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ÖZET 

Toksoplasmosis, zorunlu hücre içi protozoon parazit Toxoplasma gondii�nin neden 

oldu�u yayg�n bir paraziter hastal�kt�r. Hastal�k fetustan eri�kinli�e kadar süregelen 

ciddi kliniklere neden olmaktad�r. Bu çal��mada, T. gondii ile enfekte insan trofoblastik 

koriokarsinom hücresi olan BeWo hücre hatt�nda, TLR (Toll-Like Reseptör) ait sinyal 

yola��na, nitrofurantoinin (NF) etkisinin ara�t�r�lmas� amaçlanm��t�r. BeWo hücreleri 

takizoitler ile 1:1 oran�nda enfekte edilmi�tir. Kullan�lacak konsantrasyonu belirlenmek 

üzere NF, deney grublar�n� olu�turan hücrelere eklenmi�tir. Giemsa boyama yöntemi, 

tripan blue boyama yöntemi ve MTS (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-

karboksimetoksifenil)-2-(4-sülfofenil)-2H-tetrazolyum) testi uygulanm��t�r. MTS ölçüm 

sonras�nda GraphPad Prism 8.0 istatistik program� kullan�larak IC50 (maksimum 

inhibisyon konsantrasyonu) ve EC50 (maksimum cevab�n yar�s�n� vermek için gerekli 

ilaç konsantrasyonu) de�erleri hesaplanm��t�r. Uygun ilaç konsantrasyonunun 1,25 µM 

(mikromolar) oldu�u bulunmu�tur. NF�nin TLR yola��na etkisini tespit için 24. saatte, 

48. saatte ve 72. saatte olmak üzere üç ayr� zamanda örnekler toplanm��t�r. Deney 

sonras� deney gruplar�ndan 24, 48 ve 72. saatlerde al�nan örneklerin RNA izolasyonu 

yap�larak cDNA (complementer DNA)�lar� sentezlenmi� ve Real-Time PCR (RT-

qPCR) analizleri yap�lm��t�r. GAPD (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) ve 

B2M (Beta-2-microglobulin) referans genleri kullan�larak gen ekspresyonlar�ndaki 

orant�sal de�i�im hesaplanm��t�r. Buna göre; MAPK1 (Mitogen-activated protein kinase 

1), SPP1 (Secreted phosphoprotein 1), TLR6 (Toll-like receptor 6) ve TLR8 (Toll-like 

receptor 8) genlerinde görülen ekspresyon seviyesindeki azalmaya ba�l� olarak ilac�n en 

etkili saat diliminin 48. saat oldu�u tespit edilmi�tir. Ayr�ca, üç deney grubundaki 
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parazit yükünün 24 saat sonraki de�i�im düzeylerinde anlaml� farkl�l�k görülmezken 

(p=0.086), 48 (p=0.015) ve 72 (p=0.049) saat sonra parazit yükündeki de�i�im 

düzeylerinde anlaml� farkl�l�k oldu�u görülmü�tür. Sonuç olarak, NF�nin T. gondii 

enfeksiyonunu, TLR yola��ndaki hangi genler üzerinden inhibe etti�i gösterilmi�tir. 

Ayr�ca, NF�nin toksoplamozisle mücadelede kullan�lan etkin dozaj�n�n uyard��� bu 

moleküllerin bilinmesi, hastal���n tedavisinde alternatif bir yöntem olarak bu moleküller 

üzerinden etki eden daha az yan etkili geni� kullan�m alanl� yeni preparatlar�n 

geli�tirilebilece�ini de göstermi�tir. 

 

Anahtar Kelimeler: BeWo hücre hatt�, Nitrofurantoin, Toll-like reseptör, Toxoplasma 

gondii. 
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INFLUENCE OF NITROFURANTOIN ON TOLL-LIKE RECEPTOR 
PATHWAY OF HUMAN TROPHOBLASTIC CELLS (BEWO) INFECTED 

WITH TOXOPLASMA GONDII 

Eda S�VCAN 
Erciyes University, Institute of Health Sciences 

Department of Medical Parasitology 
Doctorate Thesis 

Supervisor: Prof. Dr. Abdullah �NC� 
 

ABSTRACT 

 
Toxoplasmosis is a common parasitic disease caused by the obligatory intracellular 

protozoan parasite Toxoplasma gondii. The disease causes serious clinics from fetus to 

adulthood. The aim of this study was to investigate the effect of nitrofurantoin (NF) on 

the signaling pathway of TLR (Toll-Like Receptor) in the BeWo cell line, a human 

trophoblastic choriocarcinoma cell infected with T. gondii. BeWo cells were infected 

with tachyzoites in a 1: 1 ratio. NF was added to the cells forming the experimental 

groups to determine the concentration to be used. Giemsa staining method, trypan blue 

staining method and MTS (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-

sülfofenil)-2H-tetrazolyum) test were applied. After MTS measurement, IC50 (maximal 

inhibitory concentration) and EC50 (Half maximal effective concentration refers to the 

concentration of a drug) values were calculated using GraphPad Prism 8.0 statistical 

program. The appropriate drug concentration was found to be 1.25 µM (micromolar). 

To determine the effect of NF on the TLR pathway, samples were collected at three 

different times; 24 h, 48 h and 72 h. After the experiment, cDNAs were synthesized 

using RNA isolated from the samples taken at 24, 48 and 72 hours and Real-Time PCR 

(RT-qPCR) analyses were performed. Proportional change in gene expression was 

calculated using GAPD (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) and B2M (Beta-

2-microglobulin) reference genes. According to this; due to the decrease in expression 

level in MAPK1 (Mitogen-activated protein kinase 1), SPP1 (Secreted phosphoprotein 

1), TLR6 (Toll-like receptor 6) and TLR8 (Toll-like receptor 8) genes, the most 

effective time zone of the drug was found to be 48th hour. In addition, no significant 

difference was observed in the change levels of the parasitic load in the three 

experimental groups after 24 hours (p = 0.086), but after 48 (p = 0.015) and 72 (p = 
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0.049) hours, there was a significant difference in the parasitic load changes in the three 

experimental groups. As a result, it was shown that NF inhibited T. gondii infection by 

which genes in the TLR pathway. Furthermore, the knowledge of these molecules, 

which are stimulated by the effective dosage of NF used in the fight against 

toxoplasmosis, have shown that new preparations with fewer side effects and a wide 

range can be developed as an alternative method of treatment of the disease. 

Keywords: BeWo cell line, Nitrofurantoin, Toll-like receptor, Toxoplasma gondii. 
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1.G�R�� VE AMA˙ 

Toksoplasmosis, zorunlu hücre içi protozoan parazit olan Toxoplasma gondii�nin neden 

oldu�u yayg�n bir hastal�kt�r. Apicomplexa infraphylumunda yer alan T. gondii, 

s�cakkanl� tüm omurgal�lar� enfekte edebilen parazittir (Blume ve Seeber, 2018; 

Montazeri ve ark., 2018). Dünyadaki insanlar�n yakla��k üçte birinin kronik olarak T. 

gondii ile enfekte oldu�u bildirilmi�tir (Kato, 2018). Toksoplasmosis seroprevalans�, 

Uzak Do�u’daki baz� ülkelerde en dü�ük  % 1, Avrupa ve Güney Amerika ülkelerinin 

baz� bölgelerinde en yüksek % 90 seviyesine kadar farkl�l�k göstermektedir (Fallahi ve 

ark., 2018). �nsanlarda toksoplasmosis temel olarak; çi� veya az pi�mi� etlerdeki doku 

kistlerinin al�nmas� ve/veya ookistlerle kontamine olmu� yiyecek, su, sebze, meyve vb. 

tüketimi ile bula��r (Montazeri ve ark., 2018). Ayn� zamanda, hamilelik s�ras�ndaki 

anneden fetüse konjenital geçi�, organ nakli, kan transfüzyonu ve sporlanm�� ookistli 

tozun yutulmas�yla enfeksiyona sebep olmaktad�r (Blume ve Seeber, 2018; Montazeri 

ve ark., 2018). 

�nsan sa�l��� için büyük bir problem olan konjenital toksoplasmozis, fetustan eri�kinli�e 

kadar süregelen ciddi kliniklere neden olmaktad�r (Carlier ve ark., 2012; Robert-

Gangneux ve Darde, 2012; Su ve ark., 2012;  Diakoua ve ark., 2013; Halonen ve ark., 

2013; Pittman ve ark., 2014; Wujcicka ve ark., 2014; Lau ve ark., 2016). Do�um sonras� 

süreçte T. gondii enfeksiyonu, körlü�e, korioretinite, zeka gerili�ine, kalp ve beyin 

bozukluklar�na, kal�c� nörolojik hasara ve ölüme neden olacak kadar ciddi neonatal 

malformasyonlar gibi çok çe�itli klinik belirtilerle ortaya ç�kabilmektedir (Chaudhry ve 

ark., 2014). Enfeksiyonun kronik ve akut döneminde makrofajlar, dentritik hücreler ve 

nötrofiller gibi ba����kl�k sistemi hücrelerinden sitokinler ve kemokinler sal�nmaktad�r. 

Bu sitokin ve kemokinlerin sal�n�m� Toll-like reseptörler (TLR) ba��ml� sinyal 

mekanizmas� ile gerçekle�mektedir. TLR, do�al immun sistemin patojenler ile ilk 
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kar��la�ma a�amas�nda kilit rol oynayan protein yap�lard�r. Bu reseptörler sayesinde 

do�al immun sistem patojenlerin yap�s�n� tan�r ve inflamatuar yan�t� ba�lat�r. Bu 

reseptörler ayn� zamanda do�al immun sistem ile edinilmi� immun sistem aras�nda da 

köprü görevi görmektedirler (Gazzinelli ve ark., 1993; Kundakc� ve Pirat, 2012).  

Günümüzde kongenital bula�mada bu adaptör moleküller ve onlar�n izledikleri yolaklar 

hakk�nda pek fazla bilgi bulunmamakla birlikte, özellikle toksoplasmozis tedavisinde 

kullan�lacak ilaçlar�n yüksek etkinlikli ve dü�ük toksititeye sahip olmalar� 

istenmektedir. Bu nedenle kullan�lacak ilaçlar�n toksitelerinin belirlenmesi ve immun 

cevab�n olu�mas� s�ras�nda meydana gelen reaksiyon yolaklar�n�n ara�t�r�lmas�na ihtiyaç 

duyulmaktad�r. 

Nitrofurantoin�in toksoplasmosisle mücadelede kullan�lan etkin dozaj�n�n uyard��� TLR 

yola��ndaki moleküllerin bilinmesi, hastal���n tedavisinde alternatif bir yöntem olarak 

bu moleküller üzerinden etki eden, daha az yan etkili ve geni� kullan�m alanl� yeni 

preparatlar�n geli�tirilebilece�i hipotezini do�urmu�tur. Bu hipotez kapsam�nda, T. 

gondii ile enfekte insan trofoblastik koriokarsinom hücresi olan BeWo hücre hatt�nda, 

do�al ba����kl�k ile kazan�lm�� ba����kl�k sistemleri aras�nda önemli rol oynayan TLR 

ait sinyal yola��na gebelerde kullan�labilen nitrofurantoinin (NF) etkisinin ara�t�r�lmas� 

amaçlanm��t�r.  
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2. GENEL B�LG�LER 

  2.1.Tarihçe 

Toxoplasma gondii, ilk kez 1900 y�l�nda Java serçesinin hemotopoetik sisteminde 

görülmü�tür ve Haemamoeba danilewskyi�nin ço�alan formu oldu�u belirtilmi�tir 

(Özcel, 2007). 

Toxoplasma gondii�de geçen toxon kelimesinin Yunanca yay anlam�na gelmesi ve 

parazitin görünümünün yaya benzemesi  özellikle parazitin isimlendirilmesinde etkili 

olmu�tur (Nicolle ve Manceaux, 2009). 1908 y�l�nda, Charles Nicolle ve L. Manceaux 

isimli ara�t�rmac�lar, Ctenodactylus gondii isimli kemiricinin karaci�er, dalak ve kemik 

ili�inde T. gondii�yi saptam��lard�r. 1908 y�l�nda Splendore taraf�ndan tav�anda ve  

1910 y�l�nda Mello taraf�ndan  evcil bir köpekte T. gondii tespit edilmi�tir. �lk insan 

olgusu ise 1923�de Prag�da  bir bebe�in gözünden al�nan örnekte tespit edilmi�tir. 1928 

y�l�nda, Levadity, Schsen ve Sanches  isimli ara�t�rmac�lar bradizoit doku kistini 

tan�mlam��lard�r. Hastal�k, ilk kez 1939 y�l�nda ABD’de Wolf, Cowen ve Paige 

taraf�ndan bir bebekte tespit edilmi�tir (Nicolle ve Manceaux, 2009). 

1942 y�l�nda Sabin; hidrosefali, mikrosefali, korioretinid ve intraserebral kalsifikasyon 

olmak üzere toksoplasmozisin dört klinik belirtisini gözlemlemi�tir. 1945�de ise Kean 

ve Grocott taraf�ndan ilk defa asemptomatik ki�ilerdeki T. gondii�ye ait doku kistleri 

tespit edilmi�tir (Nicolle ve Manceaux, 2009). Kronik enfeksiyonlardaki asemptomatik 

kistler ise Plaut taraf�ndan 1946 y�l�nda otopsi sonucunda tespit edilmi�tir. 1948 y�l�nda 

hastal���n tan�s�nda; Sabin ve Feldman taraf�ndan serumda anti-toksoplazma 

antikorlar�n� belirleme prensibine dayanan Dye testinin ve yine Frenkel taraf�ndan ise 

alerjik reaksiyonlara neden olan alerjenlerin belirlenmesi esas�na dayanan deri testinin 

kullan�labilece�i ortaya konulmu�tur. Dye testi 1949�da kullan�lmaya ba�lanm��t�r. 

