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Toxoplasma gondii Takizoit ve Doku Kistlerinin Kriyoprezervasyonu

Cryopreservation of Toxoplasma gondii Tachyzoites and Tissue Cysts
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OZET

Toxoplasma gondii takizoit ve doku kistleri calismalari agl, tani testleri ve ilag arastirmalar, biyokimyasal ve molekiler yapi calismalan gibi
bircok bilimsel calismada kullaniimaktadir. Doku kisti ve takizoitlerin stirekli in vivo pasajlanmasi zahmetli bir islem oldugu kadar diger
yandan strekli hayvan kullanilmasindan kaynaklanilan ylksek maliyetli ve etik sorunlar ¢ikaran bir islemdir. Takizoitlerin ve doku kistlerinin
kriyoprezervasyonunun gerektiginde in vivo canlandinimasi ekonomik kayiplar, is glici ve hayvan etik sorunlanni azaltilabilecektir. Bu
makalede takizoit ve doku kistlerinin farelerde, intraperitoneal Uretimi, kriyoprezervasyon icin hazirlanmasi ve kriyolanmis 6rneklerin
¢ozdirilerek farelere tekrar uygulanmasi detayli olarak tarif edilmigtir. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 44-6)

Anahtar Sézciikler: Kriyoprezervasyon, doku kisti, takizoit

Gelis Tarihi: 16.11.2012 Kabul Tarihi: 03.12.2012

ABSTRACT

Toxoplasma gondii tachyzoites and tissue cysts are largely used for developing diagnostic assays, vaccines and in drug research as well
as biochemical and molecular structure studies. Continuous passaging of tachyzoites or tissue cysts in animal models encounter ethical
and economical problems and it is a time consuming procedure. Cryopreservation of tachyzoites and tissue cysts and revitalization of
cryopreserved samples whenever needed, can decrease the economical loss, ethical problems and labour. In the present article, production
of tachyzoites and tissue cysts in mice, preparation of samples for cryopreservation, cryopreservation of tachyzoites and tissue cysts,
defrosting of cryopreserved samples and reinoculation to mice have been described in detail. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 44-6)
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GiRiS

Toxoplasma gondii, bir protozoon parazit olup, kuslar dahil
tim memelileri enfekte edebilmektedir. Tibbi dnemi yiksek

ve evriminin en ince detaylarinin agikliga kavusmasi toxop-
lasmosis tanisi, tedavisi ve agi calismalan agisindan buylk
dnem tasimaktadir.

olan parazitin diinyadaki insanlarin yaklasik G¢te birini enfek-
te ettigi tahmin edilmektedir (1-3). insanlarda genelde
asemptomatik seyretmekle beraber, dustk, oli dogum,
konjenital toxoplasmosis, gérme bozukluklari, ensefalit,
organ reddi ve hatta dlime dahi yol acabilen klinik tablolar
yaratabilmektedir (4-8). Bu parazitin morfolojik ézelliklerinin

T. gondii'nin kompleks hayat déngisin de (g form; takizoit-
ler, bradizoitler (doku kisti icinde) ve sporozoitler (ookist
icinde) tanimlanmustir. T. gondii'nin evriminde takizoitler hizli
bolinen form olup tim insan hicrelerini isgal edebilmekte-
dir ve akut enfeksiyondan sorumludurlar (8, 9). Ortalama 14
glin icinde, isgal ettikleri hiicrede bdlinme hizlar yavaslaya-
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rak bradizoitlere dénisur ve kronik enfeksiyondan sorumlu doku
kistlerini olustururlar. Parazitin bu asekstel déngist disinda,
sadece kesin konak olan kedide gerceklesen bir de sekslel don-
glsu vardir. Bu donglde kediler T. gondii'yi ookist veya doku
kisti olarak alirlar. Kedinin badirsak epitel hiicrelerinde farklilaga-
rak olusan mikrogametosit ve makrogametositler, gametogoni
ile mikrogamet ve makrogametlere déniismektedir. iki uzun fla-
gellali mikrogametlerin, makrogametleri déllemesi ile olusan
zigotun etrafinda duvar olusur ve bu forma ookist denir. Enfekte
epitel hicresini patlatarak cikan ookistler badirsak yolu ile dig
ortama atilmaktadirlar (5, 6, 8, 9). Dis ortama atilan ookist i¢inde,
cevre isisi ve oksijen miktarina bagl olarak 1-21 gln igcinde spo-
rogoni ile dncelikle iki adet sporokist, her sporokistin icinde ise
dérder adet sporozoit geligir. Ookistlerin nemli toprakta ortala-
ma 18 ay boyunca canliligini koruyabildigi gdsterilmistir (5, 6).

