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TESEKKUR

“Fasciola hepatica’ya kars1 as1 aday1 olabilecek rekombinant cathepsin L proteininin elde
edilmesi” isimli projemiz TSY-11-3334 kodu ile Erciyes Universitesi bilimsel Arastirma
Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir.
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Fasciola hepatica’ya karsi as1 adayi olabilecek rekombinant cathepsin L proteininin elde
edilmesi

OZET
Fasciola hepatica siklikla sigir ve koyunlarda nadiren de insanlarda fasciolosise neden olan
bir karaciger trematodudur. Insanlarda ve hayvanlarda infeksiyon, metaserkarya ile kontamine
olmus su veya bitkilerin agiz yoluyla alimmindan kaynaklanmaktadir. F. hepatica'nin ES
antijenlerinden olan Cathepsin L1 parazitin dokulara penetrasyonda, immun yanittan
kagmasinda ve beslenmesinde Onemli rolii olan bir enzimdir. Bu projemizde Fasciola
hepatica patogenezinde Onemli rol oynayan cathepsin L proteininin rekombinant DNA
teknolojisiyle elde edilmesi amag¢lanmistir. Bu amagla eriskin F. hepatica'dan toplam RNA
izolasyonu yapilarak tersine transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu (TT-PCR) ile
cathepsin L1 DNA amplikonlar1 olusturulmustur. Cathepsin L1 genine 0zgii primerler
kullanilarak 981 bp’lik gen bolgesi ¢ogaltilmigtir. Daha sonra, cathepsin L1 geni pET TOPO
vektoriine klonlanmistir. Rekombinanat vektér kompetant E. coli hiicrelerine transforme
edilmis ve plazmit DNA’s1 miniprep ile elde edilmistir. Cathepsin L1 geninin varligt DNA
dizi analizi yaptirilarak dogrulanmistir. Plazmit DNA’s1t BL21 E. coli hiicrelerine transforme
edilerek rekombinant protein expresyonu saglandi ve protein saflastirilmistir. Saflagtirilmis
protein Lowry yontemine gore hesaplandi ve toplamda 675 mikrogram protein saf olarak elde
edilmistir. Elde edilen cathepsin L1 proteini as1 adayr olarak ve tam1 amaciyla serolojik

testlerde kullanilabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Fasciola hepatica, Cathepsin L, Rekombinant DNA teknolojisi



ABSTRACT

The liver fluke Fasciola hepatica is the causative agent of fasciolosis that is common sheep
and cattle and is occasionally found in humans. Infection in humans and animals arises from
ingestion of vegetable matter or consumption of water contaminated with metacercariae.
Cathepsin L1 is one of the major molecules in the excretory-secretory products of F. hepatica
and is involved in tissue penetration, immune evasion and feeding and therefore may be used
in vaccination and serological diagnosis. The aim of this study was to obtain that cathepsin L
protein to plays an important role in the pathogenesis of F. hepatica by recombinant DNA
technology. For this purpose, total RNA was extracted from adult F. hepatica. Cathepsin L1
DNA amplicons were obtained with the reverse transcription polymerase chain reaction (RT-
PCR). The 981 bp gene region was amplified using specific primers to the cathepsin L1 gene.
Then, the cathepsin L1 gene was cloned into the pET TOPO vector. Recombinant vector were
transformed into competent E. coli cells. Plasmid DNA was obtained by miniprep. The
presence of the cathepsin L1 gene was confirmed by DNA sequence analysis. Plasmid DNA
was transformed into BL21 E. coli cells and The Cathepsin L1 recombinant protein was
expressed. Recombinant fusion proteins were purified. The purified protein was calculated
according to the Lowry method and a total of 675 micrograms of pure protein per reaction
was obtained. The cathepsin L1 protein can be used as a vaccine candidate and serological
tests for diagnostic purposes.