1951 y�l�nda Toksoplazma�n�n hidrosefaliye sebep oldu�unu Frenkel ve Friatlander 
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ortaya koymu�lard�r. 1953 y�l�nda Eyles ve Coleman sülfanamidlerin primetaminlerle 

sinerjik etki göstererek takizoitlerin bölünmesine kar�� etkili olduklar�n� tespit 

etmi�lerdir (Nicolle ve Manceaux 2009). 

Türkiye�de ise T. gondii�ye ait ilk insan olgusu Unat ve arkada�lar� taraf�ndan 1953�de 

bildirilmi�tir (Dubey, 2008). 1956 y�l�nda Siim ve Beverley taraf�ndan ve  1958 y�l�nda 

Beatie taraf�ndan yap�lan çal��malarda lenfadenopatinin toksoplamoziste en s�k 

kar��la��lan belirti oldu�u bildirilmi�tir. 1957 y�l�nda ise Hardley ve Marshall, 

koyunlarda toksoplamozisi  te�his etmi�lerdir. 1958 y�l�nda T. gondii�nin hücre 

içerisinde endodiyogoni ile ço�almas� Goldman taraf�ndan  tan�mlanm��t�r. 1960 y�l�nda 

Remington Jacobs ve Melton taraf�ndan toksoplasmozisin hayvan etinden insana 

bula�abilece�i belirtilmi�tir. 1968’de Remington taraf�ndan kandaki IgM antikorlar�n�n 

tespitini kolayla�t�rmak amac�yla testler geli�tirilmi�tir. 1970 y�l�nda ise Dubey T. 

gondii ookistlerinin morfolojisini tan�mlam��t�r (Dubey, 2008). 1972 y�l�nda, insanlar�n 

ookistlerle temas� sonucu bula�an toksoplasmozise kar�� al�nmas� gereken önlemler 

Frenkel ve Dubey  taraf�ndan belirtilmi�tir (Dubey, 2008). 

1973 y�l�nda Frenkel taraf�ndan  T. gondii�nin hayat döngüsünde yer alan takizoit ve 

bradizoit formlar� tan�mlanm��t�r. 1973-1978 y�llar�nda Thalhammer taraf�ndan 

Avusturya ve Fransa�daki gebe kad�nlarda yap�lan taramalarda konjenital 

toksoplasmozisi azaltmak için proflaktik tedavi uygulanm��t�r. 1976 y�l�nda Dubey ve 

Frenkel taraf�ndan, doku kistleri ve bradizoitlerin geli�imi, yap�s� ve morfolojisi ile ilgili 

detayl� çal��malar ilk defa yap�lm��t�r. AIDS’li hastalar�n toksoplasmozise kar�� 

duyarl�l��� ilk kez 1983 y�l�nda Luft taraf�ndan  ara�t�r�lm��t�r (Nicolle ve Manceaux, 

2009). Wilkins ve O�Connell 1983 y�l�nda koyunlardaki T. gondii  kaynakl� fetal 

kay�plar� azaltmak için ticari bir a�� geli�tiririrken, Waldeland ve Frenkel taraf�ndan ise 

ara konaklar için Ts-4 a��s� geli�tirilmi�tir. 1986 y�l�nda yapt��� ara�t�rmalarla Dubey, 

enfekte etlerdeki T. gondii�yi yok etmek için uygulanan pi�irme ve dondurma 

i�lemlerindeki s�cakl�k e�rilerini belirlemi� ve 720C�nin öldürme derecesi oldu�unu 

saptam��t�r. 1988 y�l�nda Dubey ve Beattie taraf�ndan koyunlardaki ve tar�m 

ürünlerindeki olumsuz etkinin nedeninin T. gondii kaynakl� oldu�u belirtilmi�tir. T. 

gondii DNA’s�n� tespit edebilmek amac�yla 1989 y�l�nda Burk taraf�ndan B1 geni 

kullan�larak PCR testi geli�tirilmi�tir (Nicolle ve Manceaux, 2009).  
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1991 y�ll�nda Frenkel, kedilerin d��k�lar�yla at�lan ookistlerin etkisini azaltabilmek 

amac�yla T-263 a��s�n� geli�tirmi�tir. 1995’de Dubey taraf�ndan serolojik testlerle 

parazite ait ilk do�rulama gerçekle�tirilmi�tir. 2000 y�l�nda Cole taraf�ndan yap�lan 

ara�t�rmalar sonucunda, T. gondii�ye bir deniz memelisi olan su samurunda rastlanm��t�r 

(Nicolle ve Manceaux, 2009).  

2.2. Sistematik 

Toxoplasma gondii�nin taksonomik s�n�fland�rmas� a�a��daki gibidir (Meissner ve ark., 

2002). 

Bölüm  :  Eukaryota 

Alem  :  Protozoa 

�ube  :  Myzozoa 

Alt �ube :  Apicomplexa 

S�n�f  :  Conaidasida 

Alt S�n�f :  Coccidiasina 

Tak�m  :  Eucoccidiasina 

Alt Tak�m :  Eimeriorina 

Aile  :  Sarcocytidae 

Alt Aile :  Toxoplasmatinae 

Tür  :  Toxoplasma gondii 

 

2.3. MORFOLOJ� 

Toxoplasma gondii, zorunlu hücre içi apikoplasta sahip bir apicomplexan protozoon 

parazitdir. Parazitin, h�zl� bölünen invaziv takizoit, yava� bölünen ve doku kistinde 

ya�ayan bradizoit ve serbest tabiattaki ookist formu vard�r. Takizoit, bradizoit ve 

sporlanm�� ookistler (2 adet sporokist ve her bir sporokist içerisinde de 4�er adet 

sporozoit olmak üzere, sporlanm�� bir ookistte toplam 8 adet sporozoit bulunmaktad�r) 
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enfektedirler. Özetle T. gondii�nin 3 enfektif geli�me dönemi bulunmaktad�r (Roos ve 

ark., 1999). 

2.3.1. Takizoitler (Trofozoitler) 

Takizoitler, 4-8 µm uzunlu�unda, 2-4 µm eninde olup hilal veya muz �eklindedir. 

Parazitin bir ucu sivri di�er ucu küttür ve çekirdek bu uca daha yak�nd�r (Unat ve ark., 

1995: 601-620). Trofozoit olarak  da isimlendirilmekte olup aseksüel dönemde 

görülmektedirler. Ya�amak  ve ço�almak için hücre  içinde yerle�imi tercih ederler. 

Konak içinde endodyogeni ile ikiye bölünerek ço�al�rlar (Frenkel, 1988). Takizoiti 

d��ardan çevreleyen hücre zar� üç katl� membrandan olu�ur. D��ta bulunan membran 

daimi yap�ya sahip olup hücrenin hareketiyle de�i�iklik göstermemektedir. Fakat içteki 

iki katl� yap� de�i�erek parazitin kutup halkas� ad� verilen olu�umlar�n� meydana getirir. 

Hücre zar�n�n alt�nda 22 adet mikrotübül bulunur. Bu mikrotübüller plazma membran� 

boyunca uzan�r ve hücrenin hareketiyle ilgili olduklar� bülinmektedir (Kuman ve 

Alt�nta�, 1996). Takizoitlerin ön veya sivri ucunda, kesik koni biçiminde, parzitin 

beslenmesinde konak hücresine giri�inde sekresyonlar�n salg�lanmas�nda görev ald��� 

dü�ünülen yap�ya konoid denilmektedir. Konoidin arkas�nda rhoptri ad� verilen ince 

uzun kesecikler halindeki yap�lar bulunmaktad�r. Takizoit sitoplazmas� içinde ER, golgi 

ayg�t�, mitekodriler ve küçük vesikül yap�da mikronemler bulunmaktad�r. Bu 

mikronemler parazitin konak hücresi içerisine giri� esnas�nda sekresyon ve ekskresyon 

görevini üstlendikleri ve içeriklerini vakuole bo�altt�klar� dü�ünülmektedir (Pfefferkorn, 

1996). 
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�ekil 1. Toxoplasma gondii trofozoiti (Dubey ve ark., 1998). 

 

2.3.2. Bradizoit (Kistler) 

10-120 µm büyüklü�ündeki bradizoitler, parazitin hücre içine girdikten sonraki 

dönemde, hücresel immun cevab�n meydana gelmesinin ard�ndan olu�an ve doku 

kistlerinin içinde yava� ço�alan formudur. Takizoitlere benzerlik gösterseler de 

çekirdeklerin arkada olmas�,  birçok glikojen vakuolü içermeleri ve PAS boyas� ile 

kuvvetli boyanmalar� ile birbirlerinden ayr�l�rlar (Kara, 1997). 

Bradizoitler her çe�it dokuda olu�abilmektedirler. Fakat daha çok sinir sisteminde, 

gözün retina katman�nda ve kaslarda görülürken, bazen bu yap�lar içerisinde y�llarca 

latent halde kalabilirler. Özellikle immun sistemi bask�lay�c� ilaç tedavisi gören 

ki�ilerde, organ nakli yap�lan ki�ilerde, ki�inin direncinin k�r�ld��� dönemlerde, kanserli 

hastalarda ve AIDS�lilerde çe�itli sebeplerden dolay� yeniden aktive olabilmektedirler 

(Montoya ve ark., 2000). 
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�ekil 2. Fare beyninde bulunan doku kisti içindeki bradizoitler (Meissner ve ark., 2002) 

 

2.3.3. Ookistler  

Ookistler 11-14 µm x 9-11 µm boyutlar�ndad�r. Kedi ve kedigillerin ba��rsaklar�nda 

gerçekle�en e�eyli üreme sonucunda meydana gelir ve d��k�yla d��ar� at�l�r. Her bir 

ookist içerisinde 2 sporokist bulunur. Her bir sporokist ise 4 sporozoit içermektedir. 

Ookist duvar� çok katl� tabakalardan olu�maktad�r ve bu yap� çevresel faktörlerden 

korunmas�na katk� sa�lamaktad�r. Ookistler kedi d��k�s� ile d��ar� at�ld�ktan sonra uygun 

hava ve nem ko�ullar�nda enfektif hale gelmektedir. D�� ortama at�lan ookistin 

sporlanmas�yla meydana gelen bu sürece �sporulasyon� ad� verilmektedir (Ho-Yen DO, 

1992).  

Sporlanmayan ookistler ise enfektif de�ildir. Kediler son konak (ana konak), di�er tüm 

s�cakkanl� hayvanlar ise ara konakt�r. Ookistler, kedi d���nda hiçbir hayvanda 

olu�mamaktad�r (Özcan, 1998). 
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�ekil 3. a: Sporlanm�� T. gondii ookisti, b: Sporlanmam�� T. gondii ookisti 
(https://www.cdc.gov/dpdx/toxoplamosis/index.html). 

 
    2.4. Hayat Döngüsü 

Toxoplasma gondii’nin hayat döngüsünde, ara konak vücudunda doku kistleri yer al�r. 

Kistler içindeki takizoitler kronik enfeksiyon sonucunda bradizoitlere dönü�ürler.  Son 

konak olan kedi ve kedigillerdeki hayat döngüsünde, aseksüel ve seksüel olmak üzere 2 

dönem görülebilmektedir. Parazitin sporogoni geli�me dönemi ise serbest tabiatta geçer. 

Aseksüel dönemde merogoni ile merozoitler; seksüel dönemde gametogoni ile gametler; 

ookist ve ookistlerin içinde sporogoni ile de sporozoitler olu�ur. Seksüel dönem sadece 

son konak olan kedi ve kedigillerde olu�maktad�r (Afonso ve ark., 2006, Sayg� ve  

Miman, 2018). Parazitin, kedinin inceba��rsak epitel hücrelerine girmesi ile enterik faz 

gerçekle�ir. Bu fazda sporozoitlerin trofozoite dönü�ümü parazitoforik vakuolde 

gerçekle�ir. Parazitik vakuol içerisindeki trofozoitler, endodiyogoni ile bölünerek 

ço�almaya ba�lar. Bir trofozoitten yakla��k olarak 2-40 merozoit olu�ur. Enfeksiyonda 

3-15 gün sonra merozoitlerin baz�lar� yeni hücreleri invaze eder. Say�lar� giderek artan 

merozoitler hücreyi parçalayarak yeni hücreleri enfekte etmeye ba�lar (Dubey, 1998). 

Hücre içerisine giren merozoitlerden, mikrogametosit ve makrogametosit olu�ur. 

Olu�an her bir mikrogametositten 12 mikrogamet meydana gelir. Hücre içindeki 

mikrogametin, makrogameti döllemesi sonucu zigot meydana gelir. Olu�an zigottan 

�ekillenen ookistler kedigillerin ba��rsak lümenine at�l�rlar. D��k� ile d�� ortama at�lan 

ookistler 2-5 gün içinde, uygun �s�, nem ve oksijen varl���nda sporlan�rlar. Bu dönemde 

her bir ookistin içinde 2 sporokist, her bir sporokistin içinde de 4 sporozoit meydana 
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gelmesiyle ookistler enfektif hale gelir (Ferguson, 2002). Uygun �s� ve oksijen 

varl���nda sporulasyon 1-21 gün sürmektedir. Bu sürenin +24 0C�de 3 gün, + 15 0C�de 

5-8 gün, +11 0C�de 14-21 gün oldu�u bildirilmi�tir. +4 0C�nin alt�nda, +37 0C�nin 

üstünde sporulasyonun durdu�u ve ookistin nemli toprakra 18 aya kadar canl� oldu�u 

gözlemlenmi�tir (Remington ve ark,. 1992). 

