTTTCCTTCCCGACCGCCTTCG
TTGCCTCGCAGCCAGCTGACGGGGCTGGTCAGGCGTCTTCGCGAGAGGAGACGTTCTCTC
TGCATGCGTCTGGACGCCCGCGGGGCGGTCTGTCTGTCGCACTGGAGAGCAGCAGCGGGG
ACGAAGAGGAGACGAGCAGCGTGACGCTGGACGACTCGAGCGAAGGGTCCCTGAGCTGGA
GAGACACCTGGCGTCCTGCTGAGGAGGCAGTGGGTTACACGCACCGAAGAGTCTCCGGTG
GCGAGACAGCAGATGCAGCCTCTCCACAGTTCGCCAGACGAGAGCTCGTCAGAGATCGAC
AGCAGCGAACTCGCGGGGACGCAGCTCTCGAACGCCCGGACTGCAGCCGCGGCAGGCGAG
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CCGGGTCTCCAGAAGCCGCAGGCATCCTGCAGACTCCCGCGTACGCTGCAGCTTTAAAGG
AGTGGATGGAGGAACCCAGTTGCCCGAGAGAAGTCGACCTTGGGCACACACCGGAAGGCG
AACAGACTCAACCGGATGGCGAAGGACGCCCTGAAGAATCCCGAAGCGTCGACGCGGGAC
TCGCCGGCGCACGGTCCGAAGCGAAGGTGTCTGGACACCCTGGTGAGGTGTCTGGACACC
CGAATGAGGAAATGTCGCAGTGGACGGAGGCGGCGATTCCGGAGACTGAATCGAACCGTA
TTTCGTCTCCTCTTCATGCGCCAGTTCCAGCCGAATTGGCTGGCGGCCAGGGGTCCCAGC
AGGTTCCTCCACCCGAGCCTCTGTGCAGTCAGCCGGTCCAGTGTCTCGACACCCCGGAAG
TCATTGAGGAAGACCTCGTTCTCCAGGATCCTTGGAGCCCCGACCGCGTCGGGCCGCGTG
AGGGGGGGAACGCGACGCGGGAGTCGGAGTTCCCCGAGGACTTCCGGGGCGTTTCTGAGC
CTTTCAGCCCGTCTCCTGTCGAGGCAAGCTTGTCTGTGGCGGGTGCCGGTCTTTCTCAGA
TCGCACCGTCTGCTTCGTCGTGTGCATCCGTCGCTTCTTTGGCACCTTCAGCTGCGTCGC
CTCCCTCGCATTTCTACTCCACCGAGCTCGGTACCGAGGCGTCCCCGAAGCCGACTTCCC
TTGGAGAAGAACCGGCTTTCCAGGGAACGGCTTTTCACGACGACCGCGGAACGCGATTCG
GAGAAAGTCCTGTCGCGCGCGCGCCTGCAGTCGCTCTGCCGGCCGTGTCGATCCTCGGTC
GACTTGACGGCTTTCGCGACGAGCCAAGTCCACTGGGTACGCACCGCACGCAGATTTTCC
ATCTTGCAGACGCCGACGACGCGGGTGTGGGTGCGTCGAGCGTCCTTTCTCCAGGGGGTT
TCGCTCTCGAGCCTCAGGACGAAGCCGGAGAGCAGAGCCGTCTTCGGGTGGAGGCGCAGG
CCGCGCAGGGCGAGTTTGCGGGACAGTTGGGCTCCAGTCCTCCGGCGAACGCCCAGAGCA
GCTGGGGAGACGAGAACGGGGAGGCGAAACCGCCGGCGCTGGACGGCGTCGATTGGTTCT
ACCGCAGCGACGCGGCGGGAGAGAAGCACATGCAGGAGCAGGCTCTCGCGCAGGCGCAGC
GGGCGGCGTTTTCGAGCGATTTCGAGGTAGCTGAGAGTGCAAGTGTCTTCTGTGAAGATG
CAGGGCTCCAGAGAGAGGGCGTCATCGCGGCGTTCTCGGCGTCTGTCGAAGAGCTCGAAC
GAACCAGTGGAACTGCGCTGGAGCAGCTGCAGGAGCAGCGGCGCTTGCGTCTCGAGCTGG
AGCGTAAGAACACCCTGCTTCAGCGTCAACTGCATGCAGTCTTGGTTCTGCTCTCCCGCT
TTTCGCTCTCGGGACAAGACCGGAGACGCCTCCTCCACCTCCTGCAGCCCGCTGCGTCGC
CCAAGAGCGAGCTCATGCATGCGACATTGAATCCCAGCCAACGCGAGGAGACGCGCGAGG
ACCCAGAAGACGCTGGAGACCGGCACCTCGAGGGCGCCGTCGCCGCGTGGACGGAGGCCA
AAGGCGAGAAGGCGGTGAATTGCCTGGAATCCGAGGTGGCGGCGCTCGCAGGCTGGTCGA
ACGGGAGAGGCGAGGACAGAGACTGGATGGTCACAAAGGACGTTTTAGACGAGGAGGGGA
GACACCAAGCGGGGCGGTGCCTCTCGCAGCACACCATCGATGCAGCTCAGCTTTCGGGAG
ATGAAGAAGACGCAGATTTCGACGCAGACCTCGTCGAGGCCGACGAGGTCAGGGAAGCGT
TCAACACG

CTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGC
TGAAAGGAGGAACTATATCCGGAT

Alti gizili kisim: Open reading frame; Kirmizi baz: Hedef gen bélgesi; Yesil baz: Vektére ait bolge

b) puET-H6 vektoriinde H6 genini igeren ORF bolgesinin kodladigi protein (1052 aminoasit)

MRHHHHHHGRTARSLYTATPGLSVRPAATSTAASLPKPAFVLPPFAASRLAVCPPSLSQE
AQASSLPPGTSEEDRANAPPGSRDNVGERLGFDAAAKVCGDAGSTAKTGODSSLGESVLK
GENLSEQQTPDPSLPVEFSSSPVSASAGLSQAAAAGGARSRNHSGLDFEGGGSSDGVHLGG
STVSREPRSPCLSERKRTQPSCCEGQSDGQGIHVEGSGSSPCVAPETSIASPEFGLPGDPA
SVSLSPPLPQSLSTPGPAQAPAAATLMPSSPRLNADAFPADGDLSFPTAEVASQPADGAGQ
ASSREETFSLHASGRPRGGLSVALESSSGDEEETSSVTILDDSSEGSLSWRDTWRPAEEAV
GYTHRRVSGGETADAASPQFARRELVRDROQOQRTRGDAALERPDCSRGRRAGSPEAAGILQ
TPAYAAALKEWMEEPSCPREVDLGHTPEGEQTQPDGEGRPEESRSVDAGLAGARSEAKVS
GHPGEVSGHPNEEMSQWTEAAIPETESNRISSPLHAPVPAELAGGQGSQQVPPPEPLCSQ
PVOCLDTPEVIEEDLVLODPWSPDRVGPREGGNATRESEFPEDFRGVSEPFSPSPVEASL
SVAGAGLSQIAPSASSCASVASLAPSAASPPSHEYSTELGTEASPKPTSLGEEPAFQGTA
FHDDRGTRFGESPVARAPAVALPAVSILGRLDGFRDEPSPLGTHRTQIFHLADADDAGVG
ASSVLSPGGFALEPQDEAGEQSRLRVEAQAAQGEFAGQLGSSPPANAQSSWGDENGEAKP
PALDGVDWEFYRSDAAGEKHMQEQALAQAQRAAFSSDFEVAESASVFCEDAGLOREGVIAA
FSASVEELERTSGTALEQLOQEQRRLRLELERKNTLLORQLHAVLVLLSREFSLSGODRRRL
LHLLOPAASPKSELMHATLNPSQREETREDPEDAGDRHLEGAVAAWTEAKGEKAVNCLES
EVAALAGWSNGRGEDRDWMVTKDVLDEEGRHQAGRCLSQHTIDAAQLSGDEEDADEFDADL
VEADEVREAFNTDPAANKARKEAELAAATAEQ-
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3.6 Rekombinant Proteinlerin Saflastirilmasi

Rekombinant proteinler iki basamakta tarif edildigi gibi saflastirilmislardir
(Doskaya et al., 2007; Gedik et al., 2013; Doskaya et al., 2014). Bunun igin
oncelikle hiicre pelletleri tizerine 300 ml resiispansiyon tamponu (50 mM Tris-Cl,
0,3 M NaCl, pH 7,5) eklenmis ve homojenizatérde (blender) (Waring, A.B.D.)
30-40 saniye boyunca homojenize edilmistir. Daha sora homojenize hiicreler
sogutmali ortamda iki kere 18.000 psi basing altindan gegirilerek pargalanmistir
(Microfluidizer, Microfluidics M110 L Pneumatic, A.B.D.). Pargalanmis hiicreleri
iceren homojenat sogutmali santrifiijde 30.000xg’de 4°C’de 30 dakika siireyle
santrifiij edilmistir. Berrak {ist siv1 protein baglama kapasitesi diisiik ve delik cap1

0,45 um seliiloz asetat filtreden (Corning, A.B.D.) gecirilmistir.

Proteinlerin saflastirilmast AKTA Hizli Protein Sivi Kromotografi Cihaz1
(FPLC: Fast Protein Liquid Chromotography) ve UNICORN™ programi
kullanilarak yapilmistir (GE Health, A.B.D.). Saflastirmanin ilk agamasinda 5 ml
HiTrap Ni?* selasyon HP kolonu (Afinite kolonu, GE Health A.B.D.)
kullanilmastir. Bu islem sirasinda kolondan, filtre edilmis ortalama 100 ml dist s1v1
gecirilmistir. Kolona protein yiliklenmesi sirasinda resiispansiyon tamponu (50
mM Tris-Cl, 0,3 M NaCl, pH 7,5) kullanilmistir. Yiikleme tamamlandiktan sonra
kolon, rekombinant proteinleri serbestlestirmek amaciyla yikama tamponundaki
imidazol miktar1 50 mM’dan baslayarak 100 mM, 250 mM ve 500 mM’a kadar
arttirilarak yikanmigtir. Kolondan ayrisan proteinlerin yaptigi pikler UV 280 mAU
ile goriintilenmis ve fraksiyon toplayict ile toplanmigtir. Toplanan proteinler
%12’lik SDS-PAGE ve Western Blot ile goriintiilendikten sonra (Bkz. Boliim 3.7)
10.000 Dalton (MWCO) delik capli polieetersiilfon santrifiij filtreleri (Vivaspin
20, Sartorius, Almanya) kullanilarak 8000xg’de 4°C’de 1-2 ml’ye ulasincaya

kadar konsantre edilmistir.