Keywords: Fasciola hepatica, Cathepsin L, Recombinant DNA technology



GIRIS / AMAC VE KAPSAM

Fasciola hepatica insan ve hayvanlarda fasciolosise neden olan bir karaciger trematodu olup
Digenea alt sinifindan Fasciolidea ailesinde yer almaktadir. F. hepatica’nin son konagi
genellikle sigir ve koyun gibi gevis getiren hayvanlardir. F. hepatica, ortalama 20-30 mm
boyunda ve 4-15 mm enindedir (Unat, 1995; Garcia and Bruckner, 1997; Saygi, 1998). F.
hepatica yumurtalari safra yolu ile duedonuma oradan da diski ile disar1 atilmaktadir. Is1, nem
ve pH gibi bircok fiziksel ve kimyasal faktdr embriyon (mirasidyum) gelisiminde 6nemli
olmaktadir. Mirasidyumlar, bulunduklar1 suda ara konak olan Lymnea tiiri salyangozlara
penetre olduktan sonra salyangozun lenf kanallarinda tliylerini kaybederek sporokiste,
sporokistlerden yavru sporokistler veya rediler olusmaktadir. Redilerin her birinden 10-20
serkarya gelismektedir. Salyongozu terkeden serkarya su bitkilerine yerlesir ve burada
kuyrugunu kaybeden serkaryalar, metaserkarya haline gelmektedir (Graczyk ve Fried B,
1999). Son konaga bulasma, metaserkarya ile infekte bitki ve sularin alinmasiyla olmaktadir.
Fasciolosis tiim diinyada ¢ok genis bir cografyada goriilmektedir. Ozellikle insan fasciolosisi
icin endemik olan Fransa’da 1950-1983 yillar1 arasinda 3.297 olgu tespit edilmistir (Mas-
Coma ve ark., 1999). F. hepatica infeksiyonuna kars1 dogal bagisiklik s6z konusu degildir
etkenle karsilasan her insanda infeksiyon olusur. Bu nedenle tiim sosyal smif ve meslek
grubundan insan1 etkilemektedir. Kirsal alanlarda yasayanlarda kentlerde yasanlara gére daha
stk gorilmektedir (Mas-Coma ve ark., 1999). Fasciolosis klinigi iki donemde
incelenebilmektedir; birinci donem parazitin viicuda girisi ile safra yollarina yerlesmesi
arasinda gecen larval donem veya prepatent donem, ikinci dénem parazitin karaciger ve safra
yollarina yerlesme donemi veya kronik donemdir (Unat, 1995). Hastaligin siddeti genel
olarak alinan parazitin sayisina ve parazitin yerlestigi organdaki dagilim sekline bagl olarak
degismektedir. Infeksiyonun tanisi klasik olarak digkida F. hepatica yumurtalarimin gériilmesi
ile konulmaktadir (Unat, 1995; Garcia and Bruckner, 1997; Mas-Coma ve Bargues,
1999). Fakat kisi infekte olmasma ragmen bir¢ok nedenlerden dolayr digkida yumurta
goriilmeyebilir. Bu nedenle de diski incelemesi tek basina tani i¢in yeterli olmayabilir (Mas-
Coma ve Bargues, 1999). insan fasciolosisinin tedavisinde bithinol, praziquantel,
mebendazol, triklabendazol gibi ilaglarla degisik derecede basari saglanmistir. F. hepatica’nin
endemik oldugu boélgelerde koruyucu halk sagligi egitimi verilmesi, saglik calisanlarinin
bilgilendirilmesi ve su bitkilerinin pigirilmeden yenmemesi Onerilmektedir. Parazit konak
iliskisinde rol alan molekiillerden ilk tanimlanani ve asi denemelerinde en ¢ok kullanilani

cathepsin L1°dir. Cathepsin L1 parazitin E/S proteinlerinin %60-80’lik bir kismini



olusturmaktadir ve ayrica parazitin migrasyonunda, dokulara penetrasyonunun
kolaylastirllmasinda, beslenmesinde, safra yollarinda iilserasyon olusumunda ve immiin

yanittan kagisinda rol oynamaktadir.

