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Toxoplasma gondir nin Cesitli Suslarinin Proteinlerinin Karakterizasyonu

Characterization of Toxoplasma gondii Proteins From Various Strains
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OZET

Amag: Toxoplasma gondii diinyada yaygin olarak gériilen ve toksoplazmoza yol agan protozoon bir parazittir. Zorunlu hicre ici yerlesim
gbstermekte ve insanlar dahil tim sicak kanlilan enfekte etmektedir. Ozellikle immunkompromize olanlarda ve konjenital bulas sonucunda
ciddi klinik tablolara yol acabilmektedir. Hayvanlarda meydana getirdigi disiklerle de hayvanciligin yaygin oldugu Ulkelerde ekonomik
kayiplara yol agmaktadir. Tanisi direkt veya dolayli olarak yapilabilmektedir. Dolayli tanida, referans test olan Sabin-Feldman boya testi, ELISA
ve immun floresan antikor testi (IFA) gibi serolojik testlerden faydalaniimaktadir. Serolojik testlerde saptanan antikorlar, sentezlenmelerine
yol agan antijen yapisiyla iliskilidir, bu yizden farkl suglardaki protein yapilarinin incelenmesi 6nem tasimaktadir. Bu ¢alismada T. gondii'nin
RH, Ankara ve TS-4 suslari kullanilmis ve protein yapilarindaki farkliliklar incelenmistir.

Yéntemler: Virulan RH ve Ankara suslan fare peritonuna inokiile edilerek, TS-4 susu ise Vero hiicre kiiltiirinde tretilmistir. inokilasyondan
g gun sonra, takizoitler periton yikanarak toplanmis ve parcalanmistir. Lizatlar yogunlagtirmak amaciyla liyofilize edildikten sonra protein
icerikleri saptanmistir. Suslarin protein yapilar SDS-PAGE ile ayrilmistir. YurGtilen lizatlar polikromatik glimis boyasi ile boyanmis ve ortaya
cikan bantlar molekiler agirlik standardi ile kargilagtinlmistir.

Bulgular: Karsilagtirma sonucunda, Ankara ve RH susunda 60-70 kDa arasinda ve 15 kDa seviyesinde yodunlagma goézlenirken, TS-4 susunda
60 ve 115 kDa agirliginda olanlar en belirgindi.

Sonug: RH ve Ankara suglarinin ayni protein bantlarini icerdigi, TS-4 susunun daha farkli ve diger iki virulan susa oranla daha az protein
bantina sahip oldudu anlasilmistir. (Turkiye Parazitol Derg 2011; 35: 133-6)
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ABSTRACT

Objective: Toxoplasma gondii the causative agent of toxoplasmosis, is a worldwide intracellular protozoan parasite that infects all warm
blooded animals including humans. It can be devastating to immunocompromised humans and congenital transmission may result in severe
clinical spectrum. It causes economic losses due to abortus in animals. Toxoplasmosis diagnosis depends on direct and indirect methods.
Besides the Sabin-Feldman test, which is accepted to be the reference test, serologic tests such as ELISA and immunofluorescence antibody
tests are means of indirect diagnosis. As detected antibodies in serologic tests are correlated with antigens that cause their synthesis, it is
important to know different proteins of different strains. In this study RH, Ankara and TS-4 strains were used and differences between their
proteins were examined.

Methods: RH and Ankara strains were inoculated into the peritoneal cavity of mice. TS- 4 strain was produced in Vero cell culture. Tachyzoites
collected by peritoneal wash were lysed and lyophilised. This was run on SDS-PAGE gel and protein bands were compared with a standard
protein ladder after staining with polychromatic silver stain.

Results: It was observed that, while Ankara and RH strains had dense bands between 60-70 kDa and at 15 kDa, the most prominent bands
of TS-4 strain were 60 ve 115 kDa bands.
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Conclusion: RH and Ankara strains have the same protein bands while TS-4 strain has different and fewer protein bands than the others.