Saflastirmanin ikinci asamasida ise konsantre edilen rekombinant
proteinler hem daha ileri saflastirmanin saglanmast hem de endotoksin
seviyelerinin azaltilmasi amactyla Superdex 200/10-300 GL (100000-600000
MWCO) jel filtrasyon kolonuna yiiklenmislerdir. ayrigan proteinlerin yaptigi
pikler UV 280 mAU ile goriintiilenmis ve fraksiyon toplayici ile toplanmistir.
Elde edilen saf proteinler %12’lik SDS-PAGE ve Western Blot ile
goriintiilendikten sonra (Bkz. Bolim 3.7) 10.000 Dalton (MWCO) delik ¢apli

polieetersiilfon santrifiij filtreleri (Vivaspin 20, Sartorius, Almanya) kullanilarak
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8000xg’de 4°C’de 1-2 ml’ye ulasincaya kadar konsantre edilmis ve -80 °C’ye

depolanmustir.

3.7 Sodyum Dedosil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ve
Western Blot

Saflastrilmis proteinler %12’lik SDS PAGE ile ayrilmislardir. SDS-
PAGE uygulanirken ilk olarak alt (ayirici) jel daha sonra iist (yi8ici) jel
hazirlanmis ve proteinler jellere yiiklenerek molekiiler agirliklarmma gore

ayristirilmiglardir.

%12’lik alt jel; 2,8 ml distile su, 2 ml 0,45 um’lik filtreden gegirilmis 1,5
M Tris-Cl pH 8,8 ve %0,4 SDS (w/v)’den olusan alt jel tamponu, 3,2 ml akrilamit
(%30’luk soliisyon), 40 ul %10’luk Amonyum persiilfat ve 8 pl TEMED
(tetramethylethylenediamine) karisimindan olusturulmustur. Hazirlanan karigim
hizlica, pipet yardimiyla tiretici firmanin (Bio-Rad, A.B.D.) tarifine uygun olarak
iki cam arasina aktarilmistir. Alt jelin tizerine 200 pl distile su eklenerek oda
sicakliginda yaklasik olarak 15-20 dakika beklenmis ve jelin polimerizasyonu

saglanmistir.

Ust jel; 1,5 ml distile su, 0,625 ml 0,45 um’lik filtreden gegirilmis 0,5 M
Tris-Cl pH 6,8 ve %0,4 SDS (w/v)’den olusan st jel tamponu, 0,335 ml akrilamit
(%30’luk soliisyon), 12,5 %10’luk Amonyum persiilfat ve 2,5 ul TEMED
kullanilarak hazirlanmis ve pipet ile alt jelin {lizerine eklenmistir. Sisteme ait

taraklar yerlestirilmis ve jelin donmasi i¢in beklenmistir.

Jellerin polimerizasyonu gergeklestikten sonra taraklar ¢ikartilmis ve jeller
iretici firmanin tarifine uygun olarak plastik hazne igerisine yerlestirilmistir.
Jeller hazneye yerlestirildikten sonra igerisine yiiriitme tamponu (62,5 mM Tris,
%0,05 SDS (w/v), 200 mM glisin) eklenmistir. Rekombinant proteinler 2x 6rnek
yiikleme tamponuyla (125 mM Tris-Cl pH 6,8, %4’lik SDS, %10’luk bromfenol
mavisi, %?20’lik gliserol ve %10’luk beta-merkaptoetanol) 1:1 oraninda
kanistirilmiglardir. 95 °C’de 3 dakika bekletilmis ve jeldeki kuyucuklara ortalam
25 ul yiiklenmiglerdir. Her jelin bir kuyucuguna ise 2 pl protein merdiveni
(Pageruler Plus, Prestained, Fermentas, A.B.D.) yiiklenmistir. Proteinler ilk 20
dakika 60 V’ta daha sonra ise 100-110 V’ta yiiriitiilmiislerdir.
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Proteinler ayristiktan sonra jeller boyama soliisyonu (%45 Metanol (v/v),
%10 Glasial asetik asit (v/v), %0,1 Coomassie mavisi G-250 (w/v) ve distile su
karisimiyla elde edilir) iceren kapali kaplara alinmis ¢alkalayicida 1 gece boyunca
oda sicakliginda boyanmalar1 saglanmistir. Ertesi giin jel tizerindeki fazla boya
alinmis ve lizerine boya uzaklastirict soliisyon (%45 Metanol (v/v), %10 Glasial
asetik asit (v/v) ve distile su karisimindan olusur) eklenerek calkalayicida 1 gece

boyunca oda sicakliginda fazla boyanin ¢ikarilmasi saglanmistir.

Western blot asamasinda %12 jelden PVDF (Polyvinylidene difluoride)
transfer membranlar1 (Immobilon-P, Millipore, A.B.D.) membrana proteinlerin
gecigini saglamak amaciyla 1 saat boyunca 100 V uygulanmugtir. Transfer
tamamlandiktan sonra PVDF transfer membranlar dikkatlice alinmis ve bloklama
tamponunda [%6,25 yagsiz siit tozu igeren 1xTBS-T tamponu (20 mM Tris-HCI,
0,5 M NaCl pH:7,8, %0,1 Tween 20)] 1 saat boyunca oda sicakliginda bloke
edilmistir. Bloklama sonras1 membranlar 1/3333 oraninda bloklama tamponuyla
sulandirtlmis monoklonal antpolihistidin antikor (Sigma-Aldrich, A.B.D) ile 1
buguk saat boyunca oda sicakliginda calkalanarak inkiibe edilmistir. Stire sonunda
membranlar 1xTBS-T tamponu ile ii¢ kere kisa ve ii¢ kere 3’er dakika
yikanmustir. 1xTBS-T tamponu ile 1/3333 oraninda sulandirilmis alkalin fosfataz-
konjuge edilmis keci kaynakli anti-fare IgG (H+L) antikoru (Sigma-Aldrich,
A.B.D.) ile 1 saat boyunca oda sicakliginda calkalanarak inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda membranlar 1xTBS-T tamponu ile ii¢ kere kisa ve ii¢ kere
3’er dakika yikanmistir. Daha sonra 1xXTBS (20 mM Tris-Cl, 0,5 M NaCl pH:7,8)
tamponu ile yine ii¢ kere kisa siireli hizli yikamayla ve ti¢ kere 3’er dakikalik
yikamalarla yikanmistir. Yikamalar bittikten sonra bantlarin goriintiilenebilmesi
amaciyla 250:2:1 oraninda dietanolamin tampon (%10 Dietanolamin, 4 M HCI
pH9,8, 0,5 mM MgCl;-6H,0), %70 Dimetilformamid i¢inde ¢ozdiiriilen %4,3
BCIP ile karigtirilarak boyama tamponu hazirlanmistir. Boyama tamponu her bir
PVDF membrani tizerine eklenmis ve karanlik ortamda ortalama 15 dakika oda
sicakliginda calkalanarak inkiibe edilmistir. Siire sonunda membran, distile su ile

yikanarak reaksiyon durdurulmustur.

3.8 Saflastinlmis Rekombinant Proteinlerde Endotoksin Seviyesinin
Belirlenmesi

Saflagtirilan rekombinant proteinlerdeki endotoksin seviyesi, Pyrotell
Limulus Ameobocyte Lysate (LAL) Gel-Clot Endotoxcin Testi (Cape Cod Inc,
A.B.D.) kullanilarak kiigiik test tiiplerinde iiretici firmanin protokoliine uygun
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olarak Olclilmistiir. Endotoksin seviyesi 0,25 EU/mI hassasiyete sahip test
kullanilmistir.  Pozitif kontrol olarak E. coli O113:H10 kontrol standart
endotoksini (Cape Cod Inc, A.B.D.), negatif konrol olarak ise LAL reaktif suyu
(LRW, Cape Cod Inc, A.B.D.) kullanilmistr.

3.9 Rekombinant Proteinlerin Miktarlarimin Kantitatif Olarak Belirlenmesi

Elde edilen rH2, rA4, rE4, rD6, rE6 ve rH6 proteinlerin i¢erdigi ml’deki
protein miktarlarimi belirlemek amaciyla Bradford Protein Analiz Yontemi
kullanilmistir. Olgiim ticari kit (Coomassie Plus Protein Assay Reagent Kit,
Pierce, A.B.D.) ve spektrofotometre (NanaDrop, A.B.D.) kullanilarak yapilmistir.
Analiz sirasinda standart egri sigir serum albiiminin (BSA) sulandirilmasiyla elde

edilmistir.

3.10 Multivalan Rekombinant Protein As1 Formiilasyonunun Olusturulmasi
ve Uygulanmasi

Saflastirilmis rH2, rA4, rE4, rD6, rE6 ve rH6 proteinlerinin herbiri i¢in bir
karisim olusturulmus ve alti karisim en sonda birlestirilmistir. Karisimlar tarif
edildigi gibi olusturulmustur. Kisaca, rekombinant protein (20 pg) + rekombinant
protein hacmi kadar Montanide ISA 50V (Seppic, Fransa) birbirine eklenmis, 30

saniye hizla karistirilmis ve instilin enjektorii ile 5 defa alinip verilmistir.