�nsan ve di�er ara konaklar, sporlanm�� ookistlerin al�nmas�yla olabildi�i gibi doku kisti 

içeren etlerin iyi pi�meden veya çi� olarak tüketilmesiyle, akut dönemde vücut 

s�v�lar�yla veya ookistlerle enfekte olabilmektedirler. A��zdan al�nan sporlanm�� 

ookistlerin ince ba��rsakta aç�lmas�yla içerisindeki sporozoitler serbest kal�r. Her bir 

sporozoit intestinal epitel hücreler içine girerek ço�almaya ba�lar. Epitel hücreyi a�an 

parazit, makrofajlar taraf�ndan fagosite edildi�inde immun sistemden korunup vücudun 

her yerinde enfeksiyon olu�turabilme yetene�ine sahiptir (Duncanson ve ark., 2001; 

Sayg� ve Miman, 2018). E�er konak mekan�zmas� taraf�ndan yok edilmezlerse 

sporozoitlerin her biri intestinal epitel hücrelerine girer ve orada endodiyogeni ile 

ça�al�rlar. Konak hücreleri içinde ço�alan takizoitler immun sistem bask�s�yla 

bradizoitlere dönü�erek doku kistlerini olu�turmaktad�r. Doku kistleri konak vücudunda 

daha çok kronikle�ince kalp, beyin, iskelet  ve kalp kaslar�nda oval veya yuvarlak 

�ekilde görülmektedir. Doku kistlerinin içerisinde yer alan bradizoitler, insanlarda ve 

hayvanlarda enfeksiyonun latent veya kronik hale geçmesinde ve enfeksiyonun uzun 

y�llar devam etmesinde rol oynamaktad�rlar. Doku kistlerini içeren s�cak kanl� hayvan 

ve ku�lar�n etlerini çi� olarak tüketen insanlar�n veya hayvanlar�n ince ba��rsaklar�nda 

serbest kalan parazitler ba��rsak epitel hücrelerinin içerisine girerek ço�al�rlar (Linday 

ve ark, 1991). 



 

 

 

11

 

�ekil 4. Toxoplasma gondii�nin hayat döngüsü (Dubey, 1998). 

 
2.5. Epidemiyoloji 

Dünyan�n farkl� bölgelerinden T. gondii seroprevalans� bildirilmi�tir. Dünya nüfusunun 

yakla��k olarak % 30�unun parazit ile enfekte oldu�u dü�ünülmektedir (Leport ve 

Remington, 1992; Jones ve Dubey, 2010). Toksoplamosis prevalans�, her bölgede ve 

bölgelere ait yemek yeme al��kanl�klar�na ba�l� olarak eri�kin birey popülasyonunda % 

10 - 90 aras�nda de�i�iklik göstermektedir (Tenter ve ark., 2000; Meireles ve ark., 

2015). ˙ocuklar, co�rafik ve çevresel ko�ullara ba�l� olarak de�i�en hijyenite nedeniyle 

daha fazla etkilenmektedir (Stagno ve ark., 1980; Meireles ve ark., 2015). 

Dünyada 438 toksoplamosis salg�n� bildirilmi�tir (Meireles ve ark., 2015). Bunlar�n 

içinden bildirilen 38 salg�n�n; 8�inin (% 21) su kaynakl�, 10�unun (% 26,3) toprakla 

temas kaynakl�, 2�sinin (% 5,3) kontamine sebze tüketimi kaynakl�, 17�sinin (% 44,7) 

çi� veya az pi�mi� et tüketimi kaynakl� oldu�u belirtilmi�tir. Kist ile kontamine çi� veya 

az pi�mi� et tüketimine ba�l� salg�nlar Avusturalya, Brezilya, Kanada, Kore ve 

Amerika�dan; ookistle kontamine su kaynakl� salg�nlar Kanada�da ve Brezilya�dan; çi� 
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keçi sütü tüketimine ba�l� salg�nlar Brezilya, Amerika ve Birle�ik Krall�k�tan 

bildirilmi�tir (Meireles ve ark., 2015).  

Ayn� zamanda hastal�k oranlar� Do�u Avrupa�da % 87, Afrika�da % 71, Kuzey 

Amerika�da % 33, Karayipler�de % 26, �sveç ve �skoçya�da % 12 olarak tespit 

edilmi�tir (Alt�nta�, 1997; Robert-Gangneux ve Darde, 2012). 

Türkiye’deki insan nüfusunun üçte biri seropozitiftir. Fakat konjenital toksoplasmosis 

oran� hakk�nda ve 12 ya� ve alt�ndaki çocuklarla ilgili pek bilgi bulunmamaktad�r. 14-18 

ya��ndaki okul çocuklar�nda ise büyük bir akut toksoplasmosis salg�n� bildirilmi�tir 

(Koloren ve Dubey, 2019). Di�er yandan toksoplasmosisin prevalans�, yatan hastalarda, 

et endüstrisinde veya hayvanlarla temas halindeki çal��anlarda, asemptomatik 

hastalarda, homoseksüellerde ve hemodiyaliz hastalar�nda s�ras�yla % 13,9-% 85,3; % 

20,7-% 57,6; % 23,0-% 43,7 ve  % 16,3-% 76,6 oranlar�ndad�r (Sayg� ve Miman, 2018). 

Türkiye�de hayvanlardaki toksoplasmosisin prevalans�, evcil kedilerde % 43 (�nci ve 

ark., 1996); köpeklerde % 68,57 (�nci ve ark., 1996); atlarda % 1,9 (�nci ve ark., 1996); 

s���rlarda % 66 (�nci ve ark., 1999); koyunlarda % 33,76; keçilerde % 63,2 (Babur ve 

ark., 1997); kümes hayvanlar�nda % 1,66 (�nci, 1998) ve av ku�lar�nda % 9,09 (�nci ve 

ark., 2002) oldu�u tespit edilmi�tir. Bu oran hayvanlardaki toksoplasmosisin genel 

prevalans�n�n  % 39,5 ile % 78 aras�nda de�i�mekte oldu�unu göstermektedir (�nci ve 

ark., 2018). 

2.6. Klinik 

Toksoplamosis sa�l�kl� bireylerde ço�unlukla asemptomatiktir ve ciddi klinik sorunlara 

neden olmaz. Fakat dokulara yerle�en parazit kist formunda dormant halde kal�p, 

immunsupresyonla yeniden aktifle�ebilmektedir. Immunsuprese hastalarda, organ 

yetmezlikleri, ensefalit, koriyoretinit ve sonunda ölümle sonuçlanabilen ciddi tablolar 

geli�ebilir (Zamboni ve Lima-Junior, 2015).  

2.6.1. Konjenital Toksoplasmozis 

1953 y�l�nda Feldman yapt��� bir çal��mada; 103 olgudan % 99�unda göz bulgusu, % 

63�ünde kranial kalsifikasyon, % 56�s�nda psikomotor geli�me gerili�ini bildirmi�tir. 

Böylece maternal toksoplasmosisin, konjenital toksoplasmosise neden olabilece�ini 
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göstermi�tir (Kim ve Weiss, 2004). Hamilelik s�ras�nda geçirilen enfeksiyon fetusa 

transplasental yolla bula�arak a��r santral sinir sistemi hasar�na, dü�ük ve ölü do�um 

gibi komplikasyonlara neden olabilmektedir. Ancak hamilelik sonras� sa�l�kl� do�an 

bebeklerde ya�am�n ileri y�llar�nda ciddi görme sorunlar�na neden olabilir.  Gebeli�in 

ilk trimesterinde geçirilen enfeksiyonlarda fatal enfeksiyon riski % 10-25, ikinci 

trimesterinde % 30-50, üçüncü trimesterinde ise % 60-70 aras�ndad�r. Maternal 

enfeksiyonlardaki fetal hasar�n, hamileli�in 26. haftas�ndan önce geçirilen 

enfeksiyonlarda daha yüksek oldu�u belirtilmi�tir (Gürüz, 2007; Sayg� ve Miman, 

2018).  

2.6.2. �mmün Sistemi Bask�lanmam�� ve Bask�lanm�� Ki�ilerde Toksoplasmosis 

Akut toksoplasmosisin immun sistemi sa�lam ki�ilerde en yayg�n klinik belirtileri 

lenfadenopati (LAP) ve halsizlik (% 65) olarak bilinmektedir ve lenfadenopati en s�k 

boyun bölgesinde görülmektedir. Toksoplasmosis klinik bulgu veren lenfadenopatilerin 

%5�inden sorumlu tutulmaktad�r. Hastal�k, ate�, halsizlik, gece terlemeleri, kas ve bo�az 

a�r�s�, hepatosplenomegali, dola��mda atipik lenfositle birlikte görülebilmektedir. 

�mmün sistemi sa�lam eri�kinlere benzer �ekilde hamilelerde akut toksoplasmosisin 

asemptomatik seyretti�i ve nadiren LAP geli�ti�i belirtilmektedir. Bu sebeple sessiz 

seyreden enfeksiyon konjenital toksoplasmosis riskini ortaya koymaktad�r (Gürüz ve 

Deliba�, 2007).  

Toxoplasma gondii’nin doku kistleri kona��n ya�am� boyunca ve özellikle immun 

sistemin zay�flad��� durumlarda ciddi bir tehdit olu�turmaktad�r. Hodgkin lenfoma gibi 

hematolojik kanserlilerde ve immun sistemi zay�f kimselerde reaktivasyonun önlenmesi 

oldukça zordur. Bu nedenle hastalarda görülen ate�, halsizlik, hemiparezi, kranial sinir 

felçleri, epileptik konvülzyonlar, serebellar bulgular, konfüziyon ve koma vs. bulgular 

bazen maligniteyle ili�kilendirilmekte ve gerçek te�his konulamamaktad�r (Gürüz ve 

Deliba�, 2007).  

2.6.3. HIV ile Enfekte Hastalarda Toksoplasmosis 

AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome) hastalar�n�n en önemli ölüm sebepleri 

aras�nda toksoplazmik ensefalit yer almaktad�r. AIDS hastalar�nda görülen fokal beyin 

lezyonlar�n�n en yayg�n sebebi olarak toksoplamozis kabul edilmekte ve ayn� zamanda 
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ensefalit ve pnömoni gibi ölümcül hastal�klara ve korioretinite neden oldu�u 

bildirilmektedir. Hastal�k kendisini, AIDS hastalar�nda görülen latent enfeksiyonun 

reaktivasyonuna ba�l� olarak hemiparezi (% 39-52), mental durum de�i�imi (% 30-42), 

konvülzyon (% 15-29), kranial sinir hasar� (% 7-28), konu�ma bozuklu�u (% 6-26), 

serebellar bulgular (% 9-30), meningismus (% 10-16), psikoz, anksiete, demans 

�eklinde psikomotor bozukluklar (% 30-42) gibi subakut fokal yetmezliklerle 

göstermektedir (Gürüz ve Deliba�, 2007).   

2.6.4. Transplantasyon Hastalar�nda Toksoplasmosis 

Transplantasyon sonras� meydana gelen toksoplasmosis, organ rejeksiyonunu 

engellemek için yap�lan immunosüpresif tedavinin seropozitif al�c�da reaktivasyonu 

tetiklemesi veya seronegatif al�c�ya tak�lan seropozitif organ�n serokonversiyona yol 

açmas� ile olu�maktad�r. Hastalarda beyin, kalp ve akci�er tutulumu görülmektedir. 

Organ nakli sonras� görülen ilk bulgu yüksek ate�tir. Ayn� zamanda toksoplasmosisli 

hastalarda kemik ili�i transplantasyonu sonras�nda da en s�k görülen bulgu yüksek 

ate�tir. ˙o�u hastalarda birden fazla bulgu geli�ti�i gözlemlenmekte ve bu sebeple ölüm 

riskinin yüksek oldu�u belirtilmi�tir (Gürüz ve Deliba�, 2007). 

2.7. Patogenez ve �mmünite 

Takizoitler kona�a girdi�i bölgedeki hücrelerde, doku kistinin a��z yoluyla al�m�ndan 

sonra serbestle�en bradizoitler ve sporozoitler intestinal epitel hücrelerinde ço�al�rlar. 

Kona��n toksoplasmosisi kontrol alt�na almas� parazitin hücre içinde ya�ayarak humoral 

immun yan�ttan kaçabilmesi nedeniyle zordur (Gürüz ve Deliba�, 2007).   

Toxoplasma gondii’ye kar�� ba����kl�k yan�t� enfeksiyon etkeniyle ilk kez kar��la��lan 

akut dönem, ikincisi ise çe�itli dokulara yerle�mi� olan kistlerdeki etkenin tekrar aktive 

olmas�yla olu�an dönem olmak üzere iki dönemde ortaya ç�kmaktad�r. Her iki dönemde 

de konak ba����kl���nda görev alan hücreler makrofajlar, dendritik hücreler ve 

nötrofillerdir. Bu hücreler T. gondii ile kar��la��nca T hücrelerinden ve NK 

hücrelerinden IFN-� sentezlenmesine ve sal�nmas�na yol açan yol açan IL-12 sentezi 

yapmaktad�r. Bu sitokinin salg�lanmas�, makrofajlar ve dentritik hücreler dahil olmak 

üzere pek çok hücre tipi taraf�ndan eksprese edilen kemokin reseptörü olan CCR5 ve 
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patojen ba�lant�l� moleküler kal�plar� (PAMP) tan�yan en az 13 proteinden olu�an TLR 

ba��ml� sinyal mekanizmas� ile meydana gelmektedir (Gazzinelli ve ark., 1993).  

2.8.  Toll-Like Reseptörler  

TLR, do�al immun sistemin patojenler ile ilk kar��la�mas�nda kilit rol oynayan protein 

yap�lard�r. TLR�ler sayesinde do�al immun sistem patojenlerin yap�s�n� tan�yarak 

inflamatuar yan�t� ba�lat�r. Ayn� zamanda bu reseptörler do�al immun sistem ile 

edinilmi� immun sistem aras�nda köprü görevi görür (Kundakc� ve Pirat, 2012). Bugüne 

kadar TLR ailesinden 13 üye belirlenmi�tir. TLR10, TLR12, TLR13�ün ligandlar� 

henüz bilinmemektedir (�nci ve Bi�kin, 2007).  