“Fasciola hepatica’ya kars1 ag1 adayr olabilecek rekombinant cathepsin L proteininin elde
edilmesi” baslikli proje ile Fasciola hepatica patogenezinde 6nemli rol oynayan ve asi
amaciyla kullanilabilecek cathepsin L proteininin rekombinant DNA teknolojisiyle
saflagtirllmis olarak elde edilmesi amaglanmistir. Bu amagla F. hepatica’nin erigkin sekli
Kayseri bolgesindeki kesimhanelerde kesimi yapilan dogal olarak infekte koyun ve sigir
karacigerinin safra yollarindan toplanmis ve bu eriskinlerden RNA izolasyonu yapilmistir.
RNA’dan Tersine Transkripsiyon ile elde edilen kopya DNA’lardan, dizayn edilen uygun
primerler ile cathepsin L1 geni PCR ile c¢ogaltilmistir. Cogaltilan cathepsin L1 geni pET
TOPO vektoriine yerlestirilerek rekombinant vektér olusturulmustur. Olusturulan
rekombinanat vektor kompetan E. coli hiicrelerine transforme edilmis ve minipreple plazmit
DNA’s1 elde edilmistir. Elde edilen rekombinant pFhCL1 plazmit DNA’s1 BL21 E. coli
hiicrelerine transforme edilerek rekombinant protein expresyonu ve saflastirilmasiyla projede

amaglanan hedefe ulagilmistir.



GENEL BIiLGILER

Fasciola hepatica ruminantlarda ekonomik olarak 6nemli bir hastalik olan ve ayni1 zamanda
insanlarda da 6nemi artan fasciolosise neden olan bir karaciger trematodudur (Unat, 1995;
Garcia and Bruckner, 1997; Saygi, 1998). F. hepatica hakkinda ilk bilgi 1379 yilinda Brie
tarafindan verilmis olup yasam dongiisii 1881 yilinda Leuckart ve Thomas tarafindan

aydimlatilmistir (Andrews, 1999).
Morfoloji

Fasciola hepatica, ortalama 20-30 mm boyunda ve 4-15 mm enindedir. Goriiniimii yaprak
seklinde olup parazitin bas kismi viicudun 6n bolgesinde ve koni seklindedir. Viicudunun
kenarlar1 koyu esmer, orta kismi sar1 turuncu renkte ve besinlerle dolu olan ¢ekum bolgesi
siyah olarak goriliir. Viicut ylizeyi kiitikiil ile kapli olup iizerinde sert kitinden yapilmis
dikenler bulunur. Parazitin, sinir sistemi, bagirsak sistemi, lireme sistemi ve salgi sistemi gibi
kompleks sistemleri vardir. F. hepatica, hermafrodit olup son konakta kendi kendini fertilize
ederek yumurta olusturmaktadir. Kapakli olan yumurtalar, sar1 kahverengimsi renkte, oval,
130-150 um boyunda ve 60-90 um enindedir ve diski ile atildiklarinda iglerinde heniiz
embriyon gelismemistir (Unat, 1995; Garcia and Bruckner, 1997; Saygi, 1998).

Yasam Dongiisii

Fasciola hepatica’nin yasam dongiisii bes asamada gerceklesmektedir(Andrews, 1999).
Birinci donem; yumurtalarin son konaktan c¢evreye atilmasi ve yumurtalarin g¢evrede
gelismesi. Bu donemde yumurtalar safra yolu ile duedonuma oradan da digki ile disari
atilmaktadir. Yumurtalar digkida 3 haftadan birkag¢ aya kadar canli kalabilmektedir. Is1, nem
ve pH gibi bircok fiziksel ve kimyasal faktor embriyon (mirasidyum) gelisimini
etkilemektedir. Ikinci donem; mirasidyumlarin olusmasi ve onlarin ara konak salyangozlari
(genellikle Lymnea tiirii) bulmasi ve penetrasyonudur. Ugiincii dénem; ara konakta parazitin
gelisimidir. Bu donemde salyangozlara penetre olan mirasidiumlar salyangozun lenf
kanallarinda tiiylerini kaybederek sporokiste doniismektedirler. Salyangozun lenf kanallarinda
7. giinden sonra sporokistlerden yavru sporokistler veya rediler olusmaktadir. Go¢ eden
redilerin her birinden 10-20 serkarya gelismektedir. Dordiincii donem; ara konaktan
serkaryanin ¢ikigi ve enkistasyonudur. Bu dénemde serkaryalar aktif olarak salyangozu terk

eder ve su bitkilerine yerlesir. Burada kuyrugunu kaybeden serkaryalar, metaserkarya haline



gelmektedir. Besinci donem; son konak tarafindan infektif metasekaryanin alinmasi ve olgun

parazitin gelismesidir (Andrews, 1999; Graczyk ve Fried, 1999).

