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Toksoplazmozise Karsi Gelistirilen Biyoteknolojik
Tabanli Rekombinant Protein Agilar

Biotechnological Based Recombinant Protein Vaccines Developed Against
Toxoplasmosis
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Toxoplasma gondii (T. gondii); sicakkanl hayvanlarin ¢ogunu ve insanlar1 enfekte edebilen, genis konak¢ yelpazesine sahip
zorunlu hiicre i¢i apikompleksan bir parazittir. Bu parazit ile diinya niifusunun yaklagik tgte biri enfektedir. Toksoplazmozis,
immiin sistemi saglam bireylerde asemptomatik seyrederken, immiin sistemi baskilanmig bireylerde ise ciddi klinik tablolara ve
slumlere yol acabilmektedir. Parazit, insanlara kedi digkisiyla kontamine su ve gidalarin tiketiminin yani sira ¢ig veya az pismis
hayvansal iiriinlerle, konjenital enfeksiyon ve kan/organ nakliyle bulasmaktadir. T. gondii, koyun, keci gibi ¢iftlik hayvanlarinda da
siklikla saptanmaktadir. Koyun ve kegilerde parazit nedeniyle olusan klinik tablolar ve abortuslar diinya ¢apinda biiyitk ekonomik
kayiplar olusturmaktadir. Ginimuzde, T. gondii'ye kars1 sadece koyunlarda kullanilabilen Toxovax (MSD, Yeni Zelanda) ticari agist
bulunmaktadir. Bu nedenle zararsiz, kolay iiretilebilen, parazitin neden oldugu kayiplarin éniine gegilebilecek ve tium canhlarda
kullanilabilecek yenilik¢i T. gondii agisina ihtiya¢ duyulmaktadir. immiinoloji, molekiiler biyoloji, genetik, biyoteknoloji ve
proteomik alanlarindaki gelismeler ag1 caligmalarina yenibakas agilar1 kazandirmaktadir. T. gondii’ye kars: gelistirilen ag1 caligmalari,
yeni antijenlerin in vitro taramalar ve biyoinformatik analizler kullanilarak kesfi, cesitli ekspresyon sistemleri ve yeni adjuvant
tiplerinin kullanimi ile hiz kazanmistir. Rekombinant protein asilar1 biyoteknolojik asilar olup cesitli ekspresyon sistemlerinde
hizl ve kolay tretilmeleri, cok miktarda ve yiiksek saflikta trin elde edilebilirligi, maniptilasyon kolayligi ve hem hiicresel hem
de humoral immiin yanit1 uyarabilmeleri nedeniyle toksoplazmozise yénelik yapilan ag1 ¢caligmalarinda siklikla kullanilmaktadur.
Biyoteknolojik yontemler kullanilarak gelistirilmekte olan bu agilar toksoplazmozise karsi koruyucu immiin yanit saglamak i¢in
umut vaat etmektedir. Bu derlemede, parazitin karmagik yasam déngusii, patogenezi ve konakta olusturdugu humoral ve hiicresel
immun yamtin yaninda 6zellikle, parazite yonelik gerceklestirilen rekombinant protein as1 ¢aligmalar: hakkinda genel bir bakis
sunulmaktadr.

Anahtar Kelimeler: Toxoplasma gondii, rekombinant protein agilari, biyoteknoloji, immunizasyon

ABSTRACT

Toxoplasma gondii (T. gondii) that can infect most warm-blooded animals and humans, is an obligate intracellular apicomplexan
parasite with a wide host range. About one-third of the world’s population is infected with this parasite. While toxoplasmosis
progresses asymptomatically in individuals with a strong immune system, it can cause serious clinical manifestations and death in
immunocompromised individuals. The parasite is transmitted to humans through the consumption of water and food contaminated
with cat feces, as well as raw or undercooked animal products, congenital infection and blood/organ transplantation. Additionally, T.
gondii is often observed in farm animals such as sheep and goats. Clinical manifestations and abortions caused by T. gondii in
sheep and goats lead to enormous economic loss worldwide. There is a commercial vaccine against T. gondii, called Toxovax (MSD,
New Zealand) that can only be used in sheep. For these reasons, there is a need for innovative T. gondii vaccine that is harmless,
easily produced, which can prevent losses and be used in all living things. Advances in immunology, molecular biology, genetic,
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biotechnology and proteomics bring new perspectives to vaccine studies. Studies in innovative vaccine studies against T. gondii have accelerated with the
discovery of new antigens by in vitro screenings, and bioinformatic analyzes, the use of various expression systems and new adjuvant types. Recombinant
protein vaccines are biotechnological vaccines that are frequently preferred due to their rapid and easy production in various expression systems,
availability of very and high purity products, ease of manipulation and stimulation of both cellular and humoral immune responses. Recombinant protein
vaccines, developed by biotechnological methods, are promising tools for providing a protective immune response against toxoplasmosis. In this review, an
overview of the parasite complex life cycle, its pathogenesis, humoral and cellular immune responses in the host, and recombinant protein vaccine studies

developed against the parasite are presented.

Keywords: Toxoplasma gondii, recombinant protein vaccines, biotechnology, immunization

GIRig

Toxoplasma gondii (T. gondii) toksoplazmozise neden olan,
insanlari ve hayvanlar1 enfekte edebilen genis konakei yelpazesine
sahip zorunlu hiicre ici bir parazittir. Yasam dongusi i¢inde yer
alan kesin konak kedi ve kedigillerde eseyli treme ile olusan
sporozoit, ara konaklarinda egeysiz tireme sonucu olugan takizoit
ve bradizoit olmak tizere ti¢ formu bulunmaktadir (1). Takizoitler,
hareket yetenegi yiksek aktif formlardir ve akut enfeksiyona
neden olmaktadir. Yapilarinda bulunan proteinler sayesinde
konak hiicreye girerek parazitofor vakuol (PV) olusturmakta ve
konagin immiin sisteminden de bu strateji ile korunabilmektedir
(2). Immiin sistem baskisindan dolayr PV icinde daha yavas
boliinen formlar olan bradizoitler ise kronik enfeksiyonda
gorilmektedir. Konak canhida hicbir belirti géstermeden aylarca
hatta yillarca yagamini devam ettirebilmektedir (3).

Kedi ve kedigillerde egeyli tireme sonucunda ookistler olusur
ve uygun kosullarda sporlanarak sporozoit form haline gelirler
(4). Takizoitler enfeksiyondan sonra daha yavas bélinebilen
bradizoitlere farklilagirlar (5). Enfeksiyon immun sistemi
saglam bireylerde asemptomatiktir. Immiin sistemi baskilanmig
bireylerde ise ciddi komplikasyonlar goriilebilmektedir (6).
Bunlarin yaninda toksoplazmozisin néropsikiyatrik hastaliklar,
depresyon ve intihar ile iligkisi gosterilmistir (7).

Parazit insanlan etkiledigi gibi koyun, keci, domuz gibi ciftlik
hayvanlarinda da ciddi sorunlar olugturmaktadir (8). Giiniimiizde
yalnizca koyunlarda kullanimi olan bir ag1 (Toxovax®, MSD hayvan
sagligl) mevcut olsa da olusturdugu riskler nedeniyle insanlarda
kullanilamamaktadir. Bu nedenle, insanlarda ve hayvanlarda
hastaligin yayiliminin 6nlenebilmesi ve hastaligin yarattig: klinik
tablolarin engellenebilmesi i¢in giivenilir ve etkili bir agiya ihtiya¢
duyulmaktadir (9).

Rekombinant protein asilarinda patojene ait herhangi bir
materyalin direkt kullanilmamas: ve buna bagh olarak enfektif
formlara déniigme riskinin bulunmamasi, bu agilan givenli
hale getirmektedir (10). Bunun yaninda iretim prosesinde
manipiilasyon kolayhgi ve geleneksel agilara oranla disik
maliyetli tretilmeleri gibi avantajlari da mevcuttur (11).

Bugiine dek yapilan as1 calismalarinda, parazite ait uygun
antijenik bolgelerin ve ekspresyon sistemlerinin secilmemesi,
as1 adaylarimin diigitk immiin yanit olugturmas: gibi nedenlerden
dolayr hastaliga karsi heniiz klinik asamada bir rekombinant
protein agist bulunmamaktadir. Ancak gelisen teknolojinin
yardimu ile yenilik¢i yaklagimlar, yeni antijen kesifleri, kombine
tretim stratejilerinin kullanimi ve parazitin yagsam formlarinda
goriilen stratejik proteinlerin se¢imi, etkin rekombinant protein
agilarinin gelistirilmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Son yillarda
yapilan calismalarda adjuvantlar ile birlestirilen as1 adaylarinin
gicli immiin yanit olusturmasi ve fare deneylerindeki hayatta
kalma oranlarinda gériilen artislar, yapilan rekombinant protein

agillarinin  gelecekte toksoplazmozise karsi etkili ve guvenli
olacagina dair olumlu bir bakis a¢is1 sunmaktadir.