TLR ailesinin ilk üyesi TLR 1�dir.  TLR 1, dalak ve periferal kan hücrelerinden yüksek 

düzeyde eksprese edilmi�tir. TLR 1�in, TLR 2 ile beraber triaçil lipopeptitlere kar�� 

olu�an yan�tta rol oynad��� tespit edilmi�tir. TLR 2; hem gram negatif, hem de gram 

pozitif bakteriler üzerinde bulunan lipoproteinler TLR 2 taraf�ndan tan�nmaktad�r. 

Bunun sonucunda hücrelerin aktive etmesinden dolay� TLR�nin lipoproteinleri tan�yan 

reseptör oldu�u kabul edilmi�tir (Janeway ve Medzhitov, 2002). Mikoplazma 

lipoproteinlerinin tan�nmas�nda TLR 6 ile birlikte i� birli�i içindedir. TLR 3�ten yoksun 

farelerde yap�lan deneylerde viral RNA kopyas�na kar�� olu�an cevaplar�n azalmas�, 

TLR 3�ün dsRNA�n�n tan�nmas�nda rol oynad���n� göstermi�tir. �nsanda en çok 

ara�t�r�lan ve fonksiyonu ayd�nlat�lan TLR 4 reseptörleridir. Bu reseptörün 

lipopolisakkarit reseptörü oldu�u ortaya ç�kar�lm��t�r. TLR 4, hücre yüzeyinde CD14, 

MD-2 ve LPS ba�lay�c� protein içeren molekül kompleksini bulundurmaktad�r. TLR 5; 

bakteriyel flagellan�n temel yap�sal bile�eni olan bakteriyel flagellini tan�y�p ba�lanmas� 

sonucu TNF-	 gibi sinyal olu�turur. TLR 2, TLR 4 ve TLR 6 birçok farkl� mikrobiyal 

ajana cevap veren reseptörler iken, TLR 5 ve TLR 9 tek bir yap�y� tan�yabilen 

reseptörlerdir. TLR 6, TLR 2 ile heterodimerdir. MALP-2� yi tan�mada beraber rol 

oynarken; ayn� zamanda TLR 6, MALP-2 ve BLP aras�ndaki küçük yap�sal 

farkl�l�klar�n tan�nmas�nda da önemli rol oynamaktad�r. TLR 7; imiquimod ve R-848 

gibi kuvvetli antiviral ve antitümör özelliklerine sahip olan imidazoquinol ailesinin 

birkaç tipini tan�maktad�rlar. TLR 8; endozomal kompartmanda tek zincirli RNA�y� 

tan�yarak sitokin sal�n�m�nda rol almaktad�r. TLR 9; bakteriyel ve viral, metillenmemi� 

sitozin fosfat guanozin (CpG) dinükleotitlerini içeren, B hücre proliferasyonunu stimüle 



 

 

 

16

eden ve makrofaj ile dentritik hücreleri aktive etti�i belirlenen sentetik oligodNTP�lerin 

tan�nmas�nda önemli yer almaktad�r. Akci�erlerden ve B lenfositlerden eksprese edilen 

TLR 10�un fonksiyonu ve ligand� hakk�nda halen bilgi bulunmamaktad�r. TLR 11 

(profilin), idrar kesesi epitel hücrelerinden eksprese edilir ve üropatojenik bakterilerin 

neden oldu�u enfeksiyonlarda yan�t�n olu�turulmas�nda görev al�r (Janeway ve 

Medzhitov, 2002). TLR 11, insanlarda fonksiyonel de�ildir fakat farelerde 

karakterizedir. TLR 12, yüksek oranda karaci�er, mesane ve böbrekten eksprese edilir 

ve TLR 11�e benzer �ekilde, üropatojenik bakteriler taraf�ndan olu�turulan 

enfeksiyonlara kar�� yan�t vermede görevlidir. TLR 3 ile yak�n ili�kili oldu�u tespit 

edilen TLR 13, faredeki TIR (Toll/IL-1 reseptörü) domaine homolog olarak 

tan�mlanm��t�r (Janeway ve Medzhitov, 2002).   

2.8.1. Toll-like Reseptör Yola�� 

Do�al immun sistemde, enfeksiyonun tan�mlanmas�nda PRR’ler (Pattern recognition 

receptors) kullan�l�r. PAMP�lar (recognize pathogen-associated molecular patterns) 

olarak bilinen, mikroorganizmalara özgü moleküler imzalar� ve zarar gören molekül 

kal�plar� olarak adland�r�lan DAMP’lar (Damage-associated molecular patterns) hasarl� 

hücrelerden türetilen molekülleri tan�rlar. PRR’ler; enflamatuar sitokinler, Tip 1 

interferon (IFN) ve di�er molekülleri üreterek do�u�tan gelen ba����kl�k tepkilerinin 

indüklenmesini sa�layan �down flow� sinyal yolaklar�n� aktive ederler (Turul, 2004). 

TLR’ler, hücre yüzeyine, ER, endozom, lizozom veya endolizozom gibi hücre içi 

organellere lokalize olarak lipit, protein, lipoprotein, ve nükleik asit gibi PAMP’lar� 

tan�rlar. TLR�lerin her biri, PAMP’lar�n tan�nmas�na arac�l�k eden bir ektodomain olan 

lösin aç�s�ndan zengin tekrarlar (LRR’ler) ve �down flow� sinyal yolaklar�n� aktive eden 

bir endodomain olan sitoplazmik TIR alan�ndan olu�urlar. TLR’ler, PAMP ve 

DAMP’lar�n tan�nmas� üzerine, sitokinlerin, kemokinlerin ekspresyonunu düzenlemek 

için NF-��, IRF’lerin veya MAP kinazlar�n aktivasyonu sonucunda sinyal iletim 

yolaklar�n� ba�latmada görev alan MyD88 ve TRIF gibi TIR alan�n� içeren adaptör 

proteinlerini yönlendirilmesini sa�lar. Böylece Tip 1 IFN’ler enfeksiyona kar�� koruma 

gerçekle�tirirler. TLR sinyal yola�� büyük oranda MyD88’e ba�l� ve TRIF’ye ba�l� iki 

yola�a ayr�lmaktad�r (Botos ve ark., 2011).   
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2.8.2. MyD88-Ba��ml� Yolak 

MyD88, myddsome olarak adland�r�lan, IRAK kinaz ailesinin üyeleri ile birlikte bir 

kompleks olu�turmaktad�r. Myddosome olu�umu s�ras�nda, IRAK4, IRAK1’i aktive 

ederek birkaç bölgede otofosforile edilir ve MyD88’den sal�n�r. IRAK1, RING etki alan� 

olan E3 ubikitin ligaz TRAF6 ile ili�kilidir. TRAF6, UBC13 ve UEV1A ubikitin 

konjuge enzimi ile beraber hem TRAF6’n�n hem de TAK1 protein kinaz kompleksinin 

K63 ile ba�lant�l� poliubitlenmesini sa�lar. MAPKKK ailesinin bir üyesi olan TAK1, 

TAB1, TAB2 ve TAB3 düzenleyici alt birimleriyle birlikte TRAF6 taraf�ndan 

olu�turulan poliubikuitin zincirleri ile birlikte etkile�en bir kompleks olu�turarak TAK1 

aktivasyonunu gerçekle�mesini sa�lar. Daha sonra TAK1, IKK kompleksinin, NF-�� 

yola��n�n ve MAPK yola��n�n aktivasyonu gerçekle�tirecek iki farkl� yolu 

aktivasyonunda rol al�r (Kawai ve Akira, 2010). 

IKK kompleksi, IKK	 ve IKK� katalitik altbirimleri ve düzenleyici alt birim olan 

NEMO’dan olu�ur. Ubikitin zincirleri vas�tas�yla IKK kompleksine ba�lanan TAK1, 

IKK�’y� fosforile ettirerek etkinle�tirir. IKK kompleksi, NF-�� inhibitör proteini I�B	’y� 

fosforile ettirir ve NF-��’nin proinflamatuar gen ekspresyonunun ba�latmas� için 

çekirde�e do�ru hareket etmesine yol açar. Ayr�ca TAK1 aktivasyonu, AP-1 ailesinde 

transkripsiyon faktörlerinin aktivasyonuna arac�l�k eden veya inflamatuar yan�tlar� 

düzenlemek için mRNA’n�n stabilizasyonunda görev alan ve MAPK ailesi üyelerinden 

olan ERK1/2, p38 ve JNK gibi moleküllerin aktive olmas�n� da sa�lar (Kawai ve Akira, 

2010). 

2.8.3. TRIF-Ba��ml� Yolak 

TRIF aktivasyonu, TRAF6 ve TRAF3�ün etkile�mesiyle gerçekle�mektedir. TRAF6, 

TAK1 kompleksiyle etkile�en ve aktive eden ve NF-�� ve MAPK’lerin aktivasyonuna 

ve inflamatuvar sitokinlerin indüksiyonunu sa�layan kinaz RIP-1’i aktive eder. Aksine 

TRAF3 ise, IRF3 fosforilasyonunun gerçekle�mesi için IKK ile alakal� kinazlar olan 

TBK1 ve IKKi’yi NEMO ile birlikte yönlendirir ve sonras�nda IRF3 dimer olu�turarak 

Tip 1 IFN genlerinin ekspresyonunu indükledi�i sitoplazmadan çekirde�e translokasyon 

yapar (Jiang ve Chen, 2011). 
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�ekil 5. Toll-like reseptör yola�� (O’Neill ve ark., 2009). 

 

2.9. �mmun Yan�tta Toll-Like Reseptörlerin Yeri 

TLR�ler, T ve B lenfositlerden olu�an edinsel immun yan�t� ba�latmak için çe�itli 

mekanizmalar� devreye sokarak, mikrobiyal ürünleri tan�yan sensörler gibi görev al�rlar. 

Aktif hale gelen TLR�ler ve bunlar�n intraselüler k�sm� arac�l���yla, MAPK ailelerini 

uyararak NF-K�; TNF-a, IL-1, IL-6 ve IL-8 gibi sitokin ve proinflamatuvar ürünlerin 

genlerini aktive eder. PRR�ler ile PAMP��n tan�nmas�yla dendritik hücreler olgunla��r. 

Periferden lenf nodlar�na ta��n�p, T hücrelere antijen sunarak, T ve B hücrelerin 

aktivasyon sürecinde rol al�rlar (�nci ve Bi�kin, 2007). TLR ile uyar�lan dendritik 

hücreler, T hücrelerini daha etkin bir �ekilde uyar�lmas�n� sa�layan ko-stimulan 

moleküllerin seviyelerini art�r�r. TNF-	, IL-1, IL-6, IL-12, IL-18 üretimini ve 

sal�nmas�n� düzenler. IL-12 ile IL-18 sitokinlerini salg�layan dentritik hücreler TH1 

hücrelerinin de geli�mesini sa�larlar. TH2 immun yan�t�n�n geli�mesiyle IL-4 ve IL-

10�un fazla sal�nmas� sonucu B hücreleri uyar�l�r. Böylece antikor sentezi ba�lam�� olur. 

Patojenin yok edilmesinde rol oynayan inflamatuar olaylar, TLR ili�kili NF-K�’nin 
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aktivasyonu ile sal�nan enzimler, sitokinler ve çe�itli mediyatörler, kona��n 

antimikrobiyal savunmas� uyar�r. TLR, patojenlerin fagosite edilmesini uyar�p, fagozom 

içeri�ine kar�� geli�en inflamatuvar yan�t� güçlendirirerek fagozomun olgunla�mas�na 

yard�mc� olur. Böylece fagosite edilen patojenin yok edilmesi kolayla��r. Bu nedenle 

TLR aktivasyonu, patojenlerin konak hücrelerinin fagositozu için önemlidir (�nci ve 

Bi�kin, 2007). 

2.10. Parazit Enfeksiyonlar�na Kar�� Toll-Like Reseptörlerin �mmünitedeki Yeri 

Parazitler, konaklar�n�n metabolik ürünlerini kendi lehine kullanmaktad�rlar. 

Dolay�s�yla paraziter enfeksiyonlar gizli seyretmekte ve uzun sürmektedir. Kendi 

geli�melerini sürdürebilmek amac�yla Trypanasoma brucei'nin EGF ve IFN-� ve 

Leishmania amazonensis'in IL-2 ve GM-CSF gibi konaklar�n�n büyüme faktörlerini 

kulland�klar� bilinmektedir (Kundakc� ve Pirat, 2012). 

Memelilerde saptanm�� olan TLR gibi baz� do�al savunma mekanizmalar�, mukozal 

yüzeylerden vücuda giren protozoonlara engel olmaktad�r. TLR’ler; patojenlerin fiziksel 

bariyerlerini geçip hücresel immun yan�t� aktive etmektedirler. PAMP olarak 

adland�r�lan korunmu� moleküler motifleri tan�mas� sonucu TLR’in bunlara ba�lanmas�, 

patojene kar�� do�al immun sistemin uyar�lmas�yla kazan�lm�� immun cevab�n 

ba�lamas� için gerekli sitokin ve ko-stimulatör moleküllerin üretmesini sa�lar. TLR’ler 

çe�itli protozoon türlerinde saptanm��t�r. TLR 2 ve TLR 11; T. gondii, TLR 2 ve TLR 9; 

Trypanasoma cruzi, TLR 2 ve TLR 4; Cryptosporidium parvum, TLR 9 ve TLR 11; 

Babesia bovis protozoon parazitlere kar�� olu�an immun yan�tta görev almaktad�r 

(Özcan, 1998). 