(Turkiye Parazitol Derg 2011; 35: 133-6)

Key Words: Toxoplasma gondii, RH, TS-4, Ankara strain, antigen

Received: 01.12.2010 Accepted: 21.07.2011

GiRiS

Toksoplazmoz etkeni Toxoplasma gondii, diinyada yaygin olarak
gbzlenen zorunlu hiicre ici protozoonudur. immunokompromize
kisilerde ve primer enfeksiyonu gebelik sirasinda geciren kadin-
larin fetuslarinda ciddi klinik belirtilere sebep olurken, hayvanlar-
da da duslk ve 6li dogumlara yol agmakta ve tlke ekonomisine
zarar vermektedir. Bulas, siklikla doku kistlerini barindiran et ve et
drtinleri veya kedi diskisiyla dig ortama atilan ookistlerle kontami-
ne yiyecek ve iceceklerle olmaktadir. Enfeksiyonun prevalansi,
farkl bolgelerde, cografi kosullar ve kisilerin yagam tarzlarina
bagli olarak degisiklik géstermektedir (1, 2).

Hem serolojik tani hem de asi calismalari igin duyarliligi ve 6zgl-
[Ggu ylksek antijenlere ihtiya¢ duyulmaktadir (3). T. gondii'nin
antijenik yapilar suslar arasinda farkliliklar gostermektedir. Her
sug virulan olarak kabul edilmemekte ve virulan suslar arasinda
da antijenik farkhliklar gérilmektedir (4, 5). Yapilan ilk calismalar-
da yuzey antijenleri tanimlanmigtir. Molekdl agirliklarn 22, 23, 30,
35 ve 43 kDa olarak belirlenen bu yapilar membranda bulunmak-
ta ve glikozil fosfatidilinositol dizisi icermektedir. Gérevleri konak
hiicreyi invaze etmek, immunomodilasyon ve virulansi sagla-
maktir (6, 7). T. gondii'nin yogun granil (GRA), mikronem (MIC)
ve rhoptri (ROP) adli 6zellesmis organelleri, takizoitin apikal bdl-
gesinde yerlesir ve hiicre invazyonu icin gerekli olan proteinleri
salgilar (8).

1941 yilinda izole edilen ve daha sonra yapilan genotiplendirme
calismalarinda tip | suglar arasinda yerini alan RH susu virulan bir
sustur. Ilk defa 1973 yilinda Ekmen ve Altintas (9) tarafindan izole
edilen Ankara susunun da farelerdeki virulansi RH susuna ben-
zerdir. Isiya duyarli bir T. gondii susu olarak 1976 yilinda elde
edilen ve 10° takizoit verildiginde bile farede 6lduriici olmayan
TS-4 susu ise virulansi daha dislk bir sustur (10).

Bu ¢alismada T. gondii'nin RH susu, Ankara susu ve hucre kilti-
rinde seri pasajlarla devami saglanabilen virulansi distk TS-4
susunun protein yapilarnin birbiriyle karsilastinlmasi amaclan-
mistir.

GEREC VE YONTEM

RH (ATCC katalog no:50174) ve Ekmen ve Altintas (9) tarafindan
ilk defa Ankara'da bir képekten izole edilip 1973 yilindan beri
laboratuvarimizda farelere pasajla devam ettirilen Ankara susu,
virulan suslar olarak Swiss albino deney farelerine intraperitoneal
olarak inoklle edildi. Fareler, 25°C'de sabit nem kosullarinda,
gece-glndliz ddnguslt ayarlanmis  dolapta bekletildi.
inokiilasyondan 3 giin sonra, fare peritonlari 3 ml PBS ile yikana-
rak T. gondii takizoitleri toplandi. Tlp icine aktarilan takizoitli
periton sivilarn, fare kaynakli hicrelerin aynimasi icin 40 xg'de 5
dakika santriflj edildi. Ardindan Ust sivi alinarak 950 xg'de 10 dk
santrifiij edildi. Ust sivi atilarak toplam 3 defa yikand. TS-4 (ATCC
katalog no:40050) sugunu Uretmek icin Vero hicresi kullanildi (11).
Kultarler, ekim yapildiktan sonra 10 giin boyunca dizenli olarak