Toxoplasma gondii Genel Bilgi

Toxoplasma gondii ilk kez 1908 yilinda tanimlanmusgtir. Nicole ve
Manceaux, Leishmania ve viris ¢aligmalar: sirasinda kullandiklar:
Ctenodactylus gundi adli kemirgende gerceklestirdikleri deneyler
sirasinda paraziti ilk defa tespit etmiglerdir (12,13).

1950 yilinda Tuarkiye'de ilk kez bir képekten T. gondii izolasyonu
Baran ve ark. tarafindan gerceklestirilmistir. {lk insan olgusu
1953 yilinda Unat ve ark. tarafindan bildirilmigtir. 1970’li yillarda
Turkiye'de parazit bir kopekten izole edilmis ve daha sonra bir
bebekte parazite rastlanmigtir. 1972 yilinda Ekmen ve Altintag
tarafindan tespit edilen bu sus T. gondii Ankara susu olarak
adlandinlmigtir (14,15). 2020 yilinda yapilan gincel ¢alismada
susa ait tim genom caligilmig ve NCBI veritabanina T. gondii
TR_01 ismi ile yitkklenmistir (16).

Morfoloji ve Yagam Déngiisii

Toxoplasma gondiinin yasam doéngisii incelendiginde akut
enfeksiyona sebep olan takizoit, kronik enfeksiyona sebep olan
bradizoit (doku kisti) ve sporlanmis ookistler icerisinde bulunan
ve sporozoit adi verilen ii¢ farkli formu bulunmaktadir (1).

Tum c¢ekirdekli hiicreleri enfekte edebilen takizoitler hizlh
boliinebilen ve hareket edebilen aktif bir formdur (6). Takizoitler
hilal geklinde olup 2x6 pm boyuta sahiptir. Takizoitlerin
yapisinda patogenezde baslica rol oynayan konoid ile mikronem
(MIC), roptri (ROP) ve yogun graniller (GRA) proteinleri
bulunmaktadir (3,17). Bu proteinler sayesinde konak hiicreye
girer ve kendilerini PV ile ¢evreleyerek ovallegirler. Hiicre icinde
tekrarlayan endodiyogeni ile aseksiiel cogalma nedeniyle konak
immiin sisteminden korunabilmektedir (2).

Takizoitler enfeksiyondan yaklagik 10-14 giin sonra daha yavas
béliinebilen bradizoitlere farklilagmaktadirlar (3). Bu form konak
dokularinda, i¢inde ytizlerce bradizoit bulunan kistler olusturarak
uzun yillar canh kalabilmektedir (5). Kronik enfeksiyondan
sorumlu olan doku kistlerinin etrafinda konak hiicreler bulunmas:
nedeniyle immiin sistem elemanlarindan kacabilmektedir.
Bozulmamig doku kistleri hastalikla iligkili olmamakla birlikte
konagin yasami boyunca enflamatuvar yanita neden olmadan
varhigini  siirdirebilmektedir. Fakat immin yetmezligi olan
kisilerde doku kistlerinin yirtilmasi ile bradizoitler, tekrar
takizoitlere dontgserek hastaligin reaktivasyonuna neden
olmaktadir (2,5).

Kesin konak olan kedi ve kedigillerin ince bagirsaklarinda
eseyli ireme sonucunda olusan ookistler digkilama ile ortama
birakildiginda enfektif degildirler. Havalandirma ve sicakhiga
bagl sporlanarak enfektif hale gelmekte ve birka¢ ay boyunca
cevrede canli kalabilmektedir (4). Sporlanan ookistler icerisinde
iki adet sporokist ve her sporokistte dért adet sporozoit olmak
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uizere toplam sekiz adet sporozoit bulunmaktadir. Sporozoitler
subterminal bir ¢ekirdege sahiptir ve bol miktarda MIC, ROP
ve amilopektin granili bulundurmasiyla takizoite benzerlik
gostermektedir (3).

Sekil T'de goruldugu gibi T. gondii iki yasam déngistine sahiptir.
Eseyli déngii kedigillerin ince bagirsaginda meydana gelirken,
eseysiz déng insanlarin da dahil oldugu ara konaklarda ve kesin
konak olan kedigillerde gerceklesmektedir (6). Son konak kediler
parazitin ¢ formundan herhangi biri ile enfekte olabilmekte
ve ookistleri digki yolu ile cevreye yaymaktadir (18). insanlar
ise doku kisti ile enfekte ¢ig veya az pismis etlerin tiketimiyle,
kedi digkis: ile temasla ya da kedi digkisinda bulunan ookistlerin
kontamine ettigi su ve sebzelerin tiiketimi ve bunlarin yani sira
organ nakli, kan transfiizyonu ve konjenital gecis yoluyla enfekte
olabilmektedir (17).

Toksoplazmozis

Toksoplazmozis, immun sistemi saglam olan bireylerde
asemptomatik seyrederken bazi hastalarda servikallenfadenopati,
miyalji ve hafif grip benzeri semptomlara neden olabilmektedir
(1). Immiin sistem yetmezligi olan bireylerde ise hastahgin daha
ciddi semptomlarla seyrettigi bildirilmektedir. Ayrica parazit,
okiiler ve konjenital toksoplazmozise neden olmaktadir (6).
Gebelikte enfeksiyon 6lii dogumlara ve abortlara, bebeklerde ise
zeka geriligi, korlik, hidrosefali veya diger dogumsal anomalilere
neden olabilmektedir (19). Ayrica, konjenital enfeksiyona
ragmen normal dogan bebeklerde 30’lu yaglarda toksoplazmik
retinokoroidit olugabilmektedir (20). Organ nakli ahclan ve
kanser hastalar1 gibi immin sistemi baskilanmis hastalarda
birincil enfeksiyon veya tekrar aktivasyon ile ensefalit veya
pnémoni gibi komplikasyonlara neden olabilmektedir (4,6). Bu
ciddi klinik tablolarin yam sira toksoplazmozis Alzheimer, bipolar
bozukluk, sizofreni, obsesif kompiilsif bozukluk, multipl skleroz
ve epilepsi gibi néropsikiyatrik hastaliklarla iligkilendirilmektedir.
Buna ek olarak, yapilan deneysel caligmalarda toksoplazmozisin
depresyon ve intihara neden olabilecegi gosterilmektedir (7).
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Yapilan diger bir ¢alismada T. gondii ile glioma riski arasinda
anlaml pozitif bir iligki gézlendigi belirtilmigtir (21).
Epidemiyoloji

Toxoplasma gondii diilnyada oldukca yaygin olup enfeksiyonunun
prevalansi tzerine yapilan epidemiyolojik ¢alismalar diinya
capinda farkhiliklar géstermekle birlikte sosyal aliskanliklar, hava
kogullari, yasam standartlari ve cografik alan gibi farkli faktérlerin
bu hastaligin prevalansim etkiledigi bildirilmektedir (1). Afrika,
Guneydogu Asyanin bazi kisimlari ve Latin Amerika gibi
gelismekte olan veya az gelismis tilkelerde yitksek toksoplazmozis
prevalans degerleri gozlenirken gelismis tlkelerde prevalansin
disiik oldugu belirtilmektedir (22). 20. ytzyilda Orta Avrupa
iilkelerinde seroprevalans degerleri %37-58 arasinda degisirken
Avusturalya ve Kuzey Afrika’da da benzer oranlar bildirilmistir.
Buna karsilik ¢ogu Latin Amerika ve Gine Korfezi'ndeki Bati
Afrika iilkelerinde yitksek degerler gozlendigi bildirilmektedir
(23). Giiney Kore'de T. gondii prevalansi %1’in altindayken
Brezilya'da bu oran %77’ye kadar ulagmaktadir (24).