As1 denemesi i¢in 6-8 haftalik, her biri 11°ser adet disi Swiss outbred fare
iceren birer as1 ve lger kontrol grubu olusturulmustur (Cizelge 3.4). Kontrol
gruplarinda bir grup fareye intraperitoneal yoldan 100 ul PBS, diger gruba 50
PBS (+) 50 pl Montanide ISA 50V karisimi uygulanmistir. Bunun yaninda
montanide adjuvant1 igermeyen alt1 rekombinant proteinden olusan kontrol grubu
olusturulmustur. Son gruba yukarida anlatildigi gibi hazilanan alti rekombinant
protein (+) Montanide ISA 50V iceren multivalan rekombinant protein asisi
uygulanmistir  (Cizelge 3.4). Asilar farelere iic hafta araliklarla iki defa

intraperitoneal yoldan uygulanmstir.

Fare kuyruk kanlar1 her asilamadan 3 hafta sonra anestezi altinda [Anestezi
icin farelere finalde 100 mg/kg ketamine (Ketalar, Parke-Davis, A.B.D.) ve
3mg/kg xylazine (Alfazyne, Alfasan International BV, Hollanda) toplanmuistir.
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Cizelge 3.4 Multivalan rekombinant protein agis1 ve kontrol gruplari

Asi adi Formilasyon Asi tipi igerik

PBS PBS Kontrol 100 pl PBS
i ERITERS . Montanide ISA 50V Kontrol 100 pl Montanide (+) 100 pl PBS
rH2 (+) rA4 (+) rE4 (+) Alti farkli rekombinant protein (her biri 20 g;
LEELEE D6 (+) E6 (+) rH6 Kontrol toplam hacim PBS ile 200 l yapilmistir
i rH2 (+) rA4 (+) rE4 (+) - . .
6-Valant (+) D6 (+) rE6 (+) H6 (+) Asi 100 l iginde alti farkli rekombinant protein (her

Montanide

Montanide ISA 50V biri 20 ug) (+) 100 ul Montanide

3.11 Asillama ile T. gondii Ankara Susu Takizotilerine Kars1i Olusan

Korunmanin Degerlendirilmesi

Multivalan rekombinant protein asisinin  koruyuculugunu belirlemek
amactyla her gruptan 8 farenin her biri 1x10° T. gondii Ankara susu takizoiti ile
ilk asilamadan 9 hafta sonra intraperitoneal yoldan enfekte edilmislerdir (Doskaya
et al., 2007). Daha sonra fareler hergiin gézlemlenmis ve yasam zamanlar1 kayit

edilmistir.
3.12 Humoral immun Yanitin Belirlenmesi

Asilamadan sonra farelerde rH2, rA4, rE4, rD6, rE6 ve rH6 proteinlerine
kars1 olusan total 1gG, IgG1l ve IgG2a antikor yanitlarini belirlemek amaciyla
Rekombinant ELISA (Recombinant Enzyme Linked Immunosorbent Assay; Rec-
ELISA) yontemi tarif edildigi gibi uygulanmustir (Déskaya et al., 2014). Oncelikle
96 gozlii mikroplaklarinin (Nunc, A.B.D.) kuyucuklart 3 kez 300 pl PBS-T
(%0,05 Tween-20 iceren PBS, pH:7,4) ile yikanmigtir. Daha sonra kuyucuklara,
son konsantrasyonu 5 pg/ml olacak sekilde 1xPBS tamponu ile sulandirilan rH2,
rA4, rE4, D6, rE6 ve rH6 protein karigimindan 100 pl eklenmis ve gece boyunca
4°C°de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda her kuyucuk 300 pl PBS-T ile 3
kere yikanmistir. Yikama sonrasinda her kuyucuga 200 pl bloklama tamponu
(%5’lik yagsiz siit tozu iceren %0,05 PBS-T) eklenmis ve oda sicakliginda 2 saat
boyunca g¢alkalayicida inkiibe edilmistir. Siire sonunda plaklar 300 ul PBS-T ile 3
kez yikanmistir. Bu sirada fare serumlart 10 mg/ml E. coli eriyigini igeren
bloklama tamponu ile 1/100 oraninda sulandirilarak oda sicakliginda 30 dakika
inkiibe edilmis ve sonrasinda kuyucuklara 100 pl eklenmistir. Serum 6rnekleri ¢ift

kuyucukta caligilmistir. Plaklar oda sicakliginda 2 saat boyunca calkalayicida
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inkiibe edildikten sonra 3 kez 300 pl PBS-T ile yikanmistir. Yikama sonunda
kuyucuklara %0,05 PBS-T ile sirasiyla 1/2000, 1/1000 ve 1/1500 oranlarinda
sulandirilan peroksidaz isaretli anti-fare IgG (y-bagma spesifik) (Sigma-Aldrich,
A.B.D.), peroksidaz isaretli anti-fare 1gG1 (Jackson Immunoresearch, A.B.D.) ve
peroksidaz isaretli anti-fare 1gG2a (Jackson Immunoresearch, A.B.D.)
antikorundan 100 pl eklenmistir. Plaklar oda sicakliginda 1 saat boyunca
calkalayicida inkiibe edilmistir. Siire sonunda plaklar 3 kez 300 pl PBS-T ile
yikanmis ve renk olusturucu substrat olarak her kuyucuga 10:1 oraninda
hazirlanan TMB tampon [(70,4 mM Na,HPQO,4, 36,4 mM sitrik asit, %7 (v/v)
dimetilasetamid, %0,016 (v/v) H,O, distile suya eklenerek hazirlanir) ve TMB
stok (0,1 mM 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin, %4 (v/v) dimetilasetamid distile suya
eklenerek hazirlanir. pH: 2,0 4 M HCI ile ayarlanir)] soliisyonundan 100 pl
eklenmigtir. Plaklar karanlik ortamda yaklasik olarak 10 dakika bekletildikten
sonra 75 pl durdurma soliisyonu [2 N H,SO, (Merck, A.B.D.)] eklenerek
reaksiyon durdurulmustur. Absorbans degeri (AD) 450 nm dalga boyunda
mikroplak okuyucusunda (Bio-Tek ELx808, A.B.D.) belirlenmistir. Serum
orneklerinden elde edilen absorbans degeri (AD) negatif kontrollere ait ortalama

AD (+) 2x standart sapma tizerine ¢iktiginda, deger pozitif kabul edilmistir.
3.12.1 Eriyik E. coli proteininin hazirlanmasi

Farelerde asilama ile uyarilan antikor yanitinin arastiriimasinda kullanilan
Rec-ELISA testinde eriyik E. coli proteini tarif edildigi gibi hazirlanmistir (Liang
et al., 2011; Doskaya et al., 2014). E. coli eriyigi ozellikle E. coli’ye karsi
olusmus antikorlarin capraz reaksiyon vermemesi i¢in serum Orneklerine
eklenmekte ve inkiibe edilmektedir. Bunun i¢in E. coli BL21 Star (DE3) pLysS
hiicreleri antibiyotik icermeyen 250 ml LB besin ortaminda gece boyunca inkiibe
edilmis ve sonrasinda 5000xg’de 10 dakika santriflij edilerek, list siv1 atilmistir.
Tartilan pellet 10 ml TBS tamponu ile homojenize edilmis, 18.000 psi basing
altinda sogutmali ortamda 2 kere yliksek basingli homojenizatdrden gecirilmistir.
Sonrasinda eriyik protein miktart 100 mg/ml olacak sekilde TBS ile sulandirilmas,
% 0,05 oraninda Twenn 20 eklenmis, karistirllmis ve -80°C’de kullanima kadar

saklanmustir.
3.13 Hiicresel immun Yanitin Belirlenmesi

[k asilamadan 6 hafta sonra dért gruptan 3’er adet Swiss webster outbred

farenin dalaklar1 steril olarak g¢ikarilmistir. Dalak hiicrelerinden hazirlanan tek
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hiicre siispansiyonlar1 tH2, rA4, rE4, rD6, rE6 ve rH6 proteinleri ile uyarilmistir.
%5 CO, ve 37 °C’de inkiibe edilen hiicrelerden salgilanan sitokin miktar1 ELISA
ile belirlenmistir (Doskaya et al., 2007). Ayrica IFN-y ve IL-4 salgilayan CD4 T
lenfositlerinin orani, IFN-y salgilayan CD8 T lenfositlerinin oran1 flow sitometri
ile arastirilmistir (Giilce iz et al., 2013; Polat et al., 2013; Giilce 1z et al., 2014).

IFN-y aktiflesmis dogal katil (NK) hiicreleri ve T hiicreleri tarafindan
salgilanip viral, baz1 bakteriyel ve protozoon enfenksiyonlarinda etkili olmaktadir.
IFN-y, antijene 6zgli immun yanit gelisti§i zaman CD4 Ty ve CD8 Tc hiicreleri
tarafindan da tretilmektedir (BioLegend, 2014).

IL-4 aktiflesmis T hiicreleri, mast hiicreleri ve bazofiller tarafindan
iiretilen pleitropik (bir sitokinin birden ¢ok hiicre tipi iizerine etkili olmasi)
sitokindir. IL-4 birden fazla biyolojik yanitta rol oynar fakat iki ana fonksiyonu
vardir: 1) CD4 T hiicrelerinin Ty2 hiicrelerine donlismesini saglamak 2) Tyl
hiicreleri tarafindan olusturulan hiicre aracili immun yanitin bastirildig: sirada Tp2
hiicreleri tarafindan IL-4, IL-5, IL-10 ve IL-13 {iretilmesi humoral immun yanit
olusumunu saglamaktadir. Bunun yaninda farelerde B hiicrelerinin iirettigi IgE ve
IgG1 tiretimini regiile etmektedir (BioLegend, 2014).