kontrol edildi. Hicreler, takizoitlerin ¢cogalmalari nedeniyle par-
calandiginda takizoitler alindi. Takizoitler hiicre ve hicre artikla-
rindan arnindirmak icin 40xg’de 5 dk cevrildi. Cokelti atildi ve ali-
nan Ust sivi 900xg'de 10 dk santriflj edilerek 3 defa yikanip 5 ml
PBS ile 1x10° takizoit/ml olacak sekilde sulandirildi, caligilana
kadar +4° C'de sakland..

Ug susa ait takizoitler, dnce 4 defa-80°C'de dondurma 37°C'de
¢ozme ve ardindan sonifikasyon islemi ile parcaland:
Sonifikasyon, Branson marka ultrasonifikasyon aleti kullanilarak
60 Hz frekansta dalga 15 saniyelik déngiler halinde bes kez
uygulandi. Parcalama isleminin gerceklestigi mikroskop incele-
mesiyle dogrulandiktan sonra. takizoit lizat 1 ml miktarlarda
ependorf tlplerine daditildi. Bu iglemler her sus icin tekrarland.
Hazirlanan kanigimlar ¢aligilana kadar-20°C'de saklandi. Protein
iceriklerini yogunlastirmak icin liyofilize edilen lizatlarin protein
miktari Bradford yéntemiyle tayin edildi.

SDS-PAGE i¢in, Amersham Pharmacia marka mini elektroforez
aleti kullanilarak elektroforez yapildi. Gradient jel (%5-%20) 70 ml
hacminde dokildid ve 30-40 dakika polimerize olmasi beklendi.
Ustteki butanol dokiildii ve 1-2 defa distile suyla yikandi. Jel icine
kuyucuk agici 8'li tarak konarak polimerizasyonu beklendi. Birinci
kuyucuga 10 pl Fermantas marka boyanmamis molekuler agirlik
standarti ve 10 pl drnek tampon kangimi yiklendi. Lizatlardan
20'ser pl, 10'ar pl drnek tamponu ile kanistinlarak, ikinci kuyucuga
Ankara susu, Gglincl kuyucuda RH susu ve dordinci kuyucuga
TS-4 susu lizati yiklendi. Yuritme tamponu tanka dokildikten
sonra, jel bagina 20 mA akim sabit kalmak Uzere elektroforez
islemi baglatildi. Proteinlerin hareketleri tamamlaninca gu¢ kay-
nadi kapatilarak jeller alindi (12). Jeller, polikromatik gimis
boyasi ile boyandiktan sonra, olusan bantlar molekiler agirhk
standarti ile karsilastinlarak Ankara, RH ve TS-4 suslarinda mey-
dana gelen bantlarin protein bayukltkleri kargilagtirildr.

BULGULAR

Jel boyandiktan sonra olusan bantlar molekiler agirlik standardi
ile kargilagtinldi. Kargilagtirma sonucu Ankara, RH ve TS-4 sugla-
rinda meydana gelen bantlarin protein buyuklikleri belirlendi.
Ankara susunun RH susuyla ayni protein yapilari icerdigi anlasildi.
TS-4 susunda daha az sayida bant gorildu ve belirgin olarak
gozlenen bantlar ise daha farkli idi. Ankara ve RH susunda 60-70
kDa arasinda ve 15 kDa seviyesinde belirgin yogunlagsma gozlen-
di. Diger belirgin bantlar 35, 40 ve 55 kDa seviyesinde yer almak-
taydi. TS-4 susunda ise 60 ve 115 kDa agirliginda olanlar en
belirgindi. Ayrica 80 ve 150 kDa seviyesinde de bantlar gézlendi.
Bu U¢ susta ortaya cikan protein bantlarn Sekil 1 ve Sekil 2'de
gorulmektedir.