Amerika Birlegik Devletleri (ABD) hastalik kontrol ve énleme
merkezi raporlarina gére 2000°li yillarin ortalarindan sonlarina
kadar toksoplazmozis ABD'de gida kaynakli hastaliklara bagh
ikinci en yaygin 6lim nedeni ve dordincii hastaneye yatig
nedenidir (1). ABD’de yasayan insanlarin %8-22’sinin enfekte
oldugu ve Birlesik Krallikta da benzer bir prevalansin oldugu
belirtilmektedir (19). Diinya Saglik Orgiitii, Avrupa’da gida yoluyla
bulagan hastalik ytikiintiin %20’sinin T. gondii'den kaynaklandigin
tahmin etmektedir (25). Yapilan bir caligmadan elde edilen veriler
Almanya’da yasa bagh olarak T. gondii enfeksiyon oraninin %20
ile %77 arasinda oldugunu ve bu durumun muhtemelen ¢ig sosis
triinlerinin tiketimine bagh olarak degistigini gostermektedir
(26). Bir bagka calismada ise Paris’te yagayan kadinlarda ¢ig ya da
az pismis et tiiketimine bagl olarak Londra’da yasayan kadinlara
oranla daha yiiksek oranda seropozitiflik saptanmstir (3).
Diinya'da oldugu gibi Tiirkiye'de de genis bir dagilim gosteren T.
gondii seroprevalansinin belirlenmesinde cesitli illerde ¢caligmalar
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yapilmigtir. 2004-2015 yillar1 arasinda yapilan c¢alismalarda
seroprevalans degerleri %18 ile %52 arasinda degismektedir
(27-29). 2000-2018 tarihleri arasinda boélgesel olarak toplanan
serum Ornekleri incelendiginde seropozitifligin Ege Bélgesi'nde
%30,5, I¢ Anadolu Bolgesinde %29,5, Marmara Bolgesinde
%28,8, Karadeniz Bolgesinde %21,3 Akdeniz Bolgesinde %3
oldugu gorulmustir (14). Hastaligin yayihimdaki en biyiik risk
faktériiniin ¢ig veya az pismis etler ve iyi ytkanmamig sebze ve
meyvelerin titketimi oldugu saptanmaktadir. Biiyitk ekonomik
kayiplara neden olan bu parazitin yarattig1 sorunlari1 azaltabilmek
icin koruyucu tedbirler ile etkili bir agmin kullanilmas:
gerekmektedir (30).

Patogenez

Toxoplasma gondii konak hiicreye giris yapmak ve konak
hiicrede proteinlerin ekspresyonunu diizenlemek i¢in MIC,
ROP ve GRA dahil olmak iizere bircok protein salgilamaktadir.
Konak hiicreyle ilk temas yuzey antijenleri tarafindan yizey
reseptérlerinin  taninmasiyla baglamaktadir (31,32). Parazit
konak canliya ookist veya doku kisti formuyla girdikten sonra bu
iki formdan serbestlegen bradizoit ve sporozoitler ince bagirsak
lumenini gecerek enterosit veya lamina propriadaki hiicreleri
istila etmekte ve sonrasinda takizoit formuna déniigmektedir
(3,33). Takizoitlerin yapisinda bulunan ROP’ler konak hiicrede
takizoitin kendini PV ile cevreleyerek ovallesmesini ve lizozomal
enzimlerden korunmasim saglarken GRAlar vakuol i¢inde
parazitin ¢ogalmasinda gérevlidir. Konak hiicrenin sahip oldugu
endolizozomal yol ve parazitin sahip oldugu cesitli sinyal iletim
yolaklar1 sayesinde parazit vakuol i¢inde yasamini devam
ettirebilmektedir (2,31). ROP’ler lokalizasyonlarina baglh olarak
ROPboyun proteinleri (RON) ve ROP proteinleriolarakiki alt sinifa
ayrilmaktadir (32). ROP2, ROP5 ve ROP8 gibi psédokinazlarin
diger proteinlerle etkilesime girerek T. gondii viriilansinda énemli
bir rol oynadig: bilinmektedir (34). Takizoitlerin apikal ucunda
bulunan MIC’ler ise istila swrasinda hareketlilik ve baglanma
saglayan cesitli proteinlerin iiretiminden sorumludur (35). Apikal
baglanma sirasinda yiizeyde biriken MIC’lerden tiiretilen apikal
membran antijeni (AMA1) yine baglanma esnasinda salgilanan
RON’ler ile birlesmektedir (36). MIC2 proteini konak hicreye
tutunmada ve parazit hareketliliinde rol oynarken virillansta
ve konaga baglanmada MIC1, MIC4 ve MIC6 proteinleri rol
oynamaktadir (32). T. gondii'nin konak hiicreden ¢ikist MIC, RON
ve ROP’lerin salgilanmasiyla artan kalsiyum seviyesine bagh olarak
gerceklesmektedir (36). Bu proteinlere ek olarak BAG1 olarak da
bilinen 1s1 sok proteini 30 (HSP30) ve HSP70 proteini gibi parazitin
formuna 6zgii sentezlenen proteinler oldugu da bilinmektedir.
BAG1 takizoitlerin bradizoitlere déniigiimiinden sorumlu olan
dolayisiyla paraziti cevreden gelebilecek tehlikelerden korumay:
saglayan bir proteindir (37). HSP70 proteini ise B ve yardima
T-hiicre (Th) yanitlarmmin olugmasini saglayan, konak hiicreyi
oldurmeden once takizoit formundan salgilanan bir proteindir
(38). Parazitin her ti¢ formunda ortak olarak bulunan proteinlerin
toksoplazmozise kars: koruyucu bagisiklig: saglayacak bir aginin
gelistirilmesinde olduk¢a énemli oldugu belirtilmektedir (35,39).

Toksoplazmozise Kargi Gelisen Immiin Yanit

Toxoplasma gondiinin konaga bulagmasi sonucu konak
hicrede hem dogal hem de adaptif immin yamt uyarim
gerceklesmektedir. Bu uyarimin temelinde interlékin-12 (IL-12)
ve interferon-y (IFN-y) tretimi yer almaktadir. Kimyasallarin

yitksek seviyede tiretimiyle patojenin yok edilmesini saglayacak
Th1 hiicre yanit: ve antijene 6zgii ldiiriici yanit olugturacak CD8*
iretiminin artirilmas: saglanir. T. gondii enfeksiyonu sirasinda
oncelikle, enfeksiyon bélgesinde bulunan hiicrelerden kemokin
salgilanmaktadir. Dogal immun yamt hiicreleri olan dentritik
hiicreler (DC), nétrofiller ve makrofajlarin yapisinda bulunan toll
benzeri reseptoérler (toll like receptor) tarafindan parazitin varhig:
tespit edilerek ortamda IL-12 salgis1 artirilmaktadir. CD4*, CD8*
ve dogal katil (NK) hucreler enfeksiyon bélgesine yonlendirilerek
IFN-y uretimi saglanmaktadir. IL-12 ve IFN-y, enfeksiyonun
ilerlemesini  engelleyerek  konak¢i  hiicrelerin  parazitten
korunmasinda rol alan énemli sitokinlerdir (4,33).

Hiicresel immiin Yanit

Parazit varhiginin viicutta tespit edilmesinin ardindan parazitin
hiicrede ¢ogalmasim engellemek amaciyla majér doku uyumluluk
kompleksinin iretimi (MHC), parazite ait PV’nin olugumunu
engelleyecek genlerin ekspresyonu artirilir. Parazite ait yiizey
antijenleri proteozomlar ile parcalanarak MHC-I ile hicre
yiizeyinde sunulmakta ve CD8* Th yiizeyinde bulunan Th reseptér
ile MHC-I-Ag kompleksi olusturulmaktadir. MHC-I ile CD8*
koreseptorii arasinda giiclii bir kompleks saglanmaktadir. Antijen
sunan hicreler (APC) yiizeyinde yer alan CD80/86 molekiili
ile CD8" Th yuzeyinde bulunan CD28 reseptérii kompleks
olugturarak uyarimi artirmaktadir. CD8" T perforin ve granzim
salgilar1 ile APC uzerinde sitotoksik etki olusturulmaktadir.
Ayrica, CD8* Th'leri IFN-y salgilayarak APC’den indiiklenmis
nitrik oksit sentetaz salgis ile hedef organizmanin éliimiinde rol
oynamaktadir (40).

Hicresel immiin yanit gelisiminde diger bir yolak olarak
patojene ait antijenler, APC tarafindan peptitlerine ayrilirlar ve
MHC II reseptorlerine baglanip APC yuzeyine iletilerek CD4* T
lenfositlerine sunulmaktadir. CD4* T lenfositlerinin aktivasyonu
CD3 koreseptérii ile gerceklesmektedir. Bu aktivasyon, CD4*
Th yuzeyinde bulunan CD28 ve CD40L reseptorlerinin APC
yizeyinde yer alan CD80/86 ile CD40 reseptérlerinin birlesmesi
sonucunda artirilmaktadir. MHC Il-antijen kompleksi olusumuyla
APC’den IL-12 salgilanarak ThO hiicrelerinin Thl hiicrelerine
déniigimi saglanmaktadir. Thl hicrelerinin aktivasyonu, bu
hiicrelerden IFN-y uretilerek NK hiicrelerinin ve makrofajlarin
tretimi ile hiicresel immiin yamit olusturulur. Makrofajlardan
IL-12 salgilanmasiyla Thl hucreleri miktar olarak artirilarak
hiicresel yamitin giiclendirilmesi saglanmaktadir (41,42). Aym
zamanda CD4" hiicreleri B lenfositleri uyararak humoral immin
yanitin olugsmasim saglamaktadir (33).