Metasekaryanin  alinmasindan 1 saat sonra, konagin bagirsak duvarinda, ductus
coledochus’un agilma deliginin altinda, ekskistasyon baslamakta 2 saat i¢inde ise bagirsak
duvarin1 delerek abdominal bosluga ge¢mektedir. Yeni ekskiste olan gen¢ parazit periton
duvarindan gecerek karacigere ulagmakta, safra yollarina yerlesmekte ve erigkin formu
gelismektedir. Burada seksiiel olarak da olgunlagsan parazit yumurtlamaya baslamaktadir

(Andrews, 1999; Fairweather ve ark., 1999).

Larvanin migrasyonu safra yollarina olmakla birlikte nadiren diger organlara da yerlesim
olmaktadir. Insan viicudunda nadir olarak deri altinda, lenf nodlarinda, venlerde, apendiks
apselerinde, midede, dalakda, pankreasda, timusda, akcigerde, plevral kavitede, iskelet
kaslarinda, kalpte, genitoiiriner yollarda, gozde, beyinde parazit yerlesimine rastlanmasi
periton disinda dolagim sistemleri ile yayilim olabilecegini diisiindiirmektedir. Endemik
bolgelerde ¢ig yenen karacigerdeki erigkin formlar faringeal mukozaya tutunarak halzoan
sendromuna sebep olabilmektedirler (Unat, 1995; Garcia and Bruckner, 1997; Saygi, 1998;
Mas-Coma ve Bargues, 1999).

Epidemiyoloji

Fasciolosis, hayvanlarda diinyada yaygin olarak gozlenirken insanlarda nadiren
rastlanmaktadir. Diinya saglik orgiitiiniin 1995 yilinda yaptig1 bir ¢aligma diinyada 61 iilkede
2-5 milyon kisinin bu parazit ile infekte oldugunu ve 180 milyon kisinin de risk altinda
oldugunu gostermistir (WHO, 1995). Insan fasciolosisinin epidemiyolojisinde 1998 yilinda
yeni bir siniflandirma 6nerilmis ve endemik bolgeler lige ayrilmistir. Prevalansin %1’den az
oldugu bolgeler hipoendemik, prevalansin %]1-10 arast olan bdlgeler mezoendemik,
prevalansin %10’dan fazla oldugu bolgeler ise hiperendemik bolge olarak siniflandirilmistir
(Mas-Coma ve Bargues, 1999). Fasciolosis tiim diinyada ¢ok genis bir cografyada
goriilmektedir. Ozellikle insan fasciolosisi i¢in endemik olan Fransa’da 1950-1983 yillari
arasinda 3.297 olgu tespit edilmistir (Mas-Coma ve Bargues, 1999). F. hepatica
infeksiyonuna karsi dogal bagisiklik s6z konusu degildir etkenle karsilasan her insanda
infeksiyon olugur. Bu nedenle tiim sosyal sinif ve meslek grubundan insani etkilemektedir.
Kirsal alanlarda yasayanlarda kentlerde yasanlara gére daha sik goriilmektedir (Mas-Coma

ve Bargues, 1999).



Patoloji ve klinik

Fasciolosiste hastaligin siddeti genel olarak alinan parazitin sayisina ve parazitin yerlestigi
organdaki dagilim sekline bagl olarak degismektedir. Fazla sayida alinan parazit bacaklarda
ve vicutta 6dem ve kaseksiye hatta Olime neden olabilir. Fakat bu durum nadir olup
genellikle az sayida alinan parazite bagli olarak yillarca siiren kronik bir tablo gelismektedir

(Unat, 1995; Behm CA and Sangster, 1999).