TARTISMA

Toksoplazmoz tanisinin zamaninda ve dogru yéntemle konulma-
st 6nemlidir. Serolojik testlerin yapilmasi i¢in canli parazitlere
veya duyarli ve 6zgll antijenlere ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Sekil 1. RH ve Ankara suglarinin jel gériintist

T. gondii suglarinin virulansi farelerde yapilan calismalarda farele-
rin yansini éldiren doz (LD,)) miktarina baglh olarak belirlenmek-
tedir. Virulans farki, etkenin yerlesecedi konak ve doku se¢imini
etkilemektedir. T. gondii'nin ¢ temel genotipi; RH ve GT-1 sus-
larini drnek olarak verebilecegimiz tip |, ME49 susu gibi suslan
iceren tip Il ve CEP ve VEG suslann yer aldigi tip lllI'tr (5).
insanlan etkileyen toksoplazmoz olgularinin cogundan tip II
susunun sorumlu oldugu bulunmustur (13). Tip | suslar, virulans-
lar daha ylksek oldugu icin bazi ciddi konjenital ve okuler vaka-
lardan sorumlu tutulmaktadir (11). Burada virulansi saglayan fak-
torleri sentezleyen genlerin ekspresyon seviyeleri de dnemlidir.
SAG3, GRA2, karbomoil fosfat sentetaz Il, MIC1 ve MIC3 prote-
inlerinde eksilmeler virulansi dusurerek farede deneysel olarak
olusturulan enfeksiyonun siddetini azaltmaktadir (7).

Tip | suglar, hiicreleri daha hizli enfekte etmekte, daha uzun sire
enfektif kalmakta ve bir hicreyi parcaladiktan sonra digerini
daha cabuk invaze etmektedir (5). Antijen yapilar konaktaki
dogal savunma bariyerlerini gegerken de gorev alan yapilardir.
Bu bariyer yerlesim yerine gére kan-beyin bariyeri veya plasenta
olabilmektedir. Bu agidan bakildiginda suslarin yayilis kapasitesi
de énemlidir. In vitro ortamda tip | suslarin, tip Il ve tip lll'e oran-
la daha iyi yayilim goésterdikleri ve daha fazla hiicreyi enfekte
ettikleri gosterilmistir (14).

Suslar arasindaki farkliliklar antijenik yapiya yansimaktadir. Virulan
ve avirulan suglarda belli gen dizilerinin varliginin etkenin patoje-
nitesini etkiledigi saptanmistir. Virulan ve avirulan olan T. gondii
susglan arasinda dogdadaki dénguleri agisindan da fark vardir.
Virulan olan suslar daha seyrek ookist veya doku kisti olugturmak-
tadirlar (15).

Sekil 2. TS-4 susunun jel gorintisa

Ware ve Kasper (16), T. gondii igin susa 6zgl antijenleri belirtmis-
lerdir. Bu ¢alismada 1941 yilinda izole edilmis ve farelerde seri
pasajlarla devam ettirilen RH, P ve C suslan kullaniimisti. RH susu
virulan, P ve C suglarn avirulandir. Bu suglarla enfekte edilen tavsan-
lardan elde edilen antiserumla immunoblot yapildiginda, olusan
antikorlarin cogunlukla RH susuna ait takizoitlerin antijenlerine
karsl oldugu sonucuna ulagilmisti. RH susunun 22 kDa ve 30 kDa
adirh@indaki antijenleri konak immun sistemini daha iyi uyarmak-
tadirlar. Avirulan P ve C susu antijenleri daha ¢ok IgM antikorlarina
baglanirlarken, RH susu antijenlerinin IgG antikorlarina baglanma
potansiyelinin daha yiksek oldugu goésterilmistir (16).

Bir calismada, RH susu ve RH Ankara (TRH) adi verilmis olan
susun westernblot yéntemi kullanilarak antijenik karsilagtirmasi
yapilmistir. RH Ankara (TRH) adi verilen susun Ankara’daki sokak
kedilerinin badirsak ekstraktlar ile enfekte edilen farelerden
izole edilmis oldugu ifade edilmistir. Bu iki sug ve 6zgil IgG anti-
korlar olan hasta serumlar kullanilarak yapilan calismada TRH
susu ile, RH susundan farkli 3 adet bant (48-60 kDa araliginda)
gozlendigi bildirilmistir (4).