Humoral immiin Yanit

Toxoplasma gondii antijenleri antijen sunan hiicreler tarafindan
alinip islenerek MHC-II ile hiicre yuzeyinde CD4* Th’lere
sunulmaktadir. CD4* T hiicreleri B lenfositlerini aktif hale
getirerek plazmositlerin olusumunu saglamaktadir. T. gondiinin
neden oldugu enfeksiyona kars: gelisen humoral immiin yanitta
gorev alan plazma hucreleri IgM, IgG, IgA ve IgE iretimi
gerceklestirmektedir. Akut enfeksiyon sirasinda IgM antikorunun
yaninda IgA ve IgE artisnin da oldugu bildirilmektedir.
Enfeksiyondan yaklasik ti¢ hafta sonra IgG antikorlari ortaya
cikmaktadir. Uretilen antikorlar sayesinde parazitin konak
hiicrelere baglanmasinin engellenmesi ve klasik kompleman
sistemin aktivasyonu saglanmaktadir (4,40).
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Toxoplasma gondii Genetik Cegitliliginin Ag1
Calismalarindaki Onemi

Parazit, diinya tuzerinde farkli cografik boélgelerde cesitli
tiplerde gorillmektedir (43). T. gondii ile ilgili yapilan genetik
caligmalarda parazite ait soylar Tip 1, Tip 2, Tip 3 ve atipik
olarak smiflandinlmigtir (14). Smiflandirmada genetik olarak
birbirlerine yakin olan bu tiplerin patojenitelerinin birbirinden
farkl oldugu gésterilmistir. Farelerde yapilan deneylerde Tip 1
suglarin tek bir canli organizma varliginda dahi éldiract oldugu
gorulmiigtir. Tip 2 ve 3 suglar Tip 1’e oranla daha az patojeniktir
ve kronik enfeksiyon olugtururlar (4). Tip 1 suslar ile enfekte olan
konak¢1 immiin sisteminde DC ve CD8* Th uyarisinin az oldugu,
Tip 2 suslar ile olusan immun sistem tepkilerinde ise bu hiicrelerde
giclu yanitlar olustugu bildirilmektedir (44). T. gondii'ye ait 3
sug arasindaki bu farkliliklar yaninda konakta akut ve kronik
enfeksiyon sirasinda olusan patolojik farkliliklar, yogun granil
ve ROP salg: proteinlerinin varlig1 ve ekspresyon diizeylerindeki
degisimlerden kaynaklandig: bildirilmektedir. Atipik suglar ile
ilgili ise heniiz ¢ok fazla bilgi bulunmamaktadir (43). Tip 1, Tip
2 ve Tip 3 suglar, Kuzey Amerika ve Avrupa’da yaygin olarak
gozlemlenirken Giiney Amerika’da ise basta atipik ve Tip 2
suglar1 yaygindir (45). Yapilan diger ¢aligmalarda ise konak¢inin
herhangi bir sus ile enfekte olmas: bir bagka susla tekrar enfekte
olarak siiper enfekte olabilecegini gostermektedir. Bu durum,
konak¢1 immiin sisteminin parazite ait farkli suglar ile enfekte
olma durumunda koruma saglamadigini ve parazitin konakg
immiin yanitindan kagmada farkh stratejiler gelistirdigini agikca
gostermektedir (4). T. gondii’ye ait karmagik yasam déngiistiniin
anlagilmasinda suslarin genotiplendirilmesi biiytik 6nem tasidig:
yapilan ¢caligmalarda agik¢a gérillmektedir (46).

Rekombinant Protein Asilar1

Rekombinant protein agilari, koruyucu immiin yanit uyarmak
amaciyla enfeksiyona neden olan patojenin bir boélgesinin
biyoteknolojik olarak iretilip as1 antijeni olarak kullamildig:
agilardir. Guniimiizde cesitli patojenlere karsi gelistirilen ve
gelistirilmekte olan agilarda yitksek saflikta rekombinant
proteinler kullanilmaktadir. Rekombinant protein biyoprosesinde
patojene ait antijenik gen bélgelerinin izole edilerek gen
diizeyinde duizenlemeleri yapilmakta ve ardindan patojenik
olmayan canhlarda (bakteri, maya, bécek ve memeli hiicreleri)
protein ekspresyonu gerceklestirilmektedir (47). Gen diizeyinde
yapilan dizenlemeler gibi ekspresyon sistemlerinin se¢imi de as1
calismalarinda buytik 6énem tagimaktadir. Ekspresyon sistemi
seciminde hedef proteinin biyokimyasal 6zellikleri, hiicre icinde
salgilanma sekli ve yeri, ekspresyon seviyesi, post translasyonel
modifikasyonlar ve proteolitik bozunuma dayaniklilig: gibi bircok
faktér rol almaktadir (48). Bakteriyel ekspresyon sistemleri,
heterolog proteinlerin tiretiminde en ¢ok kullanilan sistemlerden
biridir. Hem gelismis hem de gelismekte olan tlkelerde hizhi
ve kolay uretilmeleri, yitksek ekspresyon seviyelerine sahip
olmalar1 ve genetik manipiilasyonlarinin kolay olmasi gibi
pek cok avantaj bu sistemlerin tercih edilme nedenlerindendir
(49). Protein verimliliginin artirilmasina yoénelik yapilan
caligmalarda, maya ekspresyon sistemlerinin kullamimi buyik
6nem tagimaktadir. Mayalar, hem manipiilasyon kolaylig:
saglamalar1 hem de ¢karyotik organizmalar olmalar1 sebebiyle
rekombinant proteinlerin tretimleri i¢in uygun sistemlerdir.
Yapilarinda bulunan glikozilasyon ve fosforilasyon yolaklar
yiiksek protein verimliligi saglamaktadir. En ¢cok kullanilan maya

olan Saccharomyces cerevisiae’de protein tretim verimlilifinin
yolaklar tizerinde gerceklestirilebilecek genetik manipiilasyonlar
ile artirilabilecegini bildirilmektedir (50). Bécek hiicre kilturi
sistemleri icinde en ¢ok kullanilan vektor sistemi bakuloviriistiir.
Bocek ekspresyon sistemlerinde gerceklesen translasyon sonrasi
modifikasyonlar ve dogru protein katlanmalarinin memeli
hiicrelerine yakin olmasi bu sistemlerin kullanilabilirligini
artirmaktadir. Ancak, maliyetlerinin yiksek olmasi ve tretim
zorlugu nedeniyle bakteri ve maya ekspresyon sistemlerine
oranla daha az tercih edildigi bildirilmektedir (49). Translasyon
sonrast modifikasyonlarin, glikozilasyon ve fosforilasyon
mekanizmalarinin dogru bir sekilde gerceklestigi proteinlerin elde
edilmesi i¢in ise yiksek tiretim saglanabilen memeli ekspresyon
sistemleri kullanilmaktadir. Bu sistemlerde de zayif protein
tiretimi ve maliyetlerinin yiiksek olmasi gibi nedenlerden dolay:
kullanim zorluklar1 gorilmektedir (48,49).

Gunimiizde kullanimi devam eden ve rekombinant protein
teknolojisi ile iretilen ilk ag1 Hepatit B'ye karg1 geligtirilmigtir.
Hepatit B'ye karg: gelistirilen bu ag1 yiksek immiunojenik 6zellikte
olan virtise ait yiizey antijeninin (HBsAg) maya hiicrelerinde
(S. cerevisiae) eksprese edilmesi ile olusturulmustur (11,48).
Rekombinant protein teknolojisi ile olugturulan diger bir ag1insan
papilloma virtsiine (HPV) kargi geligtirilmigtir. Gintmizde,
viriis benzeri partikiller (VLP) kullanilarak hazirlanmig, maya
ve bocek hiicrelerinde protein ekspresyonlar: gerceklestirilmis iki
adet HPV agis1 bulunmaktadir (11,51).