3.13.1 Tek Hiicre Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi

Steril sartlar altinda alman fare dalaklari, steril edilmis iki buzlu
mikroskop lami arasinda Ca?* ve Mg ile fenol kirmizist icermeyen Hank’in
dengeli tuz soliisyonunda (HBSS, Biochrom, Almanya) ezilerek homojenize
edilmistir. Dalak hiicreleri 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra iist sivi
atilmig ve hiicreler 1 ml kirmizi kan hiicre yikict soliisyon (15 mM NH4CI, 10 mM
KHCO3, 0,1 mM EDTA, pH:7,4) ile tekrar siispanse edilerek 3 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Ardindan 5 ml HBSS eklenerek izotonik ortam
olusturularak 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis ve st sivi atilmistir. Daha
sonra hiicreler 10 ml gelistirme besiyeri [1XRPMI-1640 (Gibco, Invitrogen,
A.B.D.), %10 yeni dogan buzagi serumu (NBCS, HyClone, Thermo Fisher
Scientific, A.B.D.), 2 mM L-glutamin (Gibco, Invitrogen, A.B.D.), 1Xpenisilin—
streptomisin sollisyonu (100 U/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin) (Sigma-
Aldrich, A.B.D.), 0,1 mM esansiyel olmayan aminoasitler (Gibco, Invitrogen,
A.B.D.) 1,0 mM sodyum piruvat (Gibco, Invitrogen, A.B.D.), 55 puM 2-
merkaptoetanol] ile siispanse edilmistir. Hiicrelerin canliligi ve miktar1 %0,4

tripan mavisi ve hemositometre ile saptanmistir. Her bir fareye ait siispansiyon
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5x10° hiicre/ml icerecek sekilde gelistirme besiyeriyle sulandirilmis ve yuvarlak
tabanli 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plaklarma 100 ul ¢ift ¢ukur olacak sekilde
eklenmistir. Dalak hiicre siispansiyonlar1 son konsantrasyonlar1 200 pg/ml, 100
png/ml, 50 ug/ml ve 25 pg/ml olan rH2, rA4, rE4, rD6, rE6 ve rH6 protein karigimi
ile uyarilmistir. Protein karisimi hiicrelere eklenmeden 6nce son konsantrasyonu

50 pg/ml olan polymyxin B ile oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir.

Pozitif kontrol olarak her gesit asilamadan ve kontrol gruplarna ait dalak
hiicre siispansiyonlar1 son konsantrasyonu 10 pg/ml olacak sekilde Concavalin A
(Sigma-Aldrich, Almanya) ile inkiibe edilmistir. Negatif kontrol olarak ise
gelistirme besiyeri kullanilmistir. Her bir ¢ukurda bulunan hiicreler %5 CO; ve
37°C’de 72 saat inkiibe edilmistir.

Flow sitometri uygulanacak plaklardaki kuyucuklara inkiibasyonun son 4
saatinde Monensin, son konsantrasyonu 0,66 ul/ml olacak sekilde tiretici firmanin
protokoliine (BD Biosciences, A.B.D.) uygun olarak eklenmistir. Monensin;
Golgi cisimciginden intraselliiler protein taginimini bloklayarak Golgi i¢indeki
sitokinin birikimine veya dagilmamasina neden olur. Bdylece hiicre iginde

boyanan sitokinlerin dogru sinyaller vermesine neden olmaktadir.

3.13.2 Hiicre Disina Salgilanan Sitokin Miktarmn Sitokin ELISA ile
Belirlenmesi

Hiicre disina salgilanan sitokin miktarinin  belirlenmesi amaciyla
hazirlanan plaklar 4°C’de 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis ve iist siv1 ayri
plaklara alinmistir. Ustsivida IFN-y ve IL-4 miktarinin dlgiilmesi i¢in ELISA
liretici firmanin protokoliine gére uygulanmistir (BioLegend, A.B.D.). Oncelikle
ELISA plag1 4 kez 300 pl yikama tamponuyla yikanmistir. Bu sirada kit ile gelen
IFN-y ve IL-4 standartlar iiretici firmanm protokoliine uygun olarak reaktif
sollisyon kullanilarak sulandirilmistir (IFN-y i¢in 2000 pg/ml, 1000 pg/ml, 500
pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,2 pg/ml ve 0 pg/ml) (IL-4 ig¢in 125
pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,3 pg/ml, 15,6 pg/ml, 7,8 pg/ml, 3,9 pg/ml, 2 pg/ml ve 0
pg/ml).

Daha sonra ELISA plaginin her bir kuyucuguna 50 pl plak reaktif tamponu
ve 50 pl hiicre kiiltiirii iist stvist veya kontroller ¢ift cukur eklenmis, ¢alkalayarak
oda sicakliginda 2 saat boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonras1 kuyucuklar

4 kez yikama tamponuyla yikanip kit i¢inde bulunan antikor soliisyonundan her
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kuyucuga 100 pl ilave edilmis oda sicakliginda 1 saat boyunca calkalayicida
inkiibe edilmistir. Kuyucuklar 4 kez yikama tamponuyla yikanmis ve kit i¢inde
bulunan Avidin-HRP A soliisyonundan 100 ul eklenerek oda sicakliginda,
calkalayicida 30 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra kuyucuklar 5 kez yikama
tamponuyla yikanmistir. Yikama sonrasi kite ait substrat soliisyonundan 100 pl
kuyucuklara eklenip oda sicakliginda karanlikta 15 dakika inkiibe edilmistir. Siire
sonunda 100 pl durdurma soliisyonuyla reaksiyon durdurulmus ve absorbans

degeri 450 nm mikroplak okuyucu ile 6l¢iilmiistiir.

Uretici firma tarafindan belirlenenen ELISA IFN-y testinin duyarlilik sinir1
8 pg/ml, test araligi ise 2000 pg/ml-31,3 pg/ml’dir. ELISA IL-4 testinin duyarlilik
sinir1 0,5 pg/ml, test araligi ise 125 pg/ml-2 pg/ml’dir.

3.13.3 Flow sitometri ile Hiicre Ici Sitokin Salgilayan T Lenfosit Oraninin
Belirlenmesi

Oncelikle T lenfosit kiimesinin belirlenmesi amaciyla CD3 yiizey antijeni
boyali hiicreler belirlenmistir. Sonrasinda IFN-y ve IL-4 salgilayan CD4 Ty
lenfositler ile IFN-y salgilayan CD8 Tc lenfositlerinin orani flow sitometri ile

degerlendirilmistir.
3.13.3.1 Yiizey Antijeni CD3’iin Belirlenmesi

Kontrol ve as1 grubu fare dalak hiicrelerinin lenfosit miktarini belirlemek
amaciyla; T lenfosit yiizey antijeni olan CD3 reseptdrii Alexa flour 647-A isaretli
anti-fare  CD3 antikoru ile boyanmistir. Boyama Cytofix/Cytoperm Plus
Fiksasyon/Permeabilizasyon kiti (BD Biosciences, A.B.D.) iiretici firmanin

protokoliine uygun olarak yapilmistir.

Boliim 3.13.1°de anlatildig gibi hazirlanan tek hiicre siispansiyon plaklari
inkiibasyon sonunda 4°C’de 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis ve iist sivi
dokiilmiistiir. CD3 reseptor igeren T lenfositlerinin miktarini belirlemek amaciyla
her gruba ait 3’er kuyucuk (her kuyucuk ortalama 1x10° hiicre igerir) 50 ul
boyama tamponu igerisinde 0,5 pg anti-fare CD3 antikoru (0,5 ug/lO6 hiicre
oraninda olacak sekilde) eklenip karanlkta, 4°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.
Stire sonunda hiicrelere 250 pl boyama tamponu eklenmis ve 1500 rpm’de 5
dakika santrifiij edilerek iist sivi dokiilmiistir. Bu islem iki kere daha
tekrarlanmigtir. Hiicreler 100 pl Cytofix/Cytoperm Plus (BD Biosciences, A.B.D.)
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fiksasyon/permeabilizasyon soliisyonunda siispanse edilmis ve karanlikta 4°C’de
20 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda hiicrelere 250 pul
permeabilizasyon yikama tamponu (Perm/Wash, BD, A.B.D.) eklenerek 1500
rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis ve iist sivi atilmistir. Bu islem iki kez
tekrarlanmistir. Yikama sonrasi hiicreler 500 pl boyama tamponunda siispanse
edilmis ve flow sitometriye gegilmistir.

Yiizey antijenlerinin flow sitometri (BD FACSAria, BD Biosciences,
A.B.D.) ile belirlenebilmesi i¢in cihazin floresan 151k algilayan kanallarinda 104
dalak hiicresi gecirilerek CD3 reseptor igeren T hiicreleri belirlenmistir. Elde
edilen veriler, BD FACSDiva programi (BD Biosciences, A.B.D.) kullanarak

analiz edilmistir.

3.13.3.2 CD4 ve CDS8 reseptorlii T Lenfositlere Ait Hiicre i¢i Sitokinlerin
Belirlenmesi

Kontrol ve asilanmig fare gruplarina ait CD4 reseptorlii Ty ve CD8 Tc
lenfositlerinin trettigi hiicre i¢i sitokinlerin (IFN-y ve IL-4) belirlenebilmesi i¢in
ayni gruba ait 3 ayr fareye ait hiicrelerin bulundugu 3’er kuyucuk Cizelge 3.5°te
belirtilen antikorlar ile boyanmistir. Boyama Cytofix/Cytoperm Plus
Fiksasyon/Permeabilizasyon kiti ile fretici firmanin protokoline (BD
Biosciences, A.B.D.) uygun olarak yapilmistir.