T. gondii tani testlerinde, etkene karsi gelistirilen asl, ilag calis-
malar yaninda biyokimyasal ve molekiler yapi arastirmalarinda,
parazitin hayat dénguslnde yer alan takizoit ve bradizoit formla-
r siklikla kullaniimaktadir. Bu formlarin istenildiginde el altinda
bulunabilmesi igin arastirma merkezlerinde surekli in vivo sagla-
ma yerine kriyoprezervasyona bagvurulmaktadir (2-10). Bu maka-
lede T. gondii RH Ankara susu takizoitleri ve PRU susu doku
kistleri ile farelerde gergeklestirilen pasajlama teknigi anlatilacak
ve sonrasinda elde edilen formlarin kriyoprezervasyon iglemleri
detayli olarak anlatilacaktir.

YONTEMLER

1. Kullanilan Hayvanlar
T. gondii takizoit ve doku kisti Uretiminde 4-6 haftalik BALB/c
veya Swiss outbred fareler kullaniimaktadir.

2. T. gondii RH Ankara Susu Takizoitlerinin Farelerde
Pasajlanmasi

Daha 6nceden T. gondii takizoitleri ile enfekte edilmis farelere
CQ, ile &tenazi sonrasi servikal dislokasyon uygulanir. Daha sonra
farenin batin boélgesi %70 ethanol ile spreylenip, periton zarina
kadar olan deri kismi acilir ve iki yana diseksiyon yapilir. Periton
alt-orta hattan acilarak intraperitoneal alan periton duvarina
dogru pastdr pipeti ile yaklagik 10 mL steril %0.9 NaCl puskirti-
lerek yikanir ve periton calkanti suyu steril olarak 15 mL tipe
aktarilir (Resim 1A, B). Elde edilen eksudadaki takizoit miktari, 1gik
mikroskobunda 40x objektifte hemositometre ile sayildiktan
sonra 1x10%/mL takizoit icerecek sekilde sulandinlir. Bu érnekten
alinan 100 pL (yaklagik olarak 1x10° takizoit icerir) 4-6 haftalik
farelere intraperitoneal olarak uygulanir. ilk giinii takip eden 3.
veya 4. glinde pasaj tekrarlanir (10-12).

2.1. Takizoitlerin Kriyoprezervasyon icin Hazirligi

B&lim 1.1.'de anlatildigi gibi enfekte farelere ortalama 4. glinde
CO, ile 6tenazi sonrasi servikal dislokasyon uygulanir. Sonra batin
bolgesi %70 ethanol ile spreylenir ve periton zarina kadar deri
kismina diseksiyon uygulanir, periton acilmaz. Steril 5 mL enjektére
2 mL %0.9 NaCl ¢ekilir. Periton steril penset ile kaldinlir ve 2 mL
%0.9 NaCl periton icine verilip, periton penset ile hafifce calkala-
nir. Enjektdr ignesi cikarlir ve plastik kismi ile verilen 2 mL %0.9
NaCl geri ¢cekilir (Resim 1C). Eksuda icinde bulunan takizoit mikta-
r, 15tk mikroskopta 40x objektifte hemositometre ile sayildiktan
sonra zaman gecirmeden kriyoprezervasyon islemine gecilir.

3. T gondii PRU Susu Doku Kistlerinin Pasajlanmasi ve
Kriyoprezervasyon igin Hazirhg:

Daha 6nce T. gondii doku kistleri ile enfekte edilmis 4-6 haftalik
BALB/c veya Swiss outbred farelere &tenazi uygulanir. Fare tiy-
lerinin ortama ugmamasi icin %70 ethanol ile spreylenir. Steril
penset ve makas ile kafa kaide kemikleri acilir, ¢ikarilan beyin
dokusu, 1 mL %0.9 NaCl iceren 50 mLlik tipe aktarilir (Resim 1D,
E). Beyin dokusu 20 G 1" enjektor ignesi bulunan 5 mL enjektor
ile 50 mL tip icinde homojenize edilir ve Uzerine 3-4 damla
Penisilin (10.000 U/mL)/Streptomisin soltsyonu (10.000 pug/mL)
(Biochrom) eklenir (Resim 1F). Homojenattan alinan 4 adet 20 pL
ornek lam lamel arasinda i1k mikroskopta 20x biyitmede ince-
lenir ve kist miktan sayilir. Elde edilen homojenat, kriyopreservas-
yon ve pasajlama icin kullanilabilir.

Ornek gece boyunca +4°C’'de saklandiktan sonra saglam farelere
intraperitoneal olarak ortalama 10-15 doku kisti olacak sekilde
pasajlanir. Yaklagik 40 glinde enfekte farelerde olusan doku kistleri
ile tekrar pasaj yapilabilir. Pasaj araligi 6 ayi gecmemelidir (10-12).