Yaptigimiz calismada virulan ve distk virulansli suglarin antijenik
potansiyele sahip olabilecek proteinleri arasindaki farkliliklar
arastinlmistir. Ankara ve RH susunda idantik bantlar saptanmistir.
En belirgin bant 60-70 kDa arasina denk gelen banttir. Bu bandin
konak hiicreye yapisma asamasinda gorev alan MIC1 olmasi ola-
sidir. Deneysel olarak MIC1 eksikligi hicreleri enfekte etme
hizinda %50'ye varan azalma yol acarken, replikasyon oraninda
herhangi bir azalmaya neden olmamustir (17). T. gondii'nin en
baskin ylzey antijeni olan SAG1 olabilecegi tahmin edilen bant,
30 kDa seviyesinde ince bir bant olarak gdzlenmistir. SAG3 oldu-
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Ju dusinilen bant ise 40 kDa hizasinin biraz Ustiinde belirlen-
mistir. Virulan olan suslarda bulunan bu antijenin islevi tam olarak
bilinmese de, hicreye baglanma asamasinda gérev aldigi disu-
nilmektedir. Gérevi anlasilamamis diger bir ylzey antijeni olan
SAG4 35 kDa civarinda SAG3'Un altinda yer almaktadir (7).
Yaklagik 55 kDa agirliginda bulunan kalin fakat soluk bantin ROP2
ve homologu ROPS8 olabilecedi distnilmustir. Hicre invazyonu
sirasinda basta mitokondri olmak Uzere konak hicre organelleri-
nin membranlaryla etkilesim kurmak ROP2'nin gdrevidir. ROP2
eksikligi olan suslar farelerde deneysel olarak olusturulan enfek-
siyonlarda invazyonda yetersiz kalmaktadir (18). Belirgin bir
bagka bant da 15 kDa seviyesinde gozlenmistir. Daha dnceki
yayinlarda saptanmig olan énemli antijenik yapilar 20 kDa Uzerin-
de yer almaktadir. Bizim calismamizda 15 kDa seviyesinde elde
edilen yogunlagsmanin kiiclik miktarlardaki distk molekdl agirlik-
I antijenler olarak yorumlanmistir.

Virulansi dustk TS-4 mutant susuna ait bantlar daha az sayida
gozlenmistir. En belirgin olarak gézlenen bant 80 kDa hizasina
denk gelmektedir. Altinda 60 kDa seviyesindeki bantin ROP1
olmasi olasidir. ROP1 penetrasyon arttirici faktér olarak adlandi-
rilsa da virulansla direk ilgisi olmadigi belirtilmis, ROP1 eksik
mutantlarin da enfeksiyona yol acabildikleri gdsterilmigtir (19).
Bantlar arasinda 100 kDa seviyesini gegen bantlar sadece TS-4
sugunda gorilmistar. Soluk olarak gézlenen bantlar 115 kDa ve
150 kDa hizasindadir. MIC2, 115 kDa agirliginda olup parazitin
konak hiicredeki ekstraselliler matriks elemanlariyla etkilesmesi-
ni saglamaktadir. Laminin ve kollajen proteinleriyle etkilesime
girer. T. gondiimin genis konak yelpazesinden sorumludur.
Virulansla direkt ilgisi olmayan bir proteindir (20).

Yapilan bu calismada RH ve Ankara suslarinin benzer protein
paternine sahip oldugu ve virulan karakterdeki suslarda bulunan
bantlari tasidiklari, virulansi daha dustk olan TS-4 susunun ise
farkl bant paterni gosterdigi gozlenmistir. Daha sonraki ¢alisma-
larda, saptanan protein bantlarindan antijenik ozelliklere sahip
olanlarin hastaligin hangi evresinde antikor cevabi olusturdugu-
nun arastirlmasi amaclanmaktadir.
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