Cizelge 3.5 CD4 ve CD8 reseptorlii T hiicrelerin salgiladigr hiicre i¢i sitokinlerin belirlenmesinde
kullanilan antikorlar

Yiizey reseptor baglayan Hiicre igin sitokin baglayan
antikor antikor

CD4 ve IFN-y FITC isaretli anti-fare CD4 PE isaretli anti-fare IFN-y

CD4 ve IL-4 FITC isaretli anti-fare CD4 PE isaretli anti-fare IL-4

CD8 ve IFN-y FITC isaretli anti-fare CD8 PE isaretli anti-fare IFN-y

FITC: Floresan izosiyanat; PE: R-phycoerythin, fikoeritrin

Boliim 3.13.1°de anlatildig1 gibi hazirlanan tek hiicre siispansiyon plaklari
inkiibasyon sonunda 4°C’de 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis ve iist sivi
dokiilmiistiir. Her gruba ait 3’er kuyucuk (her kuyucuk ortalama 1x10° hiicre
icerir) 50 pul boyama tamponu iginde 0,5 pg FITC isaretli anti-fare CD4 (iki
kuyucuk) ve 0,5 pg FITC isaretli anti-fare CD8a (bir kuyucuk) antikorlari
eklenerek karanlikta 4°C’de, 30 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi
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hiicreler 250 pl boyama tamponu eklenerek 1500 rpm’de 5 dakika santrifii
edilmis tist s1v1 atilmistir. Bu islem iki kere daha tekrar edilmistir. Hiicreler 100 pl
Cytofix/Cytoperm  fiksasyon/permeabilizasyon soliisyonuyla (BD, A.B.D.)
siispanse edilmis ve karanlikta 4°C’de 20 dakika inkiibe edilmistir. Bu siire
sonunda hiicrelere 250 ul permeabilizasyon yikama tamponu eklenerek 1500
rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis ve st sivi dokiilmistiir. Bu islem iki kere
tekrarlanmigtir. Daha sonra 50 pl permeabilizasyon yikama tamponu iginde 0,5
ng/10° hiicre olacak sekilde sulandirilan PE isaretli anti-fare IFN-y (CD4" ve
CD8" boyali hiicrelerin bulundugu iki kuyucuga) ve 0,5 pg/10° hiicre olacak
sekilde sulandirilan PE isaretli anti-fare IL-4 (CD4" boyal1 hiicrelerin bulundugu
bir kuyucuga) antikorlar eklenerek karanlikta 4°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi hiicrelere 250 pl permeabilizasyon yikama tamponu eklenerek
1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis ve iist sivi atilmistir. Bu islem iki kere

tekrarlanmistir. Hiicreler 500 pl boyama tamponunda siispanse edilmistir.

Hucre i¢i sitokinlerin flow sitometri ile belirlenebilmesi i¢in, BD
FACSAria cihazinin floresan 15 algilayan kanallarinda 10* dalak hiicresi
gegirilerek CD4" ve CD8" T lenfositlerinin salgiladigi IFN-y ve IL-4 oranlar
belirlenmistir. Elde edilen veriler BD FACSDiva programi (BD Biosciences,
A.B.D.) kullanilarak analiz edilmistir.

3.14 istatiksel Analiz

Calisma sirasinda elde edilen veriler Microsoft Excel 2010 programi ile
islemden gegirilmis ve istatiksel analiz Prism 3.03 programi (GraphPad, San
Diego, CA) ile gergeklestirilmistir. Asilama gruplar arasindaki farki
degerlendirmek igin ¢ift kuyruklu t testi ve tek yonlii varyans analizinden
yararlanilmigtir. Asinin letal toxoplasmozise karsi olusturgu korumayi gostermek
icin Kaplan-Meier yasam egrilerinden yararlanilmigtir. Humoral ve hiicresel
immun yanit sonuclart ve yasam siireleri, aritmetik ortalama + standart sapma
olarak verilmis, aksi belirtilmedigi takdirde, 0,05 ve daha kiiclik P degerleri

anlamli olarak yorumlanmustir.
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4. BULGULAR

4.1 T. gondii’ye ait 49 As1 Aday1 Olabilecek Rekombinant Proteini Kodlayan
Plazmitlerinin Gosterilmesi

Bu c¢alismada oncelikle as1 adayir olabilecek 49 tane antijenik proteini
kodlayan plazmitlerin protein ekspresyonunun yapilacagi E. coli BL21 Star (DE3)
pLysS hiicrelerine transformasyonu gergeklestirilmistir. Segilen kolonilerde
plazmitlerin varligin1 géstermek amaciyla kolonilerden plazmit saflastirma Kiti ile
izole edilen plazmitler %1 agaroz jelde yiiriitilmistiir (Sekil 4.1).

4.2 Antijenik Rekombinant Proteinlerin Ekspresyon Seviyeleri

Bu caligmada 49 ayr1 antijenik proteinin iiretimini saglamak ve hangilerinin
asida kullanilacagini belirleyebilmek amaciyla E. coli BL21 Star (DE3) pLysS
hiicrelerinde kiiclik 6l¢ekli rekombinant protein ekspresyonu gerceklestirilmistir.
Eksprese olan rekombinant proteinler Ni** ile kaplanmis boncuklar kullanilarak
saflastirilmis ve Western Blot ile goriintiilenmistir (Sekil 4.2). Elde edilen
sonuglara gore 49 antijenik protein kodlayan plazmit arasinda 6 tanesinin (rH2,
rA4, tE4, rD6, rE6 ve rH6) as1 gelistirmeye uygun sekilde eksprese oldugu
saptanmistir. Western blot goriintiilerinde 6 rekombinant proteinin ortalama
molekiiler agirliklar1 rH2: 26,7 kDa, rA4: 33,9 kDa, rE4: 38,8 kDa, rD6: 78,1
kDa, rE6: 81,2 kDa, rH6: 110,2 kDa’dur.
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Sekil 4.1 As1 ¢alismalarinda kullanilabilecek 49 rekombinant proteini kodlayan plazmitlerin agaroz jel goériintiisii;
(A) 1-17; situn: puET-Al; puET-B1l; puET-C1l; puET-D1; puET-El; puET-F1; puET-G1; puET-H1;
pPuET-A2; puET-B2; puET-C2; puET-D2; puET-E2; puET-F2; puET-G2; puET-H2; puET-A3
(B) 18-35; siitun: puET-B3; puET-C3; puET-D3; puET-E3; puET-F3; puET-G3; puET-H3; puET-A4;
PUET-B4; puET-C4; puET-D4; puET-E4; puET-F4; puET-G4; puET-H4; puET-A5; puET-B5; puET-C5
(C) 36-49; siitun: puET-D5; puET-E5; puET-F5; puET-G5; puET-H5; puET-A6; puET-B6; puET-C6;
PUuET-D6; puET-E6; puET-F6; puET-G6; puET-H6; puET-A7

Sekil 4.2 As1 aday1 6 rekombinant proteinin optimizasyon amagli protein
ekspresyonlarinin Western blot ile gdsterilmesi. 1. siitun: protein
merdiveni; 2. siitun: rH2; 3. siitun: rA4; 4. siitun: rE4; 4. siitun: rD6;
5. siitun: rE6; 6. siitun: rH6
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4.3 Biyoinformatik analiz

Western blot analizi ile ekspresyon seviyeleri incelenen asi aday1 olabilecek
49 rekombinant proteinin MHC-I ve B hiicre epitop bolgeleri biyoinformatik
yontemlerle incelenmistir (Sekil 4.3).

Biyoinformatik analiz sonucunda iyi eksprese olmus ve saflagtirilmis asi
aday1 6 proteinin (rH2, rA4, rE4, rD6, rE6, rH6) hem B epitop bolgeleri ve hemde
CD8 T-Sitotoksik lenfositlerinin baglandigit MHC-I epitop bolgeleri bulundugu
saptanmistir (Sekil 4.3 A-B). As1 adayr rD6, rE6, rH6, rE4, rA4 ve rH2
proteinlerinde sirasiyla 10 (%1,38), 10 (%1,38), 10 (%0,95), 8 (%2,2), 5 (%1,6)
ve 4 (%1,69) adet B lenfosit epitopu bulunmaktadir. MHC 1 epitoplar1 ise rD6,
rH6, rA4, rE4, rH2 ve rE6 proteinlerinde sirasiyla 13 (%1,79), 12 (%1,14), 10
(9%3,19), 10 (%2,75), 9 (%3,81) ve 8 (%1,11) adet bulunmaktadir (Cizelge 4.1).

Ast adayr olabilecek antijenik 49 rekombinant proteinin N- ve O-bagh
glikozilasyon miktar1 Sekil 4.3 C ve D’de verilmistir. As1 aday1 rD6, rA4, rE6 ve
rH6 proteinlerinde sirasiyla 3 (9%0,41), 2 (9%0,64), 2 (9%0,28), 2 (%0,19) adet N-
bagli Glikozilasyon bolgesi bulunmaktadir. rH2 ve rE4 proteinlerinde N-bagl
Glikozilasyon bolgesi bulunmamaktadir. O-bagli Glikozilasyon bolgeleri ise rH6,
rE6, rD6, rE4, rA4 ve rH2 proteinlerinde sirasiyla 81 (%7,7), 69 (%9,54), 53
(%7,29), 21 (%5,77), 6 (%1,92) ve 4 (%1,69) adet bulunmaktadir (Cizelge 4.1).

As1 adayr 6 proteinin epitop bolgelerindeki glikozilasyon miktar
incelendiginde B epitop bolgesinde N-bagli Glikozilasyon bdlgesi bulunmadigi,
O-bagh Glikozilasyonun ise rD6, rE6, tH6, rE4, rA4 proteinlerinde sirasiyla 18,
18, 10, 9 ve 2 adet oldugu saptanmigti. MHC 1 epitop bolgesinde N-bagh
Glikozilasyon bolgesi rD6 ve rH6 proteinlerinde sadece birer adet bulundugu, O-
bagl Glikozilasyonun ise rE4, rD6, tH6 ve rE6 proteinlerinde sirastyla 7, 7, 5 ve 4
adet oldugu saptanmistir (Cizelge 4.1).
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Sekil 4.3 As1 aday1 olabilecek antijenik 49 rekombinant proteinin (A) B hiicre ve (B) MHC-I epitoplar ile (C) N- ve (D) O-bagh Glikozilasyon bdlgelerinin biyoinformatik

analiz sonuglar1

Cizelge 4.1 As1 aday1 6 proteinin biyoinformatik analiz sonuglari

Tim Proteinde B

Tim Proteinde MHC | Tiim Proteinde N-

MHC | Epitopta N-

Tim Proteinde O-bagli

B Epitopta O-bagli MHC | Epitopta O-

Protein g\;;:r;?asn epitop Bolgesi Sayisi/ Epitop Bolgesi Sayisi/ bagl Glikozilasyon gﬁgﬁggg{?ﬁ;g bagl Glikozilasyon Glikozilasyon Sayisi/  Glikozilasyon bagl Glikozilasyon
Yiizdesi (%) Yiizdesi (%) Sayisi / Yiizdesi (%) Sayis| Yiizdesi (%) Sayis|
H2 236 4(1,69) 9(3,81) 0(0,00) 0 0 4(1,69) 0 0
A4 313 5(1,60) 10 (3,19) 2(0,64) 0 0 6 (1,92) 2 0
E4 364 8 (2,20) 10 (2,75) 0 (0,00) 0 0 21(5,77) 9 7
D6 727 10 (1,38) 13 (1,79) 3(0,41) 0 1 3 (7,29) 18 7
E6 723 10 (1,38) 8 (1,11) 2(0,28) 0 0 69 (9,54) 18 4
H6 1052 10 (0,95) 12 (1,14) 2(0,19) 0 1 1(7,70) 10 5
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4.4 As1 aday1 rH2, rA4, rE4, rD6, rE6 ve rH6 Proteinlerinin Saflastirilmasi