Rekombinant protein agilarinin diger as1 teknolojilerine gore cesitli
avantajlar vardir. Enfeksiyona neden olan patojene ait herhangi
bir materyalin direkt kullanilmamasi ve saflagtirma iglemlerinde
kontaminasyon gerceklesme ihtimalinin diisiik olmasi en énemli
avantajlardandir. Bunun yaninda enfektif formlara déntisme
risklerinin az olmasi da bu agilar1 giivenli hale getirmektedir (10).
Ayrica, geleneksel agilara oranla rekombinant protein agilarinin
tiretim maliyetleri oldukc¢a diisiiktir (11). Uretim asamasinda
uygun promotdérlerin kullanimi ve proteinin salgilanmasi sirasinda
kullanilan sinyal dizilerinin eklenmesi gibi dizenlenmeler
sayesinde yitksek miktarda irin elde edilebilmektedir
(10,48). Bunlarin yaninda, rekombinant protein agilarinin
dezavantajlarinin bulundugu noktalar da bulunmaktadir. Konak
hiicrede hedef proteinin proteolitik stabilitesinin korunma
guclugi ve translasyon sonrasi modifikasyonlarin dogru sekilde
gerceklesmeme riskleri 6nemli dezavantajlar: arasindadir. Ayrica,
olugturulan rekombinant proteinin tek bagina giiclii bir immin
yanit olusturamamasi nedeniyle, protein ile birlikte cogunlukla
kimyasal yapida adjuvantlarin kullamimina gerek duyulmaktadir
7).

Rekombinant Protein Kullanilan

Adjuvantlar

Asilarinda

Agilar ile olugturulmak istenen kalic1 ve giiglii immiin yamitin elde
edilmesi amaayla kullanilan adjuvantlar, rekombinant protein
agilarinin 6nemli biyolojik bilegenleridir (52). Geleneksel agilarda
yiiksek diizeyde immun yanit olusturmalar: nedeniyle yeni nesil
agilara oranla daha az adjuvant kullanimina ihtiya¢ duyulmaktadir.
Ancak, yeni nesil agilarda gen diizeyinde yapilan manipiilasyonlar
sonucu yitksek saflikta Griin elde edilmesi ve buna bagl olarak
agilama sonucu hedef canlida gii¢lii bir uyarim elde edilmemesii¢in
adjuvant kullanimina olan ihtiya¢ artmaktadir (53). Adjuvantlar,
bagisiklik sisteminde yer alan antijen sunan hiicreleri uyararak
adaptif bagisikligin etkin caligmasim saglamaktadir. Bu sayede
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CD4* T yardima hicrelerinin aktivitelerini artirilmaktadir.
Uyarilan Th1 hicreleri, bellek olusumundan ve antijene spesifik
antikor tretiminden sorumlu B-hiicrelerin ve CD8* Th’lerinin
aktivitelerinin artirilmasim saglamaktadir. Bu sayede, asilama
sonucu yitksek immiin yanit elde edilmesi ve bellek olusumu
hedeflenmektedir (54).

Ag1 calismalarinda kullamilacak antijen, aginin uygulanma sekli
ve olusabilecek olasi yan etkiler adjuvant se¢ciminde 6énemli
faktorlerdir. Genellikle, adjuvantlarin giigli immin yanit
olusturmalari, biyolojik olarak parcalanabilir yapida olmalar: ve
raf émiirlerinin uzun olmasi istenmektedir (55). Gliniimiizde as1
calismalarinda tasarim stratejisine bagh olarak degisen ve yaygin
olarak kullanilan adjuvant tipleri ve olusturdugu immiin yanitlar
Tablo 1'de 6zetlenmigtir.

Toxoplasmagondii’ye KarsiGeligtirilmis Rekombinant
Protein Agilar:

Parazitin hem insan hem de hayvan saghg: iizerinde olusturdugu
sorunlar nedeniyle ilkeler ekonomik olarak etkilenmektedir.
Gunumizde yalnizca koyunlarda yasanan o6ld dogumlar:
onlemeye yonelik canli zayiflatilmig bir a1 (Toxovax®, MSD
Hayvan sagligi) bulunmaktadir (9). Ancak, ticari olarak kullanilan
aginin virtlan suglara dénts riski, raf émriiniun kisa olmas: gibi
bir¢cok olumsuz durum vardir. Geleneksel agilara oranla yeni nesil
agilarin giivenilir olmalari, tiretimlerinin kolay ve diisiik maliyet
ile gerceklestirilmeleri nedeniyle rekombinant protein agilari son
yillarda buytk bir deger kazanmigtir. Asilarda kullamilabilecek
yeni antijenlerin kesfi ve tasarim agamalarinda stratejik bélgelerin
manipiilasyonu ag1 caligmalarinda énemli bir yere sahiptir.

Geligen teknoloji ile adjuvant kullaniminin cegitlendirilmesi
ve kombine iretim stratejilerinin kullamimiyla rekombinant
protein ag1 ¢ahgmalarinda karsilagilan giicliikler azaltilmaya
calisgilmaktadir. Son yillarda, T. gondiinin patogenezinde rol
oynayan proteinlerin secilmesi, uygun ekspresyon sistemlerinin
tercih edilmesi sonucunda toksoplazmozise yoénelik ags1

Tablo 1. Rekombinant protein asi ¢alismalarinda yaygin
olarak kullanilan adjuvantlar

Adjuvant icerik f)lug»turdugu

immin yanit
Alaminyum hidroksit Ba‘rlﬁt'{:rz hicre
Aliminyum fosfat Mineral tuzlar b4 ! .

; Zayif Th1 hiicre

Kalsiyum fosfat

yaniti
Emiilsiyonlar (MF59,
F?‘eund, Montanide, vb.) Lipid partikiller G}lglu Bve Thl
Lipozomlar hiicre yanitlan
Virozomlar
MPL (Monofosforil lipit A)
CpG ODN Immiinostimilatér | Thl, CD8*
Saponinler adjuvantlar T-hiicreleri
Sitokinler (IL-2, IL-12, vb.)
Viriis benzeri partikiiller
(VLP) Mikropartikil Thi, CD8*
PLG (polilaktidekoglikolit) | adjuvantlar T-hiicreleri
mikropartikiilleri
Kitosan
Kolera toksu.n Mukozal adjuvantlar Th1 ve B-hiicre
Mutant toksinler yanitlar
Polimerize lipozomlar

calismalar1 da Tablo 2'de gosterildigi gibi hiz kazanmistir. T.
gondii’ye kars1 gelistirilen rekombinant protein ag1 ¢caligmalarinda
parazite ait SAG proteinleri basta olmak tizere GRA, BAG, SRS,
MIC ve cesitli ROP proteinleri ag1 adayr olarak kullanmilmistir.
Bunlarn icinde en sik kullanilan antijenler SAG1, GRA1, ROP2,
ROP18 olup, bu proteinlerin daha ¢ok parazitin patogenezinde
konakg1 ylizey reseptérlerinin taninmasi, konak hicre lizozomal
enzimlerinden korunma ve takizoitlerin PV icinde cogalmas: gibi
6nemli rolleri bulunmaktadir. Bu caligmalara 6rnek olarak, T.
gondii’ye ait ROP13 antijenik bolgesi kullanilarak yapilan bir ag1
calismasinda bakuloviriiste protein ekspresyonu gerceklestirilmis
ve c¢alisma sonucunda hayatta kalma zamaninda uzama
gozlemlenmistir (135). Yapilan caligmalarda ekspresyon sistemi
olarak bakteri, maya, bocek ve memeli sistemleri secilmigtir.
Bunlarin i¢inde heterolog proteinlerin tiretiminde bu sistemlerin
kullanilabilirliginin en biiyiik sebepleri standardizasyonlarinin ve
manipulasyonlarinin kolay, tiretim maliyetlerinin dusiik, ve hizh
sistemler olmasidir. Parazite ait 6nemli salg: proteinlerinden biri
olan SAG1 proteini ile virtis benzeri partikiil (VLP) kombinasyonu
kullanilan diger bir calismada Sf9 bécek hiicrelerinde protein
eksprese edilmis ve asilama sonucunda gii¢lii bir immiin yamt
elde edilerek hayatta kalma stresinde uzama saglanmigtir
(137). Ags1 caligmalarinda mineral tuzlari, lipid partikiiller,
immiunostimilatér  adjuvantlar, mikropartikil adjuvantlar
ve mukozal adjuvant tipleri kullanilmigtir. Diger bir 6érnek
caligmada ise MIC3, ROP8 ve SAG1 proteinleri Freund ve CaPNs
adjuvantlar1 ile birlegtirilerek bakteriyel sistemde eksprese
edilmistir. Asilama sonucunda immin yanitta giclii bir uyarilma
gerceklesmis ve korunma zamaminda uzama gozlenmistir (142).
As1 caligmalarinda uygulama yolu olarak ise daha ¢ok subkiitan
(S.C., deri altina) yol se¢ilmis olup intramuskiiler (I.M., kas i¢ine),
intranasal (ILN., burun i¢ine) ve intraperitoneal (I.P,, periton
i¢ine) uygulama yollar1 da oldukga sik kullanilmigtir. Elde edilen
sonug¢lar incelendiginde yillar icinde en kuvvetli immiin yanit
ve/veya korunmanin SAG ve GRA antijenleri ile elde edildigi
gortilmektedir. flgi cekici ve yenilik¢i arastirmalardan bir digeri
SAG1, AMA1, ROP2 ve GRA4 proteinlerinin biyoinformatik
yontemlerle T ve B hiicre epitoplarinin tahmin edilmesiyle MHC
molekiillerine baglanma yeteneklerinin tespitine dayanmaktadar.
Bu multimerik as1 ¢calismasinda proteinlerin PLG mikropartikiil
adjuvanti ile kullanimi sonucu kontrollere oranla yiiksek diizeyde
Th1 yamit, spesifik antikor titreleri, IFN-y ve IL-2 seviyelerinde
artis ve hayatta kalma oranlarinda ciddi uzamalar saglanmigtir
(124). Son olarak, yakin zamanda yapilan giincel bir ¢caligmada
ise takizoit yuzeyinde bulunan T. gondii ribozomal protein P2
(TgRPP2) ast adayi olarak secilmistir. lgili protein prokaryotik
ekspresyon sisteminde eksprese edilerek cesitli saflagtirma
iglemlerinin ardindan farelere digiikleri. Agillama sonucunda
farelerde in vivo deneyler ile yitksek antikor seviyeleri, sitokin
ve MHC iretimleri saptanmigtir. Bu molekiillerin iretimi
sayesinde farelerde hayatta kalma seviyelerinde ciddi uzamalar
gozlemlenmistir. Sonuglara bakildiginda TgRPP2 agilamasinin
toksoplazmoz i¢in potansiyel bir a1 aday1 oldugu bildirilmektedir
(144).