4. Kriyoprezervasyon

Bolim 2.1. ve 3.'te anlatildigi gibi elde edilen 0.5 mL takizoit
iceren eksuda veya doku kisti iceren homojenat, énceden hazir-
lanmig 2 mL kriyo tlpU igindeki 1 mL kriyoprezervasyon sollsyo-
nuna [150 pL Dimethyl Sulfoxide (Dimetilstlfoksit; DMSO),150 pL
FBS (FetalBovine Serum) iceren 700 pL RPMI 1640 besiyeri] ekle-
nir. Daha sonra doku kisti igeren kriyo tiplerinin 15-45 dakika oda
sicakliginda inkibe edilmesi gerekmektedir. Kriyoprezervasyon
tUplerinin Gzerine susun adi, tip icinde ne kadar takizoit veya
doku kisti bulundugu ve tarih yazilmasi dnemlidir. Takizoit iceren
kriyo tlpu hemen, doku kisti iceren tip ise inkiibasyon sonrasi,
-80°C derin dondurucuda bulunan strafor kutu icine konulur.
Ortalama 4 saat sonra kriyo tip -80°C derin dondurucuda bulu-
nan kriyo kutusuna aktarlir (12).

4.1. Kriyoprezervasyonda Bulunan Orneklerin Cézdiiriilmesi
Kriyoprezervasyon soliisyonunda bulunan DMSO takizoit veya
doku kistlerine zarar verebileceginden, ¢dzdirme islemi hizli
gerceklestiriimelidir. Bunun icin daha dnceden hazirlanmig 5 mL
RPMI 1640 besiyeri iceren 15 mL tlp ve steril pastdr pipeti hazir-
lanir ve su banyosu 37°C'ye getirilir. Kriyo tlp -80°C derin dondu-
rucudan c¢ikanldigr gibi 37°C su banyosuna konulur ve icerik
¢ozlldikten hemen sonra steril pastér pipeti ile 5 mL RPMI 1640
besiyeri iceren 15 mL tipe eklenir. Daha sonra tip 1500 rpm’de
10 dakika santrifij edilir. Ust sivi 0.5 mL kalana kadar pastor pipe-
ti ile atilir ve pellet Gstiine 2 mL RPMI 1640 eklenerek, pastor
pipeti ile yavasca homojenize edilir.

Homojenattan alinan drnekteki takizoit miktari, 1s1ik mikroskopta
40x objektifte canlilik agisindan faz kontrast mikroskopi ile
degerlendirilir (Resim 2A-C). Daha sonra 1x10¢%mL canli takizoit
icerecek sekilde RPMI 1640 ile sispanse edilir ve en az 3 fareye
intraperitoneal yoldan farkli miktarlarda (100-300 pL) uygulanir.

Doku kisti iceren homojenattan alinan 4 adet 20 pL &rnek icinde
bulunan doku kistlerinin canhlidi lam lamel arasinda isik ve faz
kontrast mikroskobunda 20x blyitmede degerlendirilir ve kist
miktari sayilir (Resim 2B-D). Daha sonra saglam farelere intrape-
ritoneal yoldan 10-15 canli kist olacak sekilde verilir. Yaklagik 40
glin sonrasinda enfekte farelerin beyninde olusan doku kistleri
ile tekrar pasaj yapilabilir.
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Resim 1. T. gondii RH Ankara susu takizoitleri ve PRU susu doku
kistlerinin kriyoprezervasyon igin hazirligi (A-B) Takizoit pasaji igin
gerekli malzemeler ve pasajlama (C) Takizoit kriyoprezervasyonu
icin eksuda &rnegi alimi. (D) Doku kisti pasaji icin gerekli
malzemeler. (E, F) Doku kisti kriyoprezervasyonu icin érnek alimi
ve homojenizasyon

Resim 2. T. gondii RH Ankara susu takizoitleri ve PRU susu doku
kistlerinin 1gtk mikroskop (A, B) ve faz kontrast (C, D) mikroskop
goriuntileri (x40 buyttme). (A-C) Yuvarlak icine alinmig bélgedeki
oklar canlih@ini yitirmis takizoitleri géstermektedir

SONUC

Parazitin degisik evrim formlarini elde etmek icin strekli pasajlar-
da deney hayvani veya hiicre kaltirt kullanimi ekonomik ve etik
acidan, oldugu kadar is giict kayiplarn agisindan da cesitli sorun-
lar beraberinde getirmektedir. Bu nedenle kriyoprezervasyonun
ihtiya¢c duyuldugunda ¢dzdurilerek kullaniimasi bu sorunlarin

online gegmektedir. Pek cok parazit turleriyle basanl kriyopre-
zervasyon ¢alismalarn yapilabilmektedir (13, 14).

T. gondii, hicre biyolojisi ve molekiler calismalan icin iyi bir
model olmasi yaninda tibbi ve veterinerlik caligmalarinda siklikla
kullanilmasi nedeniyle ¢cok sayida arastirmada yararlaniimaktadir
(2). Laboratuvarda tani, tedavi, asi gelistirme ve molekiler 6zel-
liklerin arastirlmasi asamasinda T. gondii'nin takizoit ve bradizoit
formlarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Takizoit ve bradizoit formlarinin
Uretimleri, kriyoprezervasyonu ve kriyo eritme basamaklarini ice-
ren iyi bir standart laboratuvar uygulama protokoli hazirlamak T.
gondii ile arastirma laboratuvarinin olmazsa olmazlarindandr.
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