Biiyiik olgekli ekspresyon sonrasi elde edilen E. coli BL21 Star (DE3)
pLysS hiicreleri yiiksek basing altinda pargcalanmistir. rH2, rA4, rE4, rD6, rE6 ve
rH6 proteinleri Ni** selasyon Afinite Kolonu ve sonrasinda jel filtrasyon kolonu
kullanilarak saflagtirilmistir. Proteinlerin safligt SDS-PAGE (Sekil 4.4.A) ve
Western blot (Sekil 4.4.B) yontemleriyle belirlenmistir. As1 aday1 6 rekombinant
proteinin ortalama molekiiler agirliklar1 rH2: 26,7 kDa, rA4: 33,9 kDa, rE4: 38,8
kDa, rD6: 78,1 kDa, rE6: 81,2 kDa, rH6: 110,2 kDa’dur.

(A)123456(B)123456

—
130 kDa —» ~P 130kDa — -
95kDa —» | S o 95kDa —» b D
72kDa — 72kDa —» ' ' ——
55kDa —* > ' 55kDa —» N~
36kDa — > 3kDa —» » e
28kDa — P 28kDa —» P
17kDa —» 17kDa —»

[N
——

Sekil 4.4 Ags1 aday1 6 rekombinant proteinin saflastirilma sonrasi (A) SDS-PAGE ve (B) Western
blot goriintiileri. 1. stitun: rH2 proteini; 2. Siitun: rA4 proteini; 3. siitun: rE4 proteini; 4.
stitun: rD6 proteini; 5. siitun: rE6 proteini; 6. siitun: rH6 proteini

4.5 Humoral immun Yanit

Asilama ile farelerde uyarilan total IgG yanit1 ve bu yanitin IgG1l veya
IgG2a yoniine kutuplanmasi rH2, rA4, rE4, rD6, rE6 ve rH6 proteinlerinin
kullanildig1 rec-ELISA yontemiyle arastirilmistir.

4.5.1 Uyarilan Total IgG Antikor Yaniti

Rec-ELISA yontemiyle asilama Oncesi ve sonrasinda farelerden alinan
serum Orneklerinde rH2, rA4, rE4, rD6, rE6 ve rH6 proteinlerine karsi olusan total
IgG antikor yanit1 arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore PBS ve Montanide

kontrol gruplarinda 42. giin sonunda total IgG seviyesinde asilama dncesine gore
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anlamli bir artig saptanmamustir. 6-Valant kontrol grubunda total IgG yanitinin 42.
giinde asilama Oncesine gore belirgin bir artis gostermistir (P<0,0001; ***). 6-
Valant (+) Montanide as1 grubunda ise 42. giinde asilama dncesine gore belirgin
artis saglanmistir (P<0,0001; ***). 6-Valant (+) Montanide as1 grubunun total IgG
yanitinin 6-Valant kontrol grubuna gore belirgin sekilde yiiksek oldugu
saptanmustir (P=0,002; **) (Sekil 4.5).

W 0. glin
m21. gln

3,000 - - - o m s o o oo
42. giin

2,000 +

OD 5, degeri

1,000 -

0,000 -

PBS Montanide 6-Valant 6-Valant (+)
Montanide

Sekil 4.5 As1 ve kontrol grubu farelerde olusan total IgG yanitt
4.5.2 Uyarilan IgG1 ve IgG2a Antikor Yanmiti

Rec-ELISA yontemiyle asilama Oncesi ve sonrasinda farelerden alinan
serum Orneklerinde rH2, rA4, rE4, rD6, rE6 ve rH6 proteinlerine karst olusan

IgG1 ve IgG2a antikor yanitlar1 arastirilmugtir.

Elde edilen sonuglara gére PBS ve Montanide kontrol gruplarinda 42. giin
sonunda IgG1 seviyesinde asilama oncesine gore anlamli bir artig saptanmamistir.
6-Valant kontrol grubunda IgGl yamitinin 42. giinde asilama Oncesine gore
belirgin bir artis gostermistir (P<0,0001; ***). 6-Valant (+) Montanide as1
grubunda ise 42. giinde asilama Oncesine gore belirgin artis saglanmigtir
(P<0,0001; ***). 6-Valant (+) Montanide as1 grubunun IgG1 yanitinin 6-Valant
kontrol grubuna gore belirgin sekilde yiliksek oldugu saptanmistir (P=0,0218; *)
(Sekil 4.6).
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IgG2a sonuglari incelendiginde PBS ve Montanide kontrol gruplarinda 42.
giin sonunda asilama Oncesine gore anlamli bir artis saptanmamistir. 6-Valant
kontrol grubunda IgG2a yanitinin 42. giinde asilama Oncesine gore belirgin bir
artis gostermistir (P<0,0001; ***). 6-Valant (+) Montanide as1 grubunda ise 42.
giinde asilama Oncesine gore belirgin artis saglanmistir (P<0,0001; ***). 6-Valant
(+) Montanide as1 grubunun IgG2a yanitinin 6-Valant kontrol grubuna gore
belirgin sekilde yiiksek oldugu saptanmustir (P=0,0113; *) (Sekil 4.6).

6-Valant (+) Montanide as1 grubunun IgGl ve IgG2a antikor yanitlari
karsilastirildiginda 42. giinde IgG2a yanitinin IgG1 yanitina gore belirgin sekilde
daha fazla oldugu saptanmigtir (P=0,0067; **) (Sekil 4.6).

P pooemmmsmeene
1,500
1,000
0,500 -

0,000

0D, degeri

0,500

1,000

1,500

2,000

6-Valant (+)
Montanide

PBS Montanide 6-Valant

Sekil 4.6 As1 ve kontrol grubu farelerde olusan IgG1 ve IgG2a yanitlar
4.6 Hiicresel Immun Yamt

[k asilamadan sonra dort gruba ait farelerin dalak hiicrelerinden hazirlanan
tek hiicre siispansiyonlart rH2, rA4, rE4, rD6, rE6 ve rH6 proteinleri ile
uyarilmistir. Uyarim sonras1 IFN-y ve IL-4 salgilayan CD4 T-Yardimci ve IFN-y
salgilayan CD8 T-Sitotoksik lenfositlerin oran1 flow sitometri ile incelenmistir.
Ayrica lenfositlerce hiicre disina salgilanan IFN-y ve IL-4 miktar1 sitokin ELISA

ile belirlenmistir.
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Dalak hiicrelerini uyaracak protein karistmi konsantrasyonunu belirlemek
amaciyla optimizasyon c¢alismalar1 yapilmistir. As1 grubuna ait fare dalak
hiicreleri, hiicre kiiltiirii ortaminda son konsantrasyonlar1 200 pg/ml, 100 pg/ml,
50 pg/ml ve 25 pg/ml olan rH2, rA4, rE4, tD6, rE6 ve rH6 protein karisimi ile
uyarilmistir. Veriler sonucunda dalak hiicrelerinin 25 pg/ml konsantrasyonda

protein karisimi ile uyarilmasinin optimum etkinligi gosterdigi saptanmustir.

Hiicresel immun yanitin saptanmasinda PBS kontrol grubuna ait fare dalak
hiicreleri anti-CD3 ile isaretlenerek CD3 reseptorlii T lenfosit popiilasyonlari

belirlenmistir.
4.6.1 IFN-y salgilayan CD4 T-Yardimc Lenfositlerin Oram

Kontrol ve as1 gruplarina ait farelerin dalak hiicrelerinin rH2, rA4, rE4, tD6,
rE6 ve rH6 protein karigimi ile uyarimi sonrasi IFN-y salgilayan CD4 T-Yardimci
lenfositlerin oran1 Sekil 4.7°de verilmistir. Elde edilen verilere gore, 6-Valant (+)
Montanide uygulanan as1 grubunda IFN-y salgilayan CD4 T-Yardimec: lenfosit
oran1 PBS, Montanide ve 6-Valant kontrol gruplarina goére sirasiyla 2, 1,6 ve 1,45
kat artmistir.

0,50 |
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0,30 T-mmmmmmmmmm e

0,20 f

lenfosit orani (%)

0,10

IFN-y salgilayan CD4 T-Yardimci

0,00
PBS Montanide 6-Valant 6-Valant (+)
Montanide

Sekil 4.7 As1 ve kontrol grubu farelerde IFN-y salgilayan CD4 T-Yardime1 Lenfositlerini Orani
4.6.2 IFN-y salgilayan CD8 T-Sitotoksik Lenfositlerin Orani

Kontrol ve as1 gruplarina ait farelerin dalak hiicrelerinin rH2, rA4, rE4, rD6,

rE6 ve rH6 protein karigimi ile uyarimi sonrasi IFN-y salgilayan CD8 T-
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Sitotoksik lenfositlerin oran1 Sekil 4.8’de verilmistir. Elde edilen verilere gore, 6-
Valant (+) Montanide uygulanan as1 grubunda IFN-y salgilayan CD8 T-Sitotoksik
lenfosit oran1 PBS, Montanide ve 6-Valant kontrol gruplarina gore sirasiyla 2, 2
ve 1,6 kat artmustir.