Apicomplexa �ubesindeki yer alan protozoonlarda, genelde TH1 yan�t�na ba�l� 

koruyucu bir immunite gerçekle�ir. Fakat parazitler enfekte edecekleri konak hücre 

membran�nda meydana getirdikleri �moving junction� sayesinde penetre olurlarken 

uygun fagozom olu�umunu ve fagozitozun olgunla�mas�n� engellemi� olurlar. Bu 

durumda Toxoplasma takizoitlerinin parçalanmas�n�n da önüne geçilmi� olur (�nci ve 

Bi�kin, 2007). 

TLR’nin uyar�m�yla meydana gelen do�al immun yan�t, kazan�lm�� immun yan�t�n 

ba�lat�lmas� için gerekli olan antijen sunan hücrelerin (APC) sitokin ve ko-stimulatör 
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molekülleri üretmesiyle sonuçlan�r. Örne�in, s���r babesiosis’inde ya� direnci olan 

danalarda, IL-12 ve IL-18 veya B. bovis taraf�ndan stimüle olmu� ve IL-12 içeren 

makrofajlar� ihtiva eden süpernatantlar ile splenik NK hücreleri uyar�lmaktad�r. Uyar�m 

sonucunda üretilen IFN-� ile makrofajlar�n aktivasyonu ba�lamaktad�r. Makrofaj 

aktivasyonunu kapsayan TH1 hücresel yan�t� birçok protozoer hastal�kta oldukça 

önemlidir. Aktive edilmi� hücrelerdeki en önemli y�k�mlay�c� yollardan birisi nitrik 

oksit (NO) sal�n�m�d�r. NO üretimi sonucunda,  NO’nun paraziti öldürmesine ba�l� 

olarak enfeksiyon engellenir ve kazan�lm�� immunite meydana gelir. Bu veriler, 

enfeksiyonun kontrolünde kritik öneme sahip olan IL-12 ve IFN-� arac�l��� ile makrofaj 

aktivasyonunun, kazan�lm�� ba����kl���n geli�iminin, NO üretiminin do�al immuniteyle 

olan ba��n� göstermektedir (�nci ve Bi�kin, 2007). 

 

�ekil 6. TLR’in Toxoplasma gondii’yi tan�ma modeli: Do�al immun hücreler ve özellikle 
dentritik hücreler, profilin ve glikozilfosfotadillinositol gibi T. gondii ile ilgili patojen 
molekülleri tan�yan TLR11 ve TLR2’yi salg�larlar. TLR2’nin aktive olabilmesi için TLR1 ve 
TLR6 gerekli iken, NF-��’n�n aktivasyonu için ise TLR11’in homodimer formasyonu yeterli 
olmaktad�r. Genellikle, TLR aktivasyonu, MyD88 yoluyla IL-12, IL-6 veya tümor nekroz faktör 
gibi proinfalammatör sitokinlerin üretimine k�lavuzluk eder. NF- �� ve MAP kinaz’�n 
aktivasyonu sonucu ise IRAK-1, IRAK-4 ve TRAF- sal�n�m� gerçekle�ir. TLR11 aktivasyonu T. 

gondi�ye kar�� olu�an yan�tta IL-12 üretimini kontrol ederken, TLR2 aktivasyonu bunu 
yapamamaktad�r (Yarovinsky ve Sher, 2006). 
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2.11. Tan� 

Toxoplasma gondii�nin tespiti mikroskobik incelemeye dayan�r. Toksoplasmosis 

tan�s�nda kullan�lan ve serolojik yöntemler olarak da bilinen indirekt tan� yöntemleri 

aras�nda serumda anti-toksoplazma antikorlar�n� belirleme esas�na dayanan Sabin-

Feldman Dye testi, partikül halindeki antijenlerin özgül antikorlarla birle�mesi ve 

çapraz ba�lar olu�turarak kümele�mesi esas�na dayanan modifiye aglütinasyon testi, 

antikor ili�kisini antikorlara ba�lanm�� bir enzimin aktivitesini izlemekle ara�t�rma 

temeline dayanan enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ve enfeksiyonun ilk 

haftas�nda h�zl�ca yükselen IgM antikorlar�n�n ara�t�r�lmas�na dayanan immunosorbent 

aglütinasyon deneyi (ISAGA), IgG antikorlar�n� saptamaya dayanan indirek floresan 

antikor testi (IFAT), T.gondii�nin eriyebilen antijenlerini kullanarak tannik asitle 

duyarla�t�r�lm�� koyun ya da hindi eritrositlerinin antikor varl���nda aglütine olmas� 

esas�na dayanan indirek hemaglütinasyon testi (IHA) gibi çe�itli farkl� antijen ve antikor 

s�n�flar�n� tespit etmek için geli�tirilmi�tir. Toxoplasma tan�s�nda serolojik testlere ek 

olarak moleküler yöntemler de kullan�lmaktad�r. Moleküler yöntemlerin geli�mesi ile 

toksoplamozis tan�s�nda PCR tabanl� teknikler uygulanm��t�r. Daha hassas ve spesifik 

sonuçlar veren bu teknikle genellikle çok kopya say�s�na sahip genler olan B1 geni, 

ITS1 ve 18S rDNA bölgelerine ait diziler kullan�lmaktad�r. Kantitatif real time PCR 

(RT-qPCR) ile insan kan�, serebrospinal s�v�, aköz hümor, amniyotik s�v� ve di�er 

örneklerden elde edilen RNA veya DNA tespit edilerek toksoplasmosisin tan�s�nda 

ba�ar�yla kullan�lmaktad�r (Erdo�an ve ark., 2019). Ayr�ca tan�da çe�itli görüntüleme 

teknikleri de kullan�lmaktad�r. Bunlar, konjenital toksoplasmosisin prenatal te�hisi için 

ultrasonografi (USG), serebral toksoplasmosis te�hisi için bilgisayarl� tomografi (CT) 

ve manyetik rezonans görüntüleme (MRI) gibi tekniklerdir (Liu ve ark., 2015; Sayg� ve 

Miman, 2018). 

2.12. Tedavi 

Genellikle enfeksiyon asemptomatik bir seyir göstermekte olup, bu nedenle hastalarda 

ço�u zaman tedaviye gereksinim duyulmamaktad�r. Toksoplasmosis�in tedavisi ve 
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hastal���n takibi, immun sistemi normal ve bask�lanm�� ki�ilerde de�i�iklik 

göstermektedir (Grossman ve Remington, 1979; Sayg� ve Miman, 2018).  

2.12.1. �mmun Sistemi Normal Ki�ilerde Toksoplasmosisin Tedavisi 

�mmun sistemi normal olan ki�ilerde beyin, kalp, akci�er ve karaci�er gibi hayati 

organlar etkilenmedi�i sürece tedavi önerilmemektedir. Akiz toksoplasmosis ensefaliti 

geli�en immun sistemi normal ki�ilerin tedavisinde, 25 mg/gün pirimetamin ve 6-8 

mg/gün sülfadiazin kombinasyonunun 2-4 hafta veya daha uzun süreyle kullan�l�r 

(Georgiev, 1994; Özcel,  2007: 141-184). Toksoplasmik hepatit tedavisinde ise ilk 10 

gün 2 g/gün spiramisin ve 4 g/gün sülfadiazin, ikinci 10 günde ise 2 g/gün spiramisin ve 

50 g/gün pirimetamin tedavisinin ba�ar�l� oldu�u belirtilmi�tir. Deri toksoplasmosisinde 

klasik tedaviden sonra 2-3 g/gün spiramisin veya 2 g/gün klindamisin veya 2x960 

mg/gün kotrimaksazol kullan�m�n�n önerildi�i belirtilmi�tir (Özcel,  2007).    

2.12.2. �mmün Sistemi Bask�lanm�� Hastalarda Toksoplasmozis Tedavisi 

�mmun sistemi bask�lanm�� hastalarda olu�an akut toksoplasmosisin tedavisi, en az 4 

hafta süreyle, �iddetli seyreden olgularda ise 6 hafta veya daha uzun süreyle 25-100 

mg/gün pyrimetamin, 1-1,5 mg x 4/gün sülfadiazin, 10-20 mg/gün folinik asit 

kombinasyonu �eklinde verilmektedir. Bu tedavinin bitiminden sonra yüksek oranlarda 

relapslar�n geli�ti�inin görülmesi üzerine idame tedavisinin uygulanmas� gerekti�i 

belirtilmi�tir. Kistlerin ortadan kald�r�lmas�nda etkili bir ilaç olmad���ndan dolay� tek bir 

tedavi protokolü yoktur. Bu nedenle çe�itli ilaç kombinasyonlar� denenmektedir. 

Haftada ard���k olarak 3 gün 3 kez 150 mg/m2 TMP ve 750 mg/m2/2 dozda SMZ veya 

günlük 2 kez 50 mg dapson tedavi protokolünün ataklar� engelledi�i belirtilmi�tir. AIDS 

gibi immun sistemin bask�land��� durumlarda özgün tedaviye immunoterapi eklenmesi 

dü�ünülerek IFN-� üzerinde durulmu�tur (Özcel,  2007).   

�mmün sistemi normal ki�iler ve immun sistemi bask�lanm�� ki�ilerin tedavilerinin yan� 

s�ra, hamilelik-çocukluk döneminde ve oküler toksoplasmosis tedavileri de farkl� 

tiplerde incelenebilir (Özcel,  2007). 

2.12.3. Hamilelikte ve ˙ocukluk Döneminde Toksoplamosis Tedavisi 

Hamilelik esnas�nda, erken dönemde ba�lanan spiramisin tedavisi (3 g/gün) ile fetal 

geçi� riskinin % 60 kadar azalmakta oldu�u belirtilmi�tir. �kinci trimesterde enfekte 
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olan hamilelerin bebeklerinin ciddi hasar riski alt�nda olmas�, fetal hastal���n 

kesinle�ti�i ve gebelik süresinin 24 haftay� geçti�i olgularda, 3 hafta pirimetamin-

sülfonamid, 3 hafta spiramisin dönü�ümlü olarak kullan�ld��� tedavi protokolü 

önerilmektedir (Özcel,  2007). Konjenital toksoplasmosisli çocuklarda ise en az 1 y�l 

süre ile pirimetamin-sülfadiazin-folinik asit kombinasyonu kullan�lmas� gerekti�i 

bildirilmektedir. E�er aktif korioretinit bulgusu var ise 1 mg/kg/gün/2 doz prednizolon 

verilmesi önerilmektedir (Özcel,  2007).  

2.12.4. Oküler Toksoplasmosis Tedavisi 

Oküler toksoplasmosis tedavisine ba�lamak için merkezi görme bozuklu�unun 

saptanmas� en önemli etkendir. Uygulanan standart tedavi kombinasyonunun yan� s�ra 

alternatif olarak 300 mg, 6 saatte bir 3 hafta boyunca klindamisin kullan�m� 

önerilmektedir (Georgiev, 1994; Özcel,  2007). 

2.13. Nitrofurantoin 

Antibakteriyel özelli�e sahip olan nitrofurantoin (NF), özellikle idrar tedavisinde 

kullan�lan etkili bir ilaç olup piyasaya ilk defa �Furadantin� ismiyle 1953 y�l�nda 

sunulmu�tur. Kimyasal yap�s� 1-(5-nitrofurfuriliden amino)-hidantoin�dir. Molekül 

a��rl��� 238.2 gr olup,  kapal� formülü C8H6N4O5�tir. NF, kokusuz, kristal veya ince toz 

halinde bulunan ac� bir lezzete sahip maddedir. Suda çözünürlü�ü s�n�rl� olan ilaç 

idrarda ve alkali çözeltilerde çözünmektedir. NF, a�z� s�k�ca kapat�lm��, ���k geçirmeyen 

kaplarda ve özellikle 25° C’yi geçmeyecek s�cakl�klarda saklanmal�d�r. �lac�n biyolojik 

yar� ömrü 20 dk ile 1 saat aras�nda de�i�iklik göstermektedir (Eldem ve H�ncal, 1987). 

1953 y�l�nda popüler olan ilaç gram-negatif mikroorganizmalarda antibiyotiklere 

direncin ortaya ç�kmas�yla yeniden gündeme gelmi�tir. Yayg�n olarak kullan�lan NF�ye 

kar�� direnç hala dü�üktür ve geni� spekturuma sahiptir. Komplike olmayan �YE (idrar 

yolu enfeksiyonu olan)’ler için % 90’a kadar pozitif klinik sonuçlar rapor edilmi�tir ve 

dünyadaki birçok ülkede ilk ilaç tedavi seçene�i olarak bildirilmi�tir (Wijma ve ark., 

2019).  

NF�nin kimyasal yap�s�, dört karbon atomu ve bir nitro grubuna do�rudan ba�l� bir 

oksijen içeren tipik be� üyeli furan halkas�ndan olu�ur (�ekil: 2.7).  Asidik ko�ullar 

alt�nda ilac�n çözünürlü�ü, gastrointestinal sistemde iyi bir emilim sa�layacak �ekilde 
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geli�tirilmi�tir. Sentetik bir ürün olan NF, sar� kristal toz görünümünde olup mikro ve 

makro kristaller içeren yap�ya sahiptir. Ayn� zamanda sudaki çözünürlü�ü dü�ük olan 

ilaç, dimetilformamid (DMF) veya dimetil sülfoksit (DMSO) içinde çözünmektedir. 

Y�llardan beri kullan�lmas�na ra�men, farmakokinetik ve farmakodinamik (PK / PD) 

veriler azd�r (Wijma ve ark., 2019). Yap�lan bir çal��mada NF, in vitro ve in vivo olarak 

anti-T. gondii etkileri incelenmi�, T. gondii ile enfekte HeLa hücrelerinde NF ve 

primetaminin anti-toksoplamosis etkilerine bak�lm��t�r. T. gondii tedavisinde karaci�er 

üzerine yan etkisi daha az, etkin bir tedavi seçene�i olarak NF gösterilmi�tir (Yeo ve 

ark., 2016). 