Genel olarak fasciolosis klinigi iki donemde incelenebilmektedir; birinci donem parazitin
viicuda girisi ile safra yollarina yerlesmesi arasinda gecen larval donem veya prepatent
donemdir. Bu donemde degisik siddette bazi lokal ve sistemik belirtiler olugsmasina ragmen
genellikle asemptomatik seyretmektedir. Hastalik istahsizlik, mide-bagirsak sikayetleri ve
ishal seklinde baslayabilmektedir. Tabloya diizensiz ve uzun siiren ates, terleme ve bas agrisi
sikayetleri eklenebilmektedir. Ates, karaciger biiylimesi ve karacigere uyan bolgelerde agri
sikdyetleri hastalig1 diislindiiren en 6nemli bulgulardir. Larvanin salgiladigi toksinlere bagh
olarak safra yollarinda hiperplazi olusur. Diskida yumurtalarin goriilmedigi bu dénemde
allerjiye baglh olarak iirtiker, eozinofilili akciger infiltrasyonlar1 ile pnomoni, plevral
efflizyon, ve 6dem gibi akciger tutulumuna bagli bulgular goriilebilmektedir (Unat, 1995;
Mas-Coma ve Bargues, 1999; Behm CA and Sangster, 1999; Hillyer, 1999). ikinci donem
parazitin karaciger ve safra yollarina yerlesme donemi veya kronik dénemdir. Bu donem
genellikle asemptomatiktir. Safra yolar1 ve karacigerde meydana gelen hasarin siddeti alinan
parazitin sayisina baglidir. Safra yollar epitel hiperplazisi, portal veya total safra yollarinda
fibrozise sik¢a rastlanmaktadir. Ayrica parazitin karaciger parankimine invazyonu ile de abse
olusmaktadir. Kronik donemde zayiflik, sindirim sistemi bozukluklari, ates, karaciger
bolgesinde agr1 ve karaciger biiylimesi, bazen sarilik gibi belirtiler gozlenmektedir. (Unat,

1995; Behm CA and Sangster, 1999).

Fasciolosis, komplikasyon olarak kanama, subkapsiiler hematom, hematobilia, hematemez,
melena ve bilier siroz gériilebilmektedir. Infeksiyonun seyri sirasinda inflamasyon ve safra
yollar1 epitelinin hiperplazisi ve hipertrofisi ile periduktal fibrosiz olusabilmektedir. Oliime
sebep olabilecek ciddi bir komplikasyon ise multipl ekstrahepatik vendz trombozdur.
Hastaliga bagli ¢ok az oliim bildirilmis olup O6liimiin daha ¢ok safra yollar1 tikaniklig

sonucunda gelisen tablodan kaynaklandigi tespit edilmistir (Mas-Coma ve Bargues, 1999).



Tam

Infeksiyonun tams1 klasik olarak diskida F. hepatica yumurtalarmin goriilmesi ile
konulmaktadir (Unat, 1995; Garcia and Bruckner, 1997; Mas-Coma ve Bargues, 1999).
Son konak tarafindan alinan parazitin olgunlasip yumurtlamasi i¢in 3-4 ay gerekmekte olup
bu donemde digkida parazit yumurtasi bulunmamaktadir. Parazitin seksiiel olarak olgun
olmasimma ragmen yumurtlamamasi, yumurtalarin digkiya belirsiz araliklarla atilmasi ve
diskidaki yumurta sayisinin az olmasi gibi nedenlerle digki incelemesi tek bagina tani icin
yeterli olamamaktadir (Mas-Coma ve Bargues, 1999). F. hepatica ile infekte koyun ve sigir
karacigerlerinin yenilmesi durumunda diskida parazit yumurtalar1 goriilebilmektedir. Bu
nedenle digki incelemesinde yumurta saptanan durumlarda yalanci parazitligi ekarte etmek
gereklidir. Ulkemizde goriildiigii rapor edilmemis ise de F. hepatica yumurtalar: ile benzer
goriiniim ve biiytikliikte olan Fasciolopsis buski ve Echinostoma ilocanum yumurtalarini digki
bakist ile birbirinden ayirt edebilmek olduk¢a zor oldugundan tanida giiglik
¢ekilebilmektedir. Bu nedenlerle, diskida F. hepatica yumurtalarinin goriilmesi kuvvetle
fasciolosisi diisiindiirmekle birlikte taninin klinik ve laboratuvar testleri ile desteklenmesi
gerekmektedir. Ayrica, ektopik yerlesimin oldugu durumlarda diskida parazit yumurtasi
saptanmamakta ve tani klinik ve laboratuvar testleri ile konulmaktadir (Mas-Coma ve