SONUC

Toxoplasma gondii enfeksiyonu
hayvanlarda hem de insanlarda yasami =zorlagtiran ciddi
saglhk sorunlari ve ekonomik kayiplar gézlenmektedir.

sonucunda hem
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Tablo 2. Toksoplazmozise kars: yapilan rekombinant protein a1 caligmalar

epitop peptitleri

immin yanit uyarimi

Ek: Asil
As1 adaylan (spresyon Adjuvant grama Sonuclar Yazar Yih
sistemi yolu
rSAG1 proteini E. coli Alum LP. Immin yar{ltta.uyarllma, Petersen ve ark. (56) | 1998
korunma stiresinde uzama
o . Immiin yanitta uyarilma,
rSAG1 proteini E. coli IL-12 I.P. beyin kistlerinde %40 azalma Letscher ve ark. (57) | 1998
rGRA1 proteini M. bovis Freund LP Immin yariltta_uyarllma, Supply ve ark. (58) 1999
korunma stiresinde uzama
rSAG1 proteini P pastoris SBAS1 S.C. Konjenital bulagtan %48 Haumont ve ark. (59) | 2000
koruma
rSAG1, rSAG2, rSAG3, . Korunma siiresinde %17 Mishima ve ark.
rSRS1, rP54 proteinleri E. coll Freund LP. uzama (60) 2001
rSAG1 proteini E coli ) sc Immiin yanitta uyarilma, Letscher-Bru ve ark. 2003
bulagta azalma (61)
GRA4, rROP2 proteinleri ve E. coli Alum LM. GRA4 ile beyin kistinde Martin ve ark. (62) 2004
karigimi azalma
rROP?—HspSB fizyon E. coli ) Ayak tabam Immiin yariltta.uyarllma, Echeverria ve ark. 2006
proteini korunma stiresinde uzama (63)
. GRA2 beyin kistinde %69,8
YGRA2, rGRAG proteinleri ve E. coli MPL S.C. azalma, rtGRA2+ rGRA6 Golkar ve ark. (64) 2007
karigimlan .
beyin kistinde %48,2 azalma
rSAGZ'I.—'GRAZ fuzyon P pastoris Freund S.C. Immin yariltta.uyarllma, Zhou ve ark. (65) 2007
proteini korunma stiresinde uzama
Immiin yanitta uyarilma,
rGRA1 proteini E. coli Provax LP hayatta kalma stirelerinde iki | Dégkaya ve ark. (66) | 2007
kat uzama
rROP2 proteini M. bovis - S.C. Immin yariltta.uyarllma, Wang ve ark. (67) 2007
korunma stiresinde uzama
Immiin sistemde uyarilma,
Serin .plfoteaz inhibitori-1 E. coli Alum LM. beyin klstle“rln(_ie azalma, Cuppari ve ark. (68) 2008
proteini korunma stiresinde %40
uzama
rROP2+ rGRA5+ rGRA7 E. coli Kolera toksini | I.N. Immin uyarilma, beyin kdst Igarashi ve ark. (69) 2008
olugumunda %58,3 azalma
rSAGl, rGRA1, rMAG1 E. coli Freund S.C/LP. Beyin klétlen"nde %89 Gatkowska ve ark. 2008
epitoplari ve karigimlar azalma, immiin uyarilma (70)
rROP2+rROP4 E. coli Freund s.C. Immiin uyarilma, beyin Dziadek ve ark. (71) | 2009
kistlerinde %46 azalma
Korunma stiresinde %50
rSAG1 proteini Bakuloviriis - LM. uzama, immun yanitta Fang ve ark. (72) 2010
uyarilma
Rekombinant
rSAG2 proteini influenza ve - LN. Beyin kistlerinde %85 azalma | Machado ve ark. (73) | 2010
adenoviriis
.. Schneider — .
rRON4 proteini A, N . | Freund LM. Immiin yanitta uyarilma Rashid ve ark. (74) 2011
bécek hiicreleri
rROP2, rGRA4 proteinleri ve E coli LM. Beyin kistlerinde %63-66 Sanchez ve ark. (75) 2011
karigimi azalma
rROP2+rROP4+rGRA4 beyin
rROP2+rROP4, rGRA4 ve . kistlerinde %59 azalma; .
rROP2+rROP4+ rSAG1 E. col Freund SC. rROP2 + ROP4 + 1SAG1 ile | DZadekveark. (76) 12011
%90 beyin kistlerinde azalma
rSAG1, rGRA1, rGRA4 ) Freund LM. Korunma siiresinde uzama, Wang ve ark. (77) 2011
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Tablo 2. Devam

As1 adaylan

Ekspresyon
sistemi

Adjuvant

Asilama
yolu

Sonuclar

Yazar

Yihh

rROP2+rROP4+ rGRA4 ve
rROP2+rROP4+ rSAG1

E. coli

Freund

S.C.

rROP2 + rROP4 + rGRA4
ile beyin kistlerinde %84
azalma, rROP2+ rROP4
+1SAG1 ile %77 beyin
kistlerinde azalma

Dziadek ve ark. (78)

2012

rGRA4 proteini

Tiitiin bitkisi
hiicreleri
(Nicotiana
tabacum)

P.O.

Giiglt immiin yanit uyarima,
korunma siiresinde %59
uzama

Del ve ark.
(79)

2012

rGRA?7 proteini

E. coli

Freund

S.C./LM.

DNA asis1 + protein asis1
uygulama; korunma
stiresinde %60 uzama,
immun yanitta uyarilma

Min ve ark. (80)

2012

rROP5+rSAG1

E. coli

Freund

S.C.

Immiin uyarilma ve korunma
siiresinde uzama

Zheng ve ark. (81)

2013

rROP18 proteini

E. coli

Ginsenoside
Re

S.C.

Immiin uyarilma ve korunma
siiresinde uzama

Qu ve ark. (82)

2013

rSiklofilin proteini

M. bovis

PO./LV.

Immiin uyarilma ve hayatta
kalma siiresinde %17 uzama

Yu ve ark. (83)

2013

rDistlfit izomeraz proteini
(TgPDI)

E. coli

LN.

Immiin yanitta uyarilma,
korunma siiresinde %31
uzama

Wang ve ark. (84)

2013

rAktin proteini (TgACT)

E. coli

LN.

Karaciger kistlerinde
%60,05, beyin kistlerinde
%49,75 azalma ve korunma
siiresinde %50 uzama

Yin ve ark. (85)

2013

rSAG1 proteini

E. coli

PLG
mikropartikil/
Vet L-10

PLG mikropartikiil agisi ile
yitksek immiin yanit uyarimi,
korunma stiresinde %80
uzama

Chuang ve ark. (86)

2013

rSAG1/2 proteini

E. coli

PLG
mikropartikiil/
Vet L-10

PLG mikropartikiil agis1 ile
immin yanitta uyarilma,
korunma stiresinde %83
uzama

Chuang ve ark. (87)

2013

rSAG1 proteini

Rekombinant
adenoviriis

S.C.

Modifiye SAG1 Ankara
viriisiiyle rSAG1 agist ile
korunma siiresinde uzaman
ve beyin kistlerinde azalma

Mendes ve ark. (88)

2013

TgRACK-1 (xCkinaz 1'i
aktiflestiren reseptér
proteini)

E. coli

LN.