 

�ekil 7. NF�nin aç�k formülü 

http://tr.fengchengroup.org/pharmaceutical-api/antibiotics/china-nitrofurantoin-suppliers-china.html 

 

2.14. Korunma 

Hastal�ktan korunmada ki�inin yeme al��kanl�klar� önemli yer tutar. Tüketilen etin iyi 

pi�irilmi� olmas�, et kesilen b�çaklar�n y�kanmas�, sebze meyvelere bula�t�r�lmamas� ve 

sebze meyvelerin iyice y�kanmas� önerilmektedir (Sayg� ve Miman, 2018). Kedi d��k�s� 

ile çevreye at�lan ookistler yakla��k olarak 2-3 gün sonra enfektif hale gelmektedirler. 

Kedilerin hayat� boyunca yanl�zca bir kere gerçekle�en ookist at�l�m� yakla��k olarak 2 

hafta boyunca devam etmektedir. Ookistler 55” C �s�t�ld���nda yakla��k 1-2 dk içinde 

ölmekte iken sodyum hipokloride, dondurulmaya, klorlanmaya, ozon uygulanmas�na 

kar�� direnç göstermektedirler. Ookistler, s�cakl���n  -10” C oldu�u durumlarda 106 gün,  

4” C oldu�u durumlarda yakla��k olarak 1 y�l, 35” C oldu�u durumlarda 32 gün, 40” C 

oldu�unda ise 9 gün canl� kalabilirler. Bu �ekilde enfektivitesini koruyan ookistler ayn� 

zamanda uzun süre suda canl�l���n� kaybetmeden ya�ayabilmektedirler. Bu nedenle 

kedilerle temas sonras�nda ellerin y�kanmas�, kedilerin d��k� kaplar�n�n 

de�i�tirilmesinde dikkatli olunmas� ve gerekirse d��k� kaplar�n�n kaynat�lmas� ve 
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kedilere ticari yiyeceklerin yedirilmesi önerilmektedir. Kayna�� bilinmeyen sular�n 

içilmemesi, toprak, su ve sebzelerle temas sonras� ellerin iyice y�kanmas� çok önemlidir. 

Özellikle hamilelerin ve anne adaylar�n�n bunlara çok dikkat etmesi gerekmektedir. 

Al�nacak önlemler aras�nda etlerin iyi pi�irilmesi, az pi�mi� etlerin tüketilmemesi, 

etlerin -20”C�de buzdolab�nda en az 15 gün bekletilmesi gerekmektedir. Enfekte 

hayvanlar�n etlerindeki doku kistleri 67” C�de �s�da ölürken, -12” C�de ise en az 3 gün 

bekletilmelidir. Doku kistleri buzdolab�nda 3 hafta, 60” C�de 10 dk, 50” C�de 10 dk, 6-7” 

C�de 11 gün canl�l���n� korumaktad�rlar. Ancak bu durum enfekte etin kal�nl���na 

ba�l�d�r (Baril ve ark., 1999; Cook ve ark., 2000) 
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3. GERE˙ VE YÖNTEM 

3.1. MATERYAL 

3.1.1. ˙al��mada Kullan�lan Cihazlar, Sarf Malzemeleri, Solüsyon ve Besiyerleri, 

Canl� Materyaller  

3.1.1.1. Cihazlar 

• Class II Biyogüvenlik kabini (ESCO, Türkiye) 

• CO2�li Etüv (Panasonic, Japan) 

• �nvert mikroskop (Leica, Callifornia, USA) 

• Santrifüj (Sigma 1-14K, USA) 

• LightCycler 480II (Roche, Mannheim, Germany) 

• S�cak su banyosu (MedLine, Korea) 

• Otomatik pipetler (Gilson, PIPETMAN Classicfi,UK ) 

• PCR cihaz� (Sensoqest, Almanya) 

• Vorteks Bencmixer (Bencmark, ABD) 

• - 80 Derin Dondurucu (Panasonic, Japonya) 

• Kuru Is� Blo�u, Digital heat blog (Bencmark, ABD) 

• + 4 buzdolab� (U�ur, Türkiye) 

• ELISA cihaz� ve okuma cihaz� (Tecan, Güney Kore) 
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3.1.1.2. Sarf Malzemeleri 

• 25 cm2 filtre kapakl� flask (CellStar Greiner Bio-one, Frickenhausen, Germany) 

• 6 kuyucuklu hücre kültür plate (CellStar Greiner Bio-one, Frickenhausen, 

Germany) 

• 96 kuyucuklu hücre kültür plate (CellStar Greiner Bio-one, Frickenhausen, 

Germany) 

• Steril pastör pipetler 

• 15 ml�lik steril falcon tüp (CellStar Greiner Bio-one, Frickenhausen, Germany)  

• 50 ml�lik steril falcon tüp (CellStar GreinerBio-one, Frickenhausen, Germany) 

• 1,5 ml�lik steril mikrosantrifüj tüpü (CellStar GreinerBio-one, Frickenhausen, 

Germany) 

• Kriyotüpler  (CellStar Greiner Bio-one, Frickenhausen, Germany) 

• 0.22 µm por çapl� ��r�nga filtre (Millipor, Maryland, USA) 

• 200 µl PCR tüpü (CellStar Greiner Bio-one, Frickenhausen, Germany) 

 

3.1.1.3. Solüsyon ve Besiyerleri 

• L-glutamine (Biochrom, Berlin, Germany) 

• FBS (Capricorn Sciencetific, South America) 

• DMEM HAM�s -F12 (Biochrom, Berlin, Germany) 

• Penisilin/Streptomisin (Capricorn Sciencetific, South America) 

• Tripsin-EDTA  % 0.25 (Sigma, USA) 

• Trypan Blue (MULTICELL, Rhode Island, UK) 

• Giemsa (MERCK Millipor, Germany) 

• Etanol (MERCK Millipor, Germany) 

• DMSO (BioShop, Burlington, USA) 
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• DPBS (Gibco LifeTechnologies, USA) 

• TRI Reagent  (Sigma Aldrich, USA) 

• Roche-Transcriptor High Fidelity cDNA Syntesis Kit (Roche, Indianapolis, 

USA) 

• Syber green  (Roche, Indianapolis, USA) 

• �sopropil alkol (MERK Millipor, Germany) 

• MTS (Promega, USA) 

• Nitrofurantoin (Sigma Aldrich, USA) 

3.1.1.4. Canl� Materyaller 

• Toxoplasma gondii Takizoitleri (Ankara Halk Sa�l��� Laboratuvar�, Türkiye) 

•  BeWo Hücre Hatt� (ATTC, USA) 

 

3.2.METOT 

3.2.1.Hücre Kültürü  

3.2.1.1. DMEM HAM�s / F-12 Besiyerinin  Haz�rlanmas� 

Besiyerinin haz�rlanmas� için (100 ml için);  

1. 56” C� lik su banyosunda 30 dk inaktive edilen FBS�den 10 ml (% 10), 88 ml 

DMEM HAM�s / F12 besiyerine eklendi. 

2. Penicilin-Streptomisin solüsyonundan 1 ml (% 1) eklendi. 

3. L-glutamine solüsyonundan 1 ml (% 1) eklenerek 100 ml�lik besiyeri haz�rland�. 

4. Haz�rlanan besiyeri 22 µm�lik filtrelerden geçirilerek steril hale getirildi. 

5. Besiyeri çal��maya kadar + 4” C� de bekletildi.  

3.2.1.2. Hücrelerin ˙özdürülmesi ve BeWo Hücre Kültürü Haz�rlanmas� 

- 80�de donmu� halde bulunan BeWo hücre hatt� 370C�lik su banyosunda 4-5 dk 

bekletilip çözdürüldükten sonra çal��man�n yap�laca�� laminar flow kabine al�nd�. 



 

 

 

29

Haz�rlanan besiyerinden 8 ml 15�lik falkonlara da��t�l�p üzerlerine pipet yard�m�yla 

hücreler eklenip 1200x rpm�de 10 dk santrifüj edildi. 

Santrifüj sonras� süpernanat at�l�p 2 ml taze besiyeri eklendi ve pastör pipeti ile hücreler 

homojen hale getirildi. 

1. Hücreler, 4 ml besiyeri bulunan 25 cm2 flask içine aktar�ld� ve 370C�lik % 5 CO2 

içeren etüve yerle�tirildi. 

2. �nvert mikroskop ile hücrelerin flask yüzeyini kaplama seviyeleri her gün düzenli 

aral�klarla kontrol edildi ve DPBS ile y�kand�. 

3.2.1.3. Subkültür ve BeWo Hücrelerini Pasajlama Prosedürü 

1. Hücrelerin flask yüzeyinin % 80-100�ünü kaplamas�yla birlikte, pasajlama 

i�leminin yap�lmas� için flasklar�n d�� yüzeyi etil alkol ile temizlenerek kabin 

içerisine al�nd�. 

2. Flask�n içerisindeki besiyeri tamamen bo�alt�ld� ve hücreler 2 ml 1x DPBS ile 2 kez 

y�kand�.  

3. Flask içerisindeki DPBS tamamen uzakla�t�r�ld�ktan sonra 370 C�de çözdürülen 

Tripsin-EDTA solüsyonundan 3 ml flaska eklendi. 

4. Flasklar 37” C�lik % 5 CO2 içeren etüve kald�r�ld� ve Tripsin-EDTA ile 5 dk inkübe 

edildi. 

5. �nkübasyon sonras� hücrelerin tamam� flask yüzeyinden ayr�ld� ve tripsinizasyonu 

sonland�rmak amac�yla hücre içeri�i 6 ml besiyeri bulunan 15 ml falcon tüpüne 

aktar�ld�. 

6. 1200x rpm�de 10 dk santrifüj edildi. Süpernatant at�ld� ve pellet halindeki hücreler 

üzerine 2 ml besiyeri eklenerek homojen hale getirildi. 

7. 2 ml�lik kar���m iki yeni 25 cm2 flask içine eklenerek, 37” C�de % 5 CO2�li etüve 

kald�r�ld�. 

8. Deney a�amas�na kadar y�kama ve pasaj i�lemleri devam ettirildi. 
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3.2.1.4. Hücreleri Dondurma ��lemi 

1. Deney a�amas�n�n bitiminde artan, yeterli yo�unlukta ve say�da olan hücrelere 

dondurma i�lemi yap�ld�.  

2. Dondurma i�lemi öncesinde dondurma besiyeri haz�rland� ve filtrasyon i�lemi 

gerçekle�tirildi (Tablo 3.1).  

3. Hücreler yukar�da 3.2.1.3�de anlat�ld��� gibi y�kanarak tripsinizasyon i�lemi yap�ld�.  

4. Y�kanan ve tripsinize edilen hücreler daha sonra santrifüj edilerek çöktürüldü ve 1 

ml dondurma besiyeri içerisinde homojen bir kar���m olacak �ekilde nazikçe 

çözdürüldü.  

5. Homojenat yakla��k olarak 1 milyon hücre/kriyotüp olacak �ekilde da��t�ld�. 

6. �çerisinde 1 ml BeWo-medium  kar���m� bulunan kriyotüpler, bir süre - 200 C�de 

dondurulmaya b�rak�l�p daha sonra  - 80�0C�ye saklamak amac�yla kald�r�ld�. 

 

Tablo 1. Dondurma besiyerinin haz�rlan���. 

Kar���m içeri�i Kullan�lan miktar (ml) Son yo�unluk (%) 

RPMI-1640 7 ml % 70 

FBS 2 % 20 

Penisilin-Streptomisin 0,1 % 1 

% 99.7 DMSO 1 % 10 

Toplam Miktar                     10 ml 

 

 

3.2.1.5. Takizoitlerin Hücre Kültüründe Üretilmesi 

1. Takizoitler, 1200x rpm�de 10 dk santrifüj edildikten sonra elde edilen süpernanant, 

içinde 8 ml besiyeri bulunan 15 ml�lik falkon tüpüne aktar�ld�. 

2. Falkon tüpüne aktar�lan kar���m 1200x rpm�de santrifüj edildikten sonra 

süpernatant�n orta k�sm�nda bulunan takizoitler, steril pastör pipeti ile toplanarak 

BeWo hücrelerinin bulundu�u 25 cm2�lik flaska eklendi.  
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3. Flasklar 37�� ���� % 5�lik CO2�li etüve kald�r�ld� ve 4-5 gün inkübe edilerek 

takizoitlerin say�s�n�n artmas� sa�land�.  

4. BeWo hücrelerinin ve takizoitlerin de içinde bulundu�u besiyeri, hücre kaz�y�c� ile 

kaz�narak 5 µm por gözenekli ��r�nga filtreden süzüldü ve 1200x rpm�de 10 dk 

santrifüj edildi. 

5. Santrifüj sonras� olu�an süpernanat taze besiyeri içine al�narak yeniden santrifüj 

edildi. 

6. Y�kama i�lemi sonras� elde edilen takizoitler Thoma lam�nda say�ld� ve deneyin 

enfeksiyon basama�� için haz�r hale getirildi.  

 

3.2.1.6. �laç Solüsyonlar�n�n Haz�rlanmas�  

1. ˙al��mada ticari olarak elde edilen toz halindeki saf Nitrofurantoin bile�i�i 

kullan�ld�. 

2. Nitrofurantoinden 1 M stok solüsyon haz�rland� ve çal��ma esnas�nda belirlenen 

aral�klarda (320 µM, 160 µM, 80 µM, 40 µM, 20 µM, 10 µM, 5 µM, 2,5 µM ve 

1,25 µM olacak �ekilde) konsantrasyonlar olu�turulup besiyerlerine eklendi. 

3. NF, 1 ml DMSO içerisinde çözdürüldü. 

4. Deney esnas�nda belirlenen aral�klardaki ilaç konsantrasyonlar� besiyerine kontrol 

gruplar� hariç eklendi. 