Bargues, 1999).

ELISA, Counterelektroforez ve IHA gibi serolojik yontemler ve radyolojik yontemlerde
fasciolosisde tantya yardimci olabilmektedir.(Hilyer, 1999; Camilla ve ark., 2001; Price ve
ark., 1993; Pulpeiro ve ark., 1991). Fasciolosis tanisi i¢in karaciger biyopsisine gerek
duyulmamaktadir. Ancak biyopsi yapilirsa, Orneklerde nekroz alanlari, ray benzeri
parankimal harabiyet, bol eozinofili ile birlikte polimorfoniikleer infiltrasyon, Charcot
Leyden kristalleri, granulomlar, fibrosis ve safra yolu proliferasyonu goriilebilmektedir.
Biyopsi orneklerinde nadiren olgun parazit veya parazit yumurtalarina rastlanabilmektedir

(Camilla ve ark., 2001).
Immiinoloji

Bagisiklik sistemi dogal ve edinsel olarak ikiye ayrilmaktadir. Organizma dogal anatomik ve
fizyolojik yollarla mikroorganizmay1 engellemeye c¢alismaktadir. Mikroorganizma bu
engelleri astiginda edinsel bagisik yanit gelismektedir. F. hepatica’ya karsi dogal yanitta

bagirsak epiteli, periton ve mide pH’1 gibi faktorler rol oynamaktadir (Mulcahy ve ark.,



1999). Fakat parazite karsi edinsel cevap daha onemlidir. Edinsel immiinite, antikorlarin
sentez ve salmimi diizenleyen sivisal immiinite, sitokinler salgilayarak immiin yaniti
diizenleyen hiicresel immiinite olarak ikiye ayrilmaktadir. Hiicresel immiinite de CD4" T
hiicreleri ve CD8" T hiicreleri rol oynamaktadir (Roitt ve ark., 1983). Birgok helmintik
parazitoza kars1 olugan immiin yanitta Th2 cevabinin 6n planda oldugunu ve IgE diizeyinin
arttigr gosterilmistir. Bununla birlikte F. hepatica infeksiyonu sirasinda meydana gelen

immiin cevap hakkindaki bilgilerimiz sinirlidir (Mulcahy ve ark., 1999).

Fasciolosisli insanlarda, semptomlara ek olarak sistemik bir eozinofili, IgM, IgG ve IgE yanit1
gozlenmektedir. Infekte insanlarda anti-Fasciola hepatica IgE antikorlari hastalarin %48 inde
tespit edilmistir. Son yillarda yapilan ¢aligsmalar ile parazitin E/S antijenlerine ve cathepsin
L1’e kars1 konak IgG1 ve IgG4 yanitinin daha baskin oldugu bildirilmistir (Mulcahy ve ark.,
1999).