0,40

0,20 ~

IFN-y salgilayan CD8 T-Sitotoksik
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0,00

PBS Montanide 6-Valant 6-Valant (+)
Montanide

Sekil 4.8 As1 ve kontrol grubu farelerde IFN-y salgilayan CD8 T-Sitotoksik Lenfositlerini Orani
4.6.3 IL-4 salgilayan CD4 T-Yardimc1 Lenfositlerin Oram

Kontrol ve as1 gruplarina ait farelerin dalak hiicrelerinin rH2, rA4, rE4, tD6,
rE6 ve rH6 protein karigimi ile uyarimi sonrasi IL-4 salgilayan CD4 T-Yardime1
lenfositlerin oran1 Sekil 4.9°da verilmistir. Elde edilen verilere gore, 6-Valant (+)
Montanide uygulanan a1 grubunda IL-4 salgilayan CD4 T-Yardimecr lenfosit
oran1 PBS, Montanide ve 6-Valant kontrol gruplarina gore sirasiyla ortalama 3,07,
2,88 ve 1,1 kat artmustr.
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IL-4 salgilayan CD4 T-Yardimci
lenfosit orani (%)

PBS Montanide 6-Valant 6-Valant (+)
Montanide

Sekil 4.9 As1 ve kontrol grubu farelerde 1L-4 salgilayan CD4 T-Yardimci Lenfositlerinin Orani
4.6.4 Lenfositlerin Hiicre Disina Salgiladig1 IFN-y ve IL-4 Miktar1

Kontrol ve as1 gruplarina ait farelerin dalak hiicrelerinin rH2, rA4, rE4, tD6,
rE6 ve rH6 protein karisimi ile uyarimi sonrasi lenfositlerce hiicre disina
salgilanan IFN-y ve IL-4 miktarlar1 Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de verilmistir.

Elde edilen sonuclara gore 6-Valant (+) Montanide as1 grubu IFN-y miktar1
PBS ve Montanide ile agilanan kontrol gruplarina gore belirgin sekilde artmistir
(P=0,0007; P=0,001; ***). 6-Valant (+) Montanide as1 grubu IFN-y miktarinin 6-
Valant kontrol grubundan daha fazla oldugu saptanmustir (Sekil 4.10). IL-4 dlgtim
sonuglarian gore 6-Valant (+) Montanide as1 grubu IL-4 miktar1 PBS ve
Montanide ile asilanan kontrol gruplarina goére belirgin sekilde artmistir
(P=0,0133; P=0,0183; *). 6-Valant (+) Montanide as1 grubu IL-4 miktarinin 6-
Valant kontrol grubundan daha fazla oldugu saptanmistir (Sekil 4.11).



75

BOO0 - === === == oooeooiooooooe

AD00 --=m-mmmmmmmmmmm oo

3000 -

2000

Hicre digina salgilanan
IFN-y miktari (pg/ml)

1000 -

PBS Montanide 6-Valant 6-Valant (+)
Montanide

Sekil 4.10 As1 ve kontrol grubu farelerde hiicre disina salgilanan IFN-y miktar1
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Sekil 4.11 Asi ve kontrol grubu farelerde hiicre disina salgilanan IL-4 miktari
4.7 Letal Toksoplazmozise Kars1 Korunma

As1 ve Kontrol grubu fareler, ikinci asilamadan 3 hafta sonra, 1x10° T.
gondii Ankara susu takizoitleri ile enfekte edilmistir. Ortalama yasam siiresi PBS
ve Montanide uygulanan kontrol gruplarinda sirasiyla 5,5 + 0,53 ve 5.38+0,52 giin
olarak saptanmistir. 6-Valant (+) Montanide ve 6-Valant asis1 uygulanan farelerde
ortalama yasam siiresi sirasiyla 8,38+2,13 ve 7,13+£0,83 olup kontrollerden
belirgin sekilde yiiksek oldugu saptanmustir (P<0,01; **). Sonuglar 6-Valant (+)
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Montanide asistnin T. gondii Ankara susu takizoitleri ile olusturulan Iletal

toksoplazmozise karst en uzun korunmanin saglandigini gdstermektedir (Sekil

4.12).

100 &}k —O— 6-Valant+Montanide
—X— 6-Valant
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Sekil 4.12 As1 ve kontrol grubu farelerin ikinci asilamadan 3 hafta sonra T. gondii Ankara susu ile
enfekte edilmeleri sonrasi gézlenen yagam siireleri
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5. TARTISMA

Son yillarda Toxoplasma gondii’ye yonelik rekombinant protein asi
caligmalarinda birden fazla rekombinant proteinin kullanildigi multivalant asilar
gelistirilmektedir. Liang et al. (2011) ve Felgner et al. (2015) yaptiklar
calismalarda T. gondii’ye 6zgii as1 aday1 olabilecek 200 {izerinde antijenin kesfini
gerceklestirmistir. Bu antijenler iginden as1 adayi olabilecek 49 protein secilmis
ve kiiciik dlgekli ekspresyonu gergeklestirilmistir. Elde edilen veriler 6 proteinin
(rH2, rA4, rE4, rD6, rE6 ve rH6) as1 formiilasyonunda kullanilmaya uygun
sekilde eksprese oldugunu gostermistir (Bkz. Cizelge 3.1; Sekil 4.2).

Toxoplasma gondii’ye karsi korunmada 6zellikle CD8 T-Sitotoksik
lenfositler gorev aldigindan ag1 adayir proteinlerin B hiicre ve MHC-1 epitop
bolgeleri biyoinformatik yontemlerle incelenmistir (Moutaftsi et al., 2006; Kotturi
et al., 2007; Paul et al., 2013; Yao et al., 2012). Elde edilen veriler as1 aday1 6
proteinin B hiicre ve MHC-I epitoplari icerdigini gostermistir (Bkz. Sekil 4.3 A-
B; Cizelge 4.1).

Bunun yaninda proteinlerin glikozilasyonu proteinin stabilitesi, ti¢ boyutlu
yapisi, ylizey ekspresyonu ve antijenitesi agisindan biiylik onem tasimaktadir
(Hounsell and Davies, 1993). Lektin blotlama ile 11 tane T. gondii proteininin N-
bagl glikozilasyon ve 15 tane proteinin ise O-bagl glikozilasyon icerdigi
saptanmigtir (Luk, 2011). 7. gondii’nin N-bagh glikozilasyonun bulundugu
proteinlerin yasamsal faaliyetleri i¢in 6nemli oldugu, O-bagh glikozilasyonlarin
ise ekskretuvar-sekretuvar antijenik proteinlerde bulundugu rapor edilmektedir
(Magdalena et al., 2004). Bu sebeplerle as1 aday: olabilecek 49 antijenik proteinin
N- ve O-baglh glikozilasyon bdlgeleri biyoinformatik yontemlerle incelenmistir
(Frank and Schloissnig, 2010). Elde edilen sonuglara gére rH2 ve rE4 proteinleri
disinda biitiin proteinlerde N-bagli glikozilasyon bolgesi bulunmaktadir. O-bagli
glikozilasyon bdlgesi ise biitiin proteinlerde bulunmaktadir (Bkz. Sekil 4.3 C-D).

Bu asamada daha ileri bir analiz yapilarak B hiicre ve MHC-I epitoplarinda
bulunan N- ve O-bagh glikozilasyon bolgeleri biyoinformatik yontemlerle
incelenmistir. Elde edilen veriler B epitop bolgesinde N-bagli glikozilasyon
bolgesi bulunmayip O-bagli glikozilasyonun ise rD6, rE6, rH6, rE4, rA4
proteinlerinde bulundugunu gostermistir. MHC-I epitop bolgesinde N-baglh
glikozilasyon bolgesi sadece rD6 ve rH6 proteinlerinde bulunup O-bagh
glikozilasyon ise rE4, rD6, rH6 ve rE6 proteinlerinde saptanmistir (Bkz Cizelge
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4.1). Bu veriler as1 aday1 6 proteinin ve epitoplarinin ¢esitli oranlarda glikozile

oldugunu ve antijenikliginin yiiksek oldugunu gostermektedir.

Multivalant rekombinant protein as1 formiilasyonu olusturmak i¢in as1 aday1
6 protein biiyiik Olcekli eksprese edilmis ve sonrasinda affinite ve jel filtrasyon
kolonlari ile ileri derecede saflastirilmis ve endotoksini eksiltilmistir. Daha sonra
as1 aday1 proteinler Montanide ISA 50V adjuvanti ile birlestirilerek T. gondii’ye
karsi ilk defa 6 rekombinant protein kullanilan as1 formiilasyonu (6-Valant (+)
Montanide) gelistirilmistir.

Gelistirilen as1 formiilasyonu ve kontrol grubu asilar outbred Swiss webster
farelere uygulanmistir. Asilama ile 6-Valant (+) Montanide as1 grubunda uyarilan
total IgG ikinci asilamadan 21 giin sonra asilama Oncesine gore belirgin artis
saglamistir (P<0,0001). 6-Valant (+) Montanide asis1 ile uyarilan total IgG
yanitinin  6-Valant kontrol grubuna gore belirgin sekilde yiiksek oldugu da
saptanmigtir (P=0,002) (Bkz. Sekil 4.5). IgG1 ve IgG2a altgrup antikor yaniti
incelendginde ise 6-Valant (+) Montanide as1 grubunun IgG2a yanitimin IgGl
yanitina gore belirgin sekilde daha fazla oldugu saptanmistir (P<0,001) (Bkz.
Sekil 4.6). Bu sonuclar adjuvante multivalant rekombinant protein asisinin (6-
Valant (+) Montanide) immun yanmiti Tyl yOniine polarize oldugunu

gostermektedir.