 

3.3. Giemsa Boyama �le Morfoloji Deneyi   

1. 25 cm2�lik flasklarda ço�alt�lan BeWo hücreleri ilk önce DPBS ile iki kez y�kand�. 

2. Hücreler yukar�da 3.2.1.3�te anlat�ld��� gibi tripsinize edilerek 1200x rpm’de 10 dk 

santrifüj edildi. 

3. Süpernatant uzakla�t�r�ld� ve pellet üzerine besiyeri ekilerek hücreler süspanse 

edildi. 

4. Süspansiyon halindeki hücreler 6 kuyucuklu kültür playtinin her kuyusuna ekildi ve 

37° C’de % 5 CO2�li etüvde, playt yüzeyini kaplayana (yakla��k 24-48 saat) kadar 

inkübe edildi. 
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5. �nkübasyon sonras� 6 kuyucuklu playtin hepsinde % 80-100 doluluk oran� sa�land�. 

6. Belirlenen konsatrasyonlardaki nitrofurantoin ve takizoitler (1: 1= takizoit: hücre 

oran�nda) kuyucuklara eklenerek 24 saat 37° C’de % 5 CO2�li etüvde inkübe edildi. 

7. �nkübasyon sonras�nda giemsa boyama için hücreler DPBS ile y�kand�. 

8. Y�kanan hücrelerin plate kapaklar� aç�larak steril kabin içinde kurumas� sa�land�.  

9. Kuruma i�lemi sonras�nda fiksasyon i�lemi için her bir kuyunun üzerine % 100�lük 

metanol (2 ml)  eklenerek tespit edildi.   

10. 2-3 dk sonra metanolün fazlas� pastör pipeti ile çekildi ve pleyt steril kabinde 

kurumaya b�rak�ld�. 

11. Boyama i�lemi için, ticari olarak elde edilen ve stok halinde bulunan giemsa boyas� 

1damla/1 ml dH2O olacak �ekilde seyreltildi. 

12. Kurutma i�lemi sonras�nda her bir kuyucu�a 2 ml haz�rlanan giemsa boyas�ndan 

eklendi. 

13. Playt içindeki hücrelerin oda �s�s�ndaki steril kabin içinde 45 dk boyunca 

boyanmas� sa�land�. 

14. Boyama sonras�nda kuyucuklardaki giemsa boyas� pastör pipeti ile çekildi. 

15. Boyan�n fazlas�n�n akmas� için hücreler DPBS ile iki kez y�kand� ve kurumaya 

b�rak�ld�. 

16. Tamamen kuruduktan sonra hücreleri görüntülenmek için invert mikroskopta 

inceleme yap�ld�.  

  

3.4. MTS ile Hücre Canl�l�k Testi 

       25 cm2�lik flasklarda ço�alt�lan BeWo hücreleri ilk önce DPBS ile iki kez y�kand�. 

1. Hücreler yukar�da 3.2.1.3�te anlat�ld��� gibi tripsinize edilerek 1200x rpm’de 10 dk 

santrifüj edildi. 

2. Süpernatant uzakla�t�r�ld� ve pellet üzerine besiyeri ekilerek hücreler süspanse 

edildi. 

3. Süspansiyon halindeki hücreler 96 kuyucuklu kültür playtinin her kuyusuna ekildi 

ve 37° C’de % 5 CO2�li etüvde, playt yüzeyini kaplayana (yakla��k 24-48 saat) 

kadar inkübe edildi. 
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4. Hücreler playt yüzeyini tamamen kaplad�ktan sonra sadece BeWo hücrelerinin 

bulundu�u kontrol grubuna ait kuyucuklar hariç, tüm kuyulara 1:1 (takizoit/hücre) 

oran�nda T. gondii takizoiti verilerek enfeksiyon yap�ld�. 

5. Ayn� zamanda sadece BeWo hücrelerinden ve sadece takizoitlerle enfekte BeWo 

hücrelerinden olu�an kontrol gruplar�n�n bulundu�u kuyucuklar hariç, ilaç 

konsantrasyonlar� besiyerine eklendi ve toplam hacim 100 µl olacak �ekilde bütün 

örnekler duplikasyonlu olarak çal���ld�. 

6. MTS[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-

2H-tetrazolium] testinin yap�m a�amas�na kadar pleyt, 37° C’de % 5 CO2�li etüvde 

24 saat inkübe edildi. 

7. Bu çal��mada yeni bir tetrazolium bile�i�i olan tek solüsyonlu MTS (CellTiter 96fi 

AQueous One Solution Reagent��n (MTS reagenti)) kullan�ld�. 

8. - 20° C’de saklanan MTS, 37° C’de su banyosunda 10 dk inkübe edilerek 

çözdürüldü 

9. Totalde 100 �l hacime sahip olan, ilaç konsantrasyonlar�n�n ve kontrol gruplar�n�n 

bulundu�u 96 kuyucuklu kültür pleytinin her bir kuyusuna 20 �l MTS reageni 

eklendi. 

10. Pleyt, 37° C’de % 5 CO2�li nemlendirilmi� ortam� bulunan etüvde 1-4 saat inkübe 

edildi. 

11. �nkübasyon sonras� pleytteki örneklerin absorbans� ELISA okuyucuda 490 nm’de 

ölçüldü. 

12. Ölçüm sonras�nda GraphPad Prism 8.0 istatistik program� kullan�larak normalize 

edilmi� absorbanslar ile IC50 (maksimum inhibisyon konsantrasyonu), EC50 

(maksimum cevab�n yar�s�n� vermek için gerekli ilaç konsantrasyonu), R2 de�erleri 

belirlendi. 

 

3.5. Trypan Blue Boyama ile Hücre Canl�l�k Testi  

1. 25 cm2�lik flasklarda ço�alt�lan BeWo hücreleri ilk önce DPBS ile iki kez y�kand�. 

2. Hücreler yukar�da 3.2.1.3�te anlat�ld��� gibi tripsinize edilerek 1200x rpm’de 10 dk 

santrifüj edildi. 
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3. Süpernatant uzakla�t�r�ld� ve pellet üzerine besiyeri ekilerek hücreler süspanse 

edildi. 

4. Süspansiyon halindeki hücreler 6 kuyucuklu kültür pleytinin her kuyusuna ekildi. 

5. 37° C’de % 5 CO2�li etüvde, pleyt yüzeyini kaplayana (yakla��k 24-48 saat) kadar 

bekletildi. 

6. �nkübasyon sonras� 6 kuyucuklu playtin hepsinde % 80-100 doluluk oran� sa�land�. 

7. Belirlenen konsatrasyonlardaki nitrofurantoin ve takizoitler (1: 1= takizoit: hücre 

oran�nda) kuyucuklara eklenerek 24 saat 37° C’de % 5 CO2�li etüvde inkübe edildi. 

8. �nkübasyon sonras�nda BeWo hücrelerinin ve takizoitlerin say�s�n� belirlemek için 

trypan blue ile boyama yöntemi uyguland�. 

9. Her kuyucukta bulunan BeWo hücre- takizoit süspansiyonundan 500 µl al�narak 1,5 

ml�lik tüpe aktar�ld�. 

10. Üzerine 500 µl % 0,4�lük trypan blue solüsyonu eklendi ve kar���m 5 dk oda 

�s�s�nda bekletildi. 

11. BeWo hücre- takizoit kar���m� Thoma lam�nda say�ld�. 

12. Canl� BeWo hücreleri (boya almayan) tüm hücrelere bölünüp yüzdesi al�narak 

canl�l�k oran� belirlendi. 

13. Canl� takizoitler (boya almayan) tüm takizoitlere bölünüp yüzdesi al�narak canl�l�k 

oran� belirlendi. 

 

Canl�l�k= 
����������	
�
	

�������	
�
	

���� 

 

3.4.  NF Deneyi 

1. Morfoloji ve hücre canl�l�k testlerinden sonra elde edilen veriler do�rultusunda en 

uygun doz belirlendi. 

2. 25 cm2�lik flasklarda ço�alt�lan BeWo hücreleri ilk önce DPBS ile iki kez y�kand�. 

3. Hücreler yukar�da 3.2.1.3�te anlat�ld��� gibi tripsinize edilerek 1200x rpm’de 5 dk 

santrifüj edildi. 

4. Süpernatant uzakla�t�r�ld� ve pellet üzerine besiyeri ekilerek hücreler süspanse 

edildi. 
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5. Süspansiyon halindeki hücreler 6 kuyucuklu kültür pleytinin her kuyusuna ekildi. 

6. Belirlenen ilaç konsantrasyonunun etkinli�inin belirlenmesi için 24, 48 ve 72 saat 

olmak üzere üç günlük deney grubu olu�turuldu. 

7. Hücreler, 37° C’de % 5 CO2�li etüvde pleytin yüzeyini kaplayana (yakla��k 24-48 

saat) kadar bekletildi. 

8. �nkübasyon sonras� 6 kuyucuklu pleytin hepsinde % 80-100 doluluk oran� sa�land�. 

9. Belirlenen dozdaki nitrofurantoin ve takizoitler (1:1= takizoit: hücre oran�nda) 

kuyucuklara eklenerek 37° C’de % 5 CO2�li etüvde 24, 48 ve 72 saat inkübe edildi. 

10. �nkübasyon sonras� kuyucuklardaki besiyeri at�ld� ve kültürden 24, 48 ve 72. 

saatlerde toplanan örneklere 500 µl TRI reagent eklenerek hücre kaz�y�c� ile 

kaz�nd�ktan sonra olu�an kar���m RNA izolasyonu yap�lmak üzere steril tüplere 

aktar�ld�. 

3.4.1. Hücre Kültüründen RNA �zolasyonu 

Deney sonras� elde edilen örneklerin RNA izolasyonu, Chomczynski�nin (2005) 

geli�tirdi�i TRI reagent protokolüne göre gerçekle�tirildi. 

1. Örneklerde faz ayr�m� gerçekle�tikten sonra total RNA�n�n bulundu�u saydam faz 

al�narak safla�t�r�ld�. 

2. En son basamakta elde edilen RNA pelleti RNase DNase free su ile çözdürüldü.  

3. Örneklerin RNA miktar� ölçüldü ve cDNA (komplementer DNA) sentezi yap�lana 

kadar � 80 0 C�de sakland�. 

3.4.2.  cDNA Sentezi 

cDNA sentezi için Roche-Transcriptor High Fidelity cDNA Syntesis Kit (Roche, 

Indianapolis, USA) kullan�ld�. Final konsantrasyonda 1 pg-1 µg miktar�nda total RNA 

olacak �ekilde, RNase DNase free su, son hacimde 60 µM olacak �ekilde Random 

Hexamer ve OligodT primerleri, 1x buffer, RNase inhibitörü, dNTP miks (0,1 nmol), 

DTT ve revers transkriptaz (1 U/µl) enzimi bulunan PCR kar���m� haz�rland�. 5 dk buz 

üzerinde inkübe edildi. �nkübasyon sonras�nda 2 µl enzim eklendi ve kar���m�n total 

hacimi 20 µl�ye tamamland�. Kar���m, 42 0C�de 15 dk, 850 C�de 5 dk ve 650 C�de 15 dk 
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olacak �ekilde PCR cihaz�nda inkübe edildi. Elde edilen cDNA�lar kullan�l�ncaya kadar 

� 20�0C�de sakland�. 

3.2.4.3.Toll-Like Reseptör Paneli 

cDNA elde edildikten sonra PCR Array analizi yap�lmak için ticari olarak elde edilen 

Toll-Like reseptör paneli haz�rland�. Toll-Like reseptör yolaklar� ve gen ekspresyon 

seviyelerinin belirlenmesinde a�a��daki basamaklar uyguland�.  

1. Toll-like reseptör paneli (Roche, USA) her kuyudaki primer konsantrasyonu 1000 

pmol /µl olacak �ekilde ana stok halinde suland�r�ld�. 

2. 96�l�k plate de her bir kuyu için ana stoktan 10 µl al�n�p 90 µl dH2O eklendi. Son 

konsantrasyon 1000 pmol /µl olacak �ekilde ikinci kez suland�r�larak ara stok 

haz�rland�. 

3. Ara stoktaki her kuyudan 1 µl al�nd� ve son konsantrasyon 10 pmol/µl olacak 

�ekilde RT- qPCR deneyi için haz�rland�. 

4. Toll-like reseptör paneli kapsam�nda ekspresyon seviyesinde de�i�imi tespit 

edilecek olan genler Tablo 3.2�de gösterilmektedir. 

 

Tablo 2. Toll-Like reseptör panelindeki genler. 