Immiin uyanitta uyarilma
ve korunma siiresinde %45
uzama

Wang ve ark. (89)

2014

rROP17 proteini

E. coli

LN.

Immiin yanitta uyarilma
ve korunma stiresinde %50
uzama

Wang ve ark. (90)

2014

rSAG2 proteini

E. coli

PLG
mikropartikiil/
Vet L-10

PLG mikropartikillii agida
immun yanit uyarimi daha
fazladir, korunma siiresinde
%87 uzama

Chuang ve Yang (91)

2014

rProfilin proteini (tTgPF)

E. coli

Oligomannoz
kapli lipozom
(OML)

S.C.

Immiin uyarilma ve korunma
stiresinde %41,7 uzama

Tanaka ve ark. (92)

2014

rBAG1, rSRS4, rSRS9
proteinleri

E. coli

rMindin
proteini/
Freund

LM.

rMindinin adjuvant olarak
kullanimi, immiin yanitta
uyarilma, korunma siiresinde
uzama

Sun ve ark. (93)

2014

AMA1, RON2, RON4

LN.

AMA1 + RON2 ile korunma
stiresinde %70 uzama

Zhang ve ark. (94)

2015




350 Karakavuk ve ark. Toksoplazmozise Kars: Biyoteknolojik Rekombinant Protein Agilari

Turkiye Parazitol Derg 2022;46(4):342-57

Tablo 2. Devam

As1 adaylan

Ekspresyon
sistemi

Adjuvant

Asilama
yolu

Sonuclar

Yazar

Yihh

rSAG1,rMAG1,rGRA7(SMG)
epitoplar1

E. coli

GERBU

S.C.

Beyin kistlerinde azalma,
immiin yamtta uyarilma

Wagner ve ark. (95)

2015

rSGASA

LM.

Immiin uyarilma, beyin
kistinde %35 azalma

Lu ve ark. (96)

2015

PLG ile kapsiillenmis TgROP
18, TgROP38

E. coli

PLG

S.C.

Immun yanitta uyarilma,
beyin kistinde %81,3 azalma

Xu ve ark. (97)

2015

chLiHsp83-SAG1

N. tabacum

P.O.

rSAGT’e 6zgii antikorlarda
artiga bagh olarak beyin
kistlerinde %57 azalma

Albarracin ve ark.
(98)

2015

1TgPI-1

E. coli

Alum, CpG-
ODN

LD./LN.

Humoral immiin yanitta
uyarilma, beyin kistinde %62
azalma

Sanchez ve ark. (99)

2015

rROP1, pVAX-ROP1

E. coli

Freund

LM./S.C.

Humoral immiin yamt
uyarimi, akut toksoplazmoza
karg1 rROP1 agist ile %100
koruma

Sonaimuthu ve ark.
(100)

2016

rTgPGAM?2

E. coli

LN.

Korunma siiresinde %70
uzama, beyin ve karaciger
takizoitlerinde sirasiyla %57
ve %69 azalma, yiiksek IgG1,
IEN-y, IL-2, IL-4 seviyeleri

Wang ve ark. (101)

2016

rCDPK6 ve rROP18

E. coli

PLG

S.C.

Gii¢lii immiin yanit uyarima,
yitksek IFN-y ve IL-2 ile Th1
yaniti, korunma siiresinde
uzama, beyin kistinde azalma

Zhang ve ark. (102)

2016

rTgMDH

E. coli

LN.

Giiglu antikor titresi, [L-2

ve IFN-y seviyelerinde artig,
korunma siiresinde %47
uzama, karaciger ve beyinde
parazit yiikiinde %58 ve %42
azalma

Liu ve ark. (103)

2016

rBAG1 ve rGRA1

E. coli

Alum

LP.

Gigli IgG yanity, yiiksek
IgG2a yaniti, CD8" T lenfosit
oraninda iki kat artig, beyin
kistinde %10,5 azalma

Gedik ve ark. (104)

2016

rTgADF

E. coli

LN.

Yiiksek IgA ve IgG titresi,
IL-2 ve IFN-y artig1, korunma
zamaninda %36,6 uzama,
parazit yiikiinde karaciger ve
beyinde sirasiyla %67,66 ve
%51,01 azalma

Liu ve ark. (105)

2016

Et-rTgSAG1

E. coli

LP/PO.

TgSAG1’e 6zgii Thl-
dominant immiin yanit,
korunma siiresinde uzama

Tang ve ark. (106)

2016

rGRA2 ve rGRAS

E. coli

Freund

S.C.

Immiin yanitta uyarilma,
yiksek IgG uretimi, IFN-y,
IL-2, IL-4 ve IL-10 artisi,
akut enfeksiyona kars: kismi
koruma

Ching ve ark. (107)

2016

rSAG1 ve rGRA2

E. coli

PLGA

S.C.

Yiiksek IFN-y/IL-10 orani ve
daha yiiksek miktarda IgG
antikorlarina bagh olarak
korunmada uzama

Allahyari ve ark.
(108)

2016

rSAG1, rSRS52A, rSAG2C,
rGRA6 ve rGRA5 epitoplar1

E. coli

GLA-SE

S.C.

Immin yanitta uyarilma,
beyin kistinde %30 azalma

El Bissati ve ark.

(109)

2016
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Tablo 2. Devamm

As1 adaylar:

Ekspresyon
sistemi

Adjuvant

Asilama
yolu

Sonuclar

Yazar

Yihh

rTgENO2 ve rTgTrxLp

E. coli

Freund

S.C.

Yiiksek IgG antikorlari,
IFN-y, IL-2, CD4*ve CD8*
T-hiicreleri, giiglit immin
yanit, korunma zamaninda
uzama, beyin kistinde
%69,77, %58,14 ve %20,93
azalma

Wang ve ark. (110)

2016

asis1

IMC-influenza M1 nrVLP

Sf9 bécek
hiicreleri

LN.

Gugli IgG, IgG1 ve IgG2a
antikor yanitlar1 ve digkida
IgA antikor yanit artigi, %100
hayatta kalma, beyin kistinde
azalma

Lee ve ark. (111)

2016

TgPrx3-GST

E. coli

S.C.

Immiin yanitta uyarilma,
hayatta kalma oraninda
%55,6 artig, parazit yikiinde
azalma

Fereig ve Nishikawa
(112)

2016

rROP18

E. coli

Montanide-
PLGA

LP/LN.

PLGA-rROP18, YROP18 ve
montanide-rROP18% kiyasla
yiiksek IgA ve IgG2a yanit1

Nabi ve ark. (113)

2017

rTgHSP70

Alum

S.C.

Yiiksek IgG1 iretimi, beyin
kistlerinde azalma, parazit
yikinde azalma

Czarnewski ve ark.
(114)

2017

rROP2

E. coli

Quil-A

LN.

Kediler ile gerceklegtirilen
calismada agilama sonucunda
kist say1sinda azalma

Zulpo ve ark. (115)

2017

rTgPrx1

E. coli

Freund

LP/S.C.

Spesifik antikor tiretiminde
uyarilma, artan IFN-y
iiretimi, korunma siiresinde
uzama, parazit yikinde
azalma

Fereig ve ark. (116)

2017

rROP18

Schneider
bécek hiicreleri

Poly 1:C/
Montanide-
Kolera toksini

LN./S.C.

Th1/Th2 bagisiklik yanit,
beyin kistinde %50 azalma

Rashid ve ark. (117)

2017

rTgEF-1 a

E. coli

Freund

S.C.

Korunma siiresinde uzama,
yiiksek anti-T. gondii
antikorlari, IFN-y ve IL-4
uretimi,

Wang ve ark. (118)

2017

TgHSP70

E. coli

GSLS

S.C.

Immin yanitta uyarilma,
GSLS dozunun artist ile
antikor oraninda yiikselme,
hayatta kalma siiresinde artig

Zhuo ve ark. (119)

2017

rSAG1, rSAG2, GRA1

E. coli

MDP

LM.

Periferik kan hiicrelerinde
hem IFN-y tiretimi hem de
serumda bulunan GRA1'e
6zgi IgG2 seviyesinde artma

Oledzka ve ark. (120)

2017

rMIC16

S. cerevisiae

PO./LP.

Immiin yanitta gigli
uyarilma, agilama sonucu
%10-%20 oraninda korunma
stiresinde uzama

Wang ve ark. (121)

2018

SAG1

Schneider
bécek hiicreleri

Poly I.C

LN/S.C.

SAG1 kronik enfeksiyona
kars1 koruma, parazit
yikinde azalma, gii¢li Thl
yanit

Lakhrif ve ark. (122)

2018

rSAG1, rGRA2, rGRA7
epitoplar1

E. coli

Freund

S.C.