Hiicresel immun yanit incelendiginde 6-Valant (+) Montanide uygulanan as1
grubunda IFN-y salgilayan CD8 T-Sitotoksik lenfosit oraninin kontrollere gore
1,6-2 kat arasinda arttigi gosterilmistir (Bkz. Sekil 4.8). Bunun yaninda IFN-y
salgilayan CD4 T-Yardimei lenfosit oraninin da kontrollere goére 1,45-2 kat
arasinda artt1g1 saptanmistir (Bkz. Sekil 4.7). Lenfositlerin hiicre digina salgiladigi
IFN-y miktarlar1 incelendiginde 6-Valant (+) Montanide asinin PBS ve Montanide
kontrol gruplarina gore belirgin sekilde daha fazla IFN-y olusturdugu (P<0,001)
6-Valant kontrol grubundan ise daha fazla oldugu saptanmistir (Bkz. Sekil 4.10).
Ayrica IL-4 salgilayan CD4 T-Yardimer lenfositlerin orami incelendiginde
kontrollere gore ortalama 1,1-3 kat arasinda arttig1 saptanmistir (Bkz. Sekil 4.9).
Lenfositlerin hiicre disina salgiladigi IL-4 miktarlar incelendiginde 6-Valant (+)
Montanide aginin PBS ve Montanide kontrol gruplarina gore belirgin sekilde daha
fazla IL-4 iretimi sagladigi (P<0,05) 6-Valant kontrol grubundan daha fazla
oldugu saptanmigtir (Bkz. Sekil 4.11). Bu sonuglar adjuvante multivalant
rekombinant protein asisinin (6-Valant (+) Montanide) immun yanitt Tyl yOniine

daha fazla kutuplandirdigini gostermektedir. Ayrica T. gondii’ye kars1 korunmada
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baslica onemli olan IFN-y salgilayan CD8 T-Sitotoksik lenfositlerin asilama ile

artis gostermesi aginin istenilen koruyucu immun yanit1 uyardigini gétermektedir.

Asilama ile olusturulan korunmanin belirlenmesinde farelere intraperitoneal
yoldan 100.000 T. gondii Ankara susu takizoiti uygulanmistir. Adjuvante
multivalant rekombinant protein asisinin farelerde ortalama yasam siiresini
ortalama 5 giinden 8,38+2,13 giine cikarttig1 ve kontrollerden belirgin sekilde
yiiksek oldugu saptanmistir (P<0,01).

Literatiirde bu ¢alismaya benzer multivalant protein eksprese eden DNA
asis1 ¢alismasinda GRA1, GRA2, GRA4 ve SAGI’e ait 6 antijenik epitopun
eksprese edildigi multi-epitop DNA asis1 gelistirilmistir. Bu as1 ile giiglii humoral
ve Tyl tipi hiicresel immun yanitin uyarildigi belirtilmistir. Bu asamada asilama
ile olusturulan korunmanin belirlenmesi icin BALB/c ve C57BL/6 farelere
intraperitoneal yoldan 500 T. gondii RH susu takizoiti uygulandigi rapor
edilmistir. Elde edilen sonuglar BALB/c farelerde asilanmayan kontrol grubu
farelerin %60’ 1nin ve agilanan farelerin ise %100’linlin yasadig1 gosterilmistir.
CS57BL/6 farelerde ise asilanmayan farelerin en ¢ok 7. giine kadar yasadiklarini ve
asilanan farelerin %40’ min yasadig1 gosterilmistir (Liu et al., 2009). Bu ¢alismada
asilanmayan farelerin yasamasinin T. gondii RH susunun farelerde oldiriicti
dozda verilmemesinden kaynaklandigi sonucuna varilmistir. Bu sekilde diisiik
dozda verilen T. gondii takizoitlerine kars1 farelerde korunma yasam egrisi ile
belirlenmesi yerine dokularda bulunan T. gondii formlarinin arastirilmasinin daha

dogru olacag diisliniilmektedir.

Ilgi cekici arastirmalardan bir digerinde ise 7. gondii nin takizoit formuna
ozgli SAG1, GRA1, ROP2, GRA4 ve ayrica bradizoit formuna 6zgii SAG2C ve
SAG2X proteinlerinin epitop bdlgelerini igeren bir multi-epitop DNA as1
gelistirilmistir. Bu as1 c¢alismasinda asilama intramuskuler, intraoral, intranazal
olacak sekilde ii¢ farkli yolla uygulanmistir. Bu asamada asilama ile olusturulan
korunmanin belirlenmesi i¢cin BALB/c farelere intraperitoneal yoldan 1000 T.
gondii RH susu takizoiti uygulanmistir. Calisma sonucunda intranazal yolla
asilama ile yiiksek derece IgA, CD8 T-Sitotoksik lenfositlerinde %1,78 oraninda
artts ve korunma zamaninda %40 uzama saptandigi rapor edilmistir. Intraoral
uygulama sonucunda ise, IgA antikor yanitinda artis, CD8 T-Sitotoksik
lenfositlerinde %0,70 oraninda artis ve korunma zamaninda %60 uzama oldugu
belirtilmistir. Intramuskuler uygulama sonrasinda yiiksek derece IgG antikor
yaniti, CD8 T-Sitotoksik lenfositlerinde 90,92 oraninda artis ve korunma
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zamaninda %20 uzama oldugu rapor edilmistir. Bu caligmada as1 uygulanmayan
kontrol farelerinin ortalama 3. giinde 6lmeye basladiklar1 ve tamaminin 5. giinde
oldigi bildirilmistir (Cong et al., 2014). Bu ¢alismada asilanmayan farelerin
diistiik dozda T. gondii RH susu takizoiti uygulanmasina ragmen 3. giinde 6lmeye
baglamasi ilging olarak degerlendirilmistir ¢iinkii T. gondii ile lethal
toksoplazmosiz olusturulmasinda her fareye ortalama 100.000 takizoit verilmesi
sonrasi Oliimlerin genelde 4. giinde baslamasi beklenmektedir (Fachado et al.,
2003; Doskaya et al., 2007).

T. gondii rtGRA2 ve rGRAG6 proteinleri monofosforil lipid A (MPL)
adjuvant1 ile birlestirilerek farelere intraperitoneal olarak verildigi c¢alismada,
agilama ile total IgG ve IgG2a yanitlarinin arttirdig belirlenmistir. Farelere doku
kisti olusturan T. gondii PRU susu intraperitoneal yoldan uygulanmis ve doku
kistlerinin rGRA2 proteinin verildigi grupta %69,8, rGRA2 ve rGRA6 protein
karigiminin verildigi grupta ise %48,2 azaldig1 bildirilmistir (Golkar et al., 2007).

T. gondii’ye kars1 gelistirilen ti¢ farkli multi-antijenik rekombinant protein
ast calismasinda rROP2 (+) rGRA4 (+) rSAGI1 protein karisimi ile rROP2 (+)
rROP4 (+) rGRA4 ve rROP2 (+) rROP4 (+) rSAGI1 protein karigimlar1 Freund
adjuvant ile birlestirilerek olusturulan immun yanit ve korunma karsilastirilmistir.
Her ii¢ a1 grubunda da IgG1l antikor seviyesinde ylikselme goézlemlemistir.
Fareler doku kisti olusturan T. gondii DX susu intraperitoneal yoldan uygulanmis
ve rROP2 (+) rGRA4 (+) rSAG1 uygulanan grupta %46 azalma, rROP2 (+)
rROP4 (+) rGRA4 uygulanan grupta %77, rROP2 (+) rROP4 (+) rSAG1L
uygulanan grupta ise %84 azalma oldugu belirtilmistir (Dziadek et al., 2012).

T. gondii’ye ait AMA1, RON2 ve RON4 antijenik proteinleriyle yapilan as1
caligmasinda, bu proteinlerin epitop bolgeleri segilerek multivalant rekombinant
protein asist olusturulmustur. rRON2 uygulanan grupta yiiksek miktarda IgA
antikor yaniti, rAMAT1 (+) rRON2 uygulanan grupta ise yiiksek miktarda total IgG
antikor yanmiti saptandigi bildirilmistir. TAMA1 (+) rRON2 uygulanan as1
grubunda yiiksek miktarda IFN-y iiretimi oldugu rapor edilmistir. Bu agsamada
asilama ile olusturulan korunmanin belirlenmesi igin BALB/c farelere oral yoldan
40.000 T. gondii RH susu takizoiti uygulandig1 belirtilmistir. As1 uygulanmayan
grupta farelerin 13. giine kadar yasadiklari bildirilmis, rAMAL (+) rRON2
uygulanan grupta farelerin %70, rAMAL uygulanan grupta %60, rAMAL1 (+)
rRON2 (+) rRON4 uygulanan grupta %50 ve rRON2 uygulanan grupta %40’ min
yasadigi rapor edilmistir (Zhang et al., 2015). T. gondii ile dogal yoldan
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enfeksiyon oral yoldan doku kisti veya ookistlerin alinmasi ile baglamaktadir. Bu
calismada ilging sekilde mide asidine direngsiz T. gondii takizoiti oral yoldan
uygulanmistir.

Sonu¢ olarak; dogru antijenik proteinlerin kullanildigi multivalant
rekombinant protein as1 formiilasyonlarinin kuvvetli humoral ve hiicresel immun
yanit uyardigi bilinmektedir. Daha onceki ¢alismalarda multivalant proteinlerin
igeriginde kullanilan proteinler rastgele secilmekteydi. Bu ¢alismada ise protein
mikroarray tarama ile T. gondii genomundan se¢ilmis 49 as1 adayr olabilecek
antijenik protein i¢inden 6 tanesi sec¢ilmis ve ilk defa 6-Valantli rekombinant
protein asis1 gelistirilmistir. Adjuvante 6-Valantli rekombinant protein asisinin
kuvvetli humoral ve hiicresel immun yanit uyardigi ve lethal toksoplazmosize
kars1 korunma zamanini uzattigi belirlenmistir. ileride daha fazla rekombinant
protein iceren adjuvente multivalant rekombinant protein asilarinin gelistirilmesi
ile toksoplazmozise karst tam korunmanin saglanabilecegi 6ngoriilmektedir. Bu
caligmada da gosterildigi gibi T. gondii antijenik proteinlerin epitoplarinin
cogunda glikozilasyon bélgeleri bulunmaktadir ve etkin bir immun yanit i¢in
antijenik epitop bolgeleriyle MHC molekiillerinin tam uyusmasi gerekmektedir.
Bu sebeplerle asilamada kullanilacak T. gondii rekombinant proteinlerinin post
translasyonel modifikasyon yapabilen ekspresyon sistemlerinde {iretilmesinin

toksoplazmosize kargi korunmada biiyiik ilerleme saglayacagi diisiiniilmektedir.
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