Genler Genlerin Aç�k Adlar� 

AKT3 V-akt murine thymona viral oncogene homolog3 
CXCL12 Chemokine(C-X-Cmotif)ligand12 
PIK3CB Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate3-kinase, cataytic subunit beta 
PIK3CD Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate3-kinase, cataytic subunit delta 
PIK3R5 Phosphoinositide-3-kinase, regulatory subnit 5 
STAT1 Signal transducer and activator of transcription 1 
CD40 CD40 molecule, TNF receptor superfamily member 5 
IKBKE Inhibitor of kappa light polypeptide gene e0nhancer in B-cells, kinase epsilon 
IL1� Interleukin 1, beta 
MAPK2 Mitogen-avtivated protein kinase kinase 2 
MAPK3 Mitogen-activated protein kinase 3 
NFKB2 Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells2(p49/p100) 
TLR1 Toll-like receptor 1 
TLR7 Toll-like receptor 7 
AKT1 V-akt murine thymona viral oncogene homolog1 
AKT2 V-akt murine thymona viral oncogene homolog2 
CASP8 Caspase 8, apoptosis-related cysteine peptidase 
CCL3 Chemokine(C-C motif) ligand 3 
CCL5 Chemokine(C-C motif) ligand 5 
CCL4 Chemokine(C-C motif) ligand 4 
CD14 CD14 molecule 
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CD80 CD 80 molecule 
CD86 CD86 molecule 
CHUK Conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase 
CXCL10 Chemokine(C-X-Cmotif)ligand10 
CXCL11 Chemokine(C-X-Cmotif)ligand11 
FADD Fas (TNFRSF6)- asociated via death domain  
FOS V-fos FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog 
IFNA7 Interferon, alpha7 
IFNaR5 IFNAR 1 Interferon (alpha, beta and omega) receptor 5 
IFNAR5 Interrferon (alpha, beta, and omega) receptor5 
IFNB1 I Interferon, beta1, fibroblast 
IKBKB Inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase beta 
IKBKG Inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase gamma 
IL12A Interleukin 12A 
IL12B Interleukin 12B 
IL6 Interleukin 6(�nterferon, beta2) 
IL8 Interleukin 8 
IRAK1 Interleukin-1 receptor-associated kinase 1 
IRAK4 Interleukin-1 receptor-associated kinase4 
IRF3 Interferon regulatory factor 3 
IRF5 Interferon regulatory factor 5 
IRF7 Interferon regulatory factor 7 
JUN Jun oncogene 
LBP Lipopolysaccharide binding protein 
LY96 Lymphocyte antigen 96 
MAP2K1 Mitogen-avtivated protein kinase kinase 1 
MAPK3 Mitogen-avtivated protein kinase kinase 3 
MAP2K4 Mitogen-avtivated protein kinase kinase 4 
MAP2K5 Mitogen-avtivated protein kinase kinase 5 
MAP2K7 Mitogen-avtivated protein kinase kinase 7 
MAP3K7 Mitogen-avtivated protein kinase kinase kinase 7 
MAP3K8 Mitogen-avtivated protein kinase kinase kinase 8 
MAPK1 Mitogen-activated protein kinase 1 
MAPK10 Mitogen-activated protein kinase 10 
MAPK9 Mitogen-activated protein kinase 9 
MAPK13 Mitogen-activated protein kinase 13 
MAPK14 Mitogen-activated protein kinase 14 
MYD88 Myeloid differentiation primary response gene (88) 
NFKB1 Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1 
NFKBIB NFKBIA Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 

inhibitör, beta 
PIK3CA Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate3-kinase, cataytic subunit alpha 
PIK3CG Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate3-kinase, cataytic subunit gamma 
PIK3R1 Phosphoinositide-3-kinase, regulatory subnit 1(alpha) 
PIK3R2 Phosphoinositide-3-kinase, regulatory subnit 2(beta) 
PIK3R3 Phosphoinositide-3-kinase, regulatory subnit 3(gamma) 
RAC1 RAS- related C3 botilinum substrate 1 
RELA V-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A( avain)        
RIPK1 Receptör- interacting serine- threonine kinase1 
SPP1 Secreted phosphoprotein 1 
TAB1 TGF-beta activated kinase 1/MAP3K7 binding protein 1 
TAB2 protein2 TGF-beta activated kinase 1/MAP3K7 binding protein 2 
TBK1 TANK-binding kinase 1 
TICAM1 Toll-like receptor adaptör molecule 1  
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TICAM2 Toll-like receptor adaptör molecule 2 
TIRAP Toll-interleukin 1 receptor(TIR) domain containing adaptör protein 
TLR10 Toll-like receptor 10 
TLR2 Toll-like receptor 2 
TLR3 Toll-like receptor 3 
TLR4 Toll-like receptor 4 
TLR5 Toll-like receptor 5 
TLR6 Toll-like receptor 6 
TLR8 Toll-like receptor 8 
TLR9 Toll-like receptor 9 
TNF Tumor necrosis factor(TNF superfam�ly, member 2) 
TOLLIP Toll interacting protein 
TRAF4 TNF receptor-associated factor 4 
TRAF1 TRAF6 TNF receptor- associatedfactor 1 
ACTB Actin, beta 
B2M Beta-2-microglobulin 
HPRT1 Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase 1 

GAPD Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
GUSB Glucuronidase, beta 
PGK Phosphoglycerate kinase 1 
PPIA Peptidylproly isomerase A 
RPL13A Ribosomal protein L 13a 

 

3.2.4.4. RT-qPCR Analizi 

1. 550 µl Syber Green, 440 µl dH2O ve 20 µl cDNA ile 1100 µl�lik kar���m haz�rlan�ld�. 

2. Elde edilen kar���m her kuyuda 9�ar µl olacak �ekilde 96�l�k pleyte da��t�ld�. 

3. Haz�rlanan ara stok halindeki Toll-Like Reseptör panelinin her kuyucu�undan 1 µ l 

primer al�narak s�ras�yla kuyucuklara eklendi ve total olarak 10 µl�lik reaksiyon 

haz�rland�. 

4. RT- qPCR program�, Roche Light Cycler 480 II cihaz� ile uyguland�. Daha sonra, 

genlerle ilgili Cq de�erleri hesapland� ve rölatif kantifikasyon yap�ld�. 

3.2.3. �statistiksel Analiz 

Deney triplike edilerek toplanan örnekler PCR array analizi yap�lmak üzere RT-qPCR 

ile de�erlendirilmi�tir. PCR array panelinde bulunan house keeping genler deney içi 

kontrol gruplar�n� olu�turmu�tur. Buna göre rölatif kantifikasyon efficiency de�eri 2 

al�narak hesaplanm�� ve istatistiksel olarak ekspresyon seviyelerindeki de�i�im orant�sal 

olarak hesaplanm��t�r. Ayr�ca, plazmid DNA standartlar� kullan�larak 24�üncü, 48�inci 

ve 72�inci saatlerde toplanan örneklerin hesaplanan parazit yüklerinin aras�ndaki 

de�i�imin anlaml�l�klar� Kruskal Wallis H- testi ile Mann Whitney U- testi kullan�larak 
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IBM SPSS Versiyon 16.0 istatistiksel paket program� ile belirlenmi�tir. p<0,05 istatiksel 

olarak anlaml� kabul edilmi�tir.  
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4. BULGULAR 

˙al��mada ilk olarak DMEM HAM�s/F-12 besiyerinde, 25 cm2�lik flasklarda BeWo 

hücrelerinin ço�altma i�lemi yap�lm��t�r. Takizoitlerin, enfeksiyon öncesi ço�alma 

i�lemini gerçekle�tirmek üzere BeWo hücre kültürü kullan�lm��t�r. Takizoitlerin üretimi 

sa�land�ktan sonra BeWo hücreleri, 1:1 (hücre: takizoit) oran�nda takizoitler ile enfekte 

edilmi�tir. Enfeksiyondan hemen önce DMSO içinde �s� verilerek çözdürülen NF 

konsantrasyonlar� (320 µM, 160 µM, 80 µM, 40 µM, 20 µM, 10 µM, 5 µM, 2,5 µM ve 

1,25 µM) olu�turulmu�tur. Kontrol gruplar� ve deney gruplar�n� olu�turan hücrelere 

eklenmi�tir. Giemsa boyama yöntemi ve tripan blue boyama yöntemleri ile birlikte 

MTS testi uygulanarak hücre morfolojisi ve canl�l�k deneyleri yap�lm��t�r. NF�nin TLR 

yola��na etkisini tespit için 24. saatte, 48. saatte ve 72. saatte olmak üzere üç ayr� 

zamanda örnekler toplanm��t�r. Deney sonras� deney gruplar�ndan 24, 48 ve 72. 

saatlerde al�nan örneklerin RNA izolasyonu yap�larak cDNA�lar� sentezlenmi� ve Real-

Time (RT- qPCR) analizleri yap�lm��t�r.  

 

4.1. BeWo Hücre Kültürünün De�erlendirilmesi 

BeWo hücreleri çözdürülüp flaska ekiminden sonraki ilk günde istenilen seviyede 

dolulu�a ula�mam��t�r. Deney ko�ullar�nda istenilen say�da hücre say�s�na ula��labilmesi 

için y�kama ve pasaj prosedürü 4 hafta boyunca devam ettirilmi�tir. Üst üste birikerek 

ço�alan BeWo hücreleri 3-4 günde bir pasajlanm�� ve h�zl� kontaminasyon nedeniyle 

her gün DPBS ile y�kanm��t�r. 4. haftan�n sonunda, 25 cm2�lik flasklarda yakla��k % 80- 

100 doluluk görüldü�ünde ortalama 1x106 BeWo hücresi oldu�u belirlenmi�tir (�ekil 

8). 
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�ekil 8. BeWo hücrelerinin invert mikroskopta görünü�ü (20X). 

 

4.2. BeWo Hücrelerinin Enfeksiyonu �çin Belirlenen T. gondii Takizoit Say�s� 

25 cm2 flasktaki BeWo hücrelerinin yo�unlu�u 1x106 (% 80-100) iken parazit ekimi 

yap�lm�� ve takizoitler h�zl�ca ço�alt�lm��t�r (�ekil 9). Optimal takizoit say�s� ve canl� 

hücre say�s�n� belirlemek için parazit yo�unlu�u her gün invert mikroskopla 

gözlemlenmi� ve say�lm��t�r. Enfeksiyonun en iyi gerçekle�ti�i BeWo hücrelerinin 

yo�unluklar� 25 cm2 flasklarda 1x106 (% 80-100) hücre say�s� olarak belirlenip en 

uygun takizoit-hücre oran�n�n ise 1:1 oldu�u bulunmu�tur (�ekil 10). 
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�ekil 9. Takizoitlerin invert mikroskopta görünü�ü (40X). 

 

 

�ekil 10. BeWo hücrelerinin takizoitlerle enfeksiyonu (40X). 
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4.3. Giemsa Boyama Yöntemi 

4.3.1 Morfoloji Deney Sonuçlar�n�n De�erlendirilmesi 

Giemsa boyama yöntemi, 3.3.1�de anlat�ld��� gibi kontrol gruplar� ve deney gruplar�na 

uygulanm��t�r. Boyama sonras�nda invert mikroskop ile görüntülenen hücreler 

morfolojik aç�dan de�erlendirilmi�tir (�ekil 11a ve 11b).  

 

 

�ekil 11. a) Giemsa boyama s�ras�nda örneklerin görüntüsü 

b) Giemsa boyama sonras� örneklerin görüntüsü 

 
Boyama sonras�nda; sadece BeWo hücrelerinin oldu�u kontrol grubunda, hücrelerin 

normal morfolojik yap�ya sahip oldu�u ve yüzeye tamamen tutundu�u görülmü�tür 

(�ekil 12.a). BeWo hücrelerinin ve takizoitlerin yer ald��� kontrol grubunda ise 

parazitler hem hücre yüzeyinde hem de bo�luklu alanda görülmekle birlikte normal 

morfolojiye sahip oldu�u tespit edilmi�tir (�ekil 12.b).  

Haz�rlanan 320 µM (�ekil 12.c) ve 160 µM�l�k (�ekil 12.d) NF konsantrasyonlar�n�n 

yo�un olmas� ve hücre yüzeyinde tabaka olu�turmas� nedeniyle BeWo hücrelerinin ve 

takizoitlerin varl��� gözlemlenememi�tir.  80 µM (�ekil 12.e) ve 40 µM�l�k (�ekil 12.f) 

NF konsantrasyonlar�nda, hücre ve takizoitler gözlemlenebilmi�tir. BeWo hücrelerinin 

morfolojik olarak yap�s�n�n bozuldu�u, hücrelerin dehidrate oldu�u görülmü�tür. 
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Takizoitlerin say�n�n ise parazit kontrole göre artt��� gözlemlenmi�tir. 20 µM�l�k NF 

konsantrasyonunda, az say�da olmakla birlikte, normal morfolojili BeWo hücreleri 

görülürken, ayn� zamanda normal morfolojili takizoitlerin oldu�u gözlemlenmi�tir 

(�ekil 12.g). 10 µM�l�k konsantrasyonda normal morfolojili BeWo hücreleri ve 

takizoitlerin oldu�u görülürken takizoit say�s�n�n 20 µM�l�k konsantrasyona göre daha 

fazla oldu�u gözlemlenmi�tir (�ekil 12.h). 5 µM�l�k konsantrasyonun yakla��k olarak 10 

µM�l�k konsantrasyona morfolojik olarak benzedi�i gözlemlenmi�tir (�ekil 12.�). 2,5 

µM�l�k konsantrasyondaki BeWo hücrelerinin morfolojik yap�s�, BeWo hücrelerinin ve 

takizoitlerin bulundu�u kontrol grubu ile benzer özellikte olup normal morfolojiye 

sahipken, az say�daki takizoitlerin yap�lar�n�n morfolojik olarak daha büyük yap�da 

oldu�u görülmü�tür. Ayn� zamanda az say�da yüzeye tutunamayan hücreler mevcuttur 

(�ekil 12.i).  1,25 µM�l�k son konsantrasyonda ise yüzeye tutunan daha fazla normal 

morfolojili BeWo hücresi ve ebat olarak daha büyük normal morfolojili takizoit oldu�u 

görülmü�tür (�ekil 12.j).  Giemsa boyama yöntemi ile yap�lan morfoloji deneyinde, 

sadece BeWo hücrelerinin bulundu�u kontrol grubu ve BeWo hücrelerinin ve 

takizoitlerin birlikte yer ald��� kontrol grubu ile deney gruplar�n�n kar��la�t�r�lmas� 

sonucunda 1,25 µM�l�k konsantrasyonun en iyi dozaj oldu�u gözlemlenmi�tir. 
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�ekil 12. Farkl� NF konsantrasyonlar�nda Giemsa boyamal� enfekte BeWo hücrelerinin 
morfoloji deney görüntüleri (40X) a) BeWo Kontrol b) Parazit Kontrol c) 320 µM NF d) 160 
µM NF e) 80 µM NF f) 40 µM NF 

 

 