Th1/Th2 indiiklenmesi,
yiksek IFN-y salinim

Hajissa ve ark. (123)

2018
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Tablo 2. Devam

korunma zamaninda uzama

Ek: Asil
As1 adaylan siszle’:isyon Adjuvant yjlluama Sonuclar Yazar Yih
PLGA igeren ve icermeyen
PLGA (poly multiepitop bazl a1 Th1
SAG1, AMAL, ROP2, GRA4 . lactic-co- yanitinda artis, korunma Roozbehani ve ark.
epitonl E. coli Ieolic acid LP. siiresinde uzama, yiksek 2018
pitoplar1 glycolic acid), e . . . (124)
Alum spesifik antikor titreleri,
IFN-y ve IL-2, alum iceren ag1
ile Th2 uyarim
ROP18 ve MIC8 epitoplar1 Sf9 bocek Parazit yiikiinde azalma ve
ile VLP agis1 hiicreleri LM. bellek hiicresi olugumu Lee ve ark. (125) 2018
ROP4 ve ROP18- influenza | Rekombinant ,ROP:}&VLP yukse.k seviyede
M1 VLP asist bakuloviriis - .M. immun yanit ve kist Kang ve ark. (126) 2018
sayisinda azalma
Parazit yikiinde %50 azalma,
Eff{’i;l,hrROPZ ve rGRA4 E. coli glgi;’ CpG- I.D./I.N. kronik toksoplazmozise karg1 | Picchio ve ark. (127) 2018
4 yiitksek koruma
rSAG1 E. coli PLGA LP/LN. :ﬁf’rSAGl ytksek humoral |\ 11 ve ark. (128) | 2018
rGRA14-CaPNs ile
Alum ve immun yamtta uyarilma,
rGRA14 E. coli CaPNs ILM. korunma siiresinde uzama, Pagheh ve ark. (129) | 2019
rGRA14 + alum ile immiin
yanitta uyarilma
tTgCDPK3 E. coli Freund LM. Gl immiin yamit uyarm, | g 000 (130) 2019
korunma zamaninda uzama
rTgCDPK1 E. coli - LP Guelt immiin yamit uyanmi, |y oo (131) | 2019
korunma zamaninda uzama
Immiin yanitta uyarilma,
rTgMIF E. coli Freund LM. beyin kistlerinde %62,26 Liu ve ark. (132) 2019
azalma
frl\l/élcl.l’e}r{l(z):]h—/lgl’ 1\\/45515151 ll::ll:z;: ‘l:ilrr:;nt - LM. Hayatta kalmada %20 artig Lee ve ark. (133) 2019
. Immiin yanitta uyarilma,
ROP4 ve ROP13 11?:11{(3;2 Eijl{;nt - LN. beyin doku kistlerinde Kang ve ark. (134) 2019
azalma
Rekombinant IN agilama sonucu yiiksek
ROP13 bakuloviriis - LN.ve LM. | IgG ve IgA antikorlari, beyin | Kang ve ark. (135) 2019
wovirt doku kistlerinde azalma
Rekombinant Immiin yanitta uyarilma,
ROP4 ve ROP13 VLP agis1 bakuloviriis - .M. %100 hayatta kalma Kang ve ark. (136) 2020
S£9 bicek Immiin yanitta uyarilma,
SAG1 hitcreleri - .M. hayatta kalma oraninda %75 | Choi ve Park (137) 2020
uzama
. Yiiksek IgG ve IgA
AMA1 ll: ellzolm bil:,ant - LN. antikorlari, beyin doku Kim ve ark. (138) 2020
akuiovirus kistlerinde %40 azalma
rTgERK7 E. coli Freund S.C.ve LM. lmmin yamtta uyanlma, Li ve ark. (139) 2020
korunma zamaninda uzama
Altivalanh rekombinant . Montanide ISA 1gG ve Ig2a seviyelerinde Atalay Sahar ve ark.
. E. coli LP. artig, korunma zamaninda 2020
protein agisi 50V (140)
uzama
IMC, rROP18 ve rMIC8 Rekombinant |+ 5y LV. Immiin yanitta uyarilma, Kangveark. (141) | 2021
bakuloviris korunma zamaninda uzama
Immiin yanitta uyarilma,
MIC3, ROPS, SAG1 E. coli Freund ve sc Freund ve CapNs ile birlikte Dodangeh ve ark. 2021
epitoplar1 ' CaPNs o uygulama sonucunda (142)
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Tablo 2. Devami

Ekspresyon . Agilama
As1 adaylan (Spresy Adjuvant $ Sonuclar Yazar Yilh
sistemi yolu
Immiin yanitta uyarilma
TgPF ve GRA7 E. coli F d 1.D. .. . ’ A k. (143 2021
rrertve con reun beyin kistlerinde %46 azalma rcon ve ark. (143)
) Immi tt Ima,
rTgRPP2 E. coli Freund I.M. Tmun yanitta uyartma Yu ve ark. (144) 2021
korunma zamaninda uzama
LM.: Intramuskiiler, kas igine, I.P: Intraperitoneal, periton i¢ine, I.D.: Deri icine, I.V.: Damar i¢ine, I.N.: Intranazal, burun icine, P.O.: Peroral, agiz icine, S.C.: Subkiitan,
deri altina, E. coli: Escherichia coli, S. cerevisiae: Saccharomyces cerevisiae, N. tabacum: Nicotiana tabacum, M. bovis: Mycobacterium bovis

Parazitin neden olabilecegi klinik etkilerin azaltilmasi, gebelerde
olugabilecek dusiiklerin 6nlenmesi ve bagta immiin sistemi zayif
olan bireylerde olmak tizere §liimlerin engellenebilmesi amaciyla
givenli, etkilivekolayelde edilebilirbiragiyaihtiya¢ duyulmaktadir.
Tam dunyada parazite yonelik ag1 gelistirme calismalar: hizla
devam etmektedir. Gunumize dek yapilan as1 gelistirme
calismalarindan elde edilen verilerde farelerde giigli immiin
yanit uyarimlari, hayatta kalma siirelerinde uzamalar ve parazit
yiiktiinde ciddi azalmalar saglandig: bildirilmistir. Bu ¢caligmalarda
yenilikci stratejiler kullanilmaktadir. Ozellikle parazite yonelik
dogru antijenik proteinlerin ve ekspresyon sistemlerinin se¢imi
rekombinant protein agilarinin gelistirilebilmesinde buiyiik 6nem
tagimaktadir. Ancak tiim bunlara ragmen, insanlarin kullanimina
uygun bir rekombinant protein asis1 hentiz bulunmamaktadir. Bu
durumun temel sebepleri, parazitin karmagik yasam déngiist,
konak¢i immiun sisteminden kagmaya yonelik gelistirdigi
stratejiler ve yapisinda bulunan protein cesitliligidir. Bunlara ek
olarak, parazite ait sus ¢esitliliginin fazla olmasi, secilen antijenik
boélgenin her sugta etkin yanitlar olugturamama riskini ortaya
cikarmaktadur.

Son yillarda T. gondii'ye yonelik yapilan rekombinant protein
ag1 calismalarinda, parazitin yasam déngiisiinde yer alan g
formda da bulunan yitksek antijenik gen bélgelerinin secimine
6nem verilmesi, bu bélgelerin uygun ekspresyon sistemleri
kullanilarak eksprese edilmesi ve elde edilen proteinlerin segilen
hayvan modellerine uygulanmas: ile olumlu sonuglar elde
edilmektedir. Rekombinant protein agilarimin canh ya da inaktif
patojen tagimamalar1 bu agilan givenilir hale getirmektedir.
Uretimlerinde cesitli ve diisiik maliyetli ekspresyon sistemlerinin
kullanilabilirligi sayesinde tretim kolayhig: saglamaktadir.
Agilama sonucunda hem hiicresel hem de humoral immiin yanitta
uyarim saglamalari gibi pek ¢ok olanak ise rekombinant protein
agilarinin degerini artiran 6zelliklerdir. Ayrica, son zamanlarda
suglar tizerine yapilan genotiplendirme ¢aligmalarinin sonuglar:
ast adayr antijen sec¢iminde sus c¢esitliliginin 6nemini agtkca
gosterilmektedir. Tam bunlara biyoteknolojik ilerlemelerin de
eklenmesi rekombinant protein agilarinin tretiminde kombine
stratejilerin  kullamim gereksinimini artirmaktadir. Yasanan
bu ilerlemeler, toksoplazmozisin yayilmasinin 6nlenmesi ve
olusturdugu zararlarin azaltilmasinda bir ¢6ziim yolu olarak
rekombinant protein asilarmin umut vaat ettigini acikca
gostermektedir.
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