Tedavi

Insan fasciolosisinin tedavisinde bithinol, praziquantel, mebendazol, triklabendazol gibi
ilaglarla degisik derecede basar1 saglanmustir. Onceleri praziquantel denenmis fakat olumlu
sonuclar alinmamistir (Fairweather ve Boray, 1999). Fasciolosisli olgularin tedavisinde 30
mg/kg/giin 5 giin bithionol kullanim1 sonrasi hastalarin yaklasik %20-30’un da ikinci bir kiir
tedavisi gerekmistir (Fairweather ve Boray, 1999; Bacq ve ark., 1991). lyi tolere edilebilen
ve kolay uygulanabilen bir ilag olan triklabendazol 1983°den beri veteriner parazitolojide
hem eriskin hem de geng parazite kars1 kullanilmaktadir. Triklabendazol ile tedavi basarisinin
bithinol, praziquantel ve mebendazole gore daha yiiksek oldugu bildirilmektedir.
Triklabendazoliin 10 veya 20 mg/kg dozlarda, tek doz veya 12-24 saat arayla iki doz gibi
farkli doz ve uygulama sekilleri bulunmaktadir. Tek doz seklinde uygulamanin tedavi bagarisi
%79.4, iki doz uygulamanin %92.2-93.9 diizeyinde oldugu bildirilmektedir (Kaplan ve ark.
2002; el-Karaksy ve ark., 1999; Laird ve Boray, 1992; Sonmez A ve ark. 2001).

Korunma ve kontrol

Fasciola hepatica’nin endemik oldugu bolgelerde koruyucu halk sagligi egitimi verilmesi,
saglik calisanlarinin  bilgilendirilmesi ve su bitkilerinin pisirilmeden yenmemesi
onerilmektedir. Korunma ve kontrol ¢alismalarinda, laboratuarlarda ¢alisan teknik personelin
fasciolosisin tanist i¢in egitilmesi, {iniversiteler ile arastirma merkezleri arasinda

koordinasyonun saglanmasi, infeksiyonun varligi ve yaygilhiginin tespit edilmesi ve insan



olgularmin tedavisi i¢in ilaglar temin edilmesi Onerilmektedir. Ayrica hastaligin kontrolii ve
onlenmesi i¢in Saglik bakanlig1 ve ilgili sektorler arasinda ulusal bir programin uygulanmasi

gerekmektedir (Spithill TW et al. 1999).
Fasciola hepatica’nin molekiiler yapisi

Fasciola hepatica’nin molekiiler yapist hakkinda ¢ok az sey bilinmekte olup bu konudaki
bilgiler heniiz baslangi¢ asamasindadir. Yasam dongiisii boyunca F. hepatica farkli gelisim
donemlerinden geg¢mekte ve bu donemlerde antijenik yapisi degismektedir. F. hepatica
populasyonlar1 arasinda genetik cesitlilik goriilmektedir. Bu genetik ¢esitliligin mekanizmasi

heniiz tam olarak aydinlatilamamistir (Panaccio ve Trudgett, 1999).
Proteazlar

Proteazlar proteinlerin hidrolizini katalizleyen bir enzim grubudur. Proteazlar katalizledigi
reaksiyonun tipi, katalitizledikleri bdlgenin kimyasal yapisi, etkinlik gosterdikleri bolge gibi
degisik kriterlere gore siniflandirilmaktadir. Ekili olduklar1 bolgeye gore endopeptidaz ve
ekzopeptitaz seklinde iki biiyiik gruba ayrilmaktadirlar. Ekzopeptidazlar, substratlarin amino
veya karboksi uglarindaki peptid baglarin1 kirarken endopeptidazlar substratlarin orta
kisimlarindaki peptid baglarimi kirmaktadirlar. Proteazlar ilave olarak etkinlik gdsterdikleri
bolgedeki fonksiyoner gruplara bagli olarak serin proteazlar, aspartik proteazlar, sistein

proteazlar ve metalloproteazlar seklinde dort gruba ayrilabilmektedirler (Rao ve ark., 1998).

Tiim proteazlar hiicreleri kontrolsiliz yikimlardan korumak i¢in sinyal peptid ve propeptidden
olusan bir proregion bolge ile birlikte sentezlenmektedir. Proregion bdlge matiir enzimin
giiclii ve selektif bir inhibitoriidiir (Roche ve ark., 1999). Matiir enzimin son seklini almasi
icin, ilk olustugu yerden sinyal peptidi aracilifi ile endoplazmik retikuluma ge¢mesi, burada
glikozilasyona ugramasi, golgi kompleksine gegerek mannoz rezidiilerinin fosforilasyona
ugramasi ve lizozomlarda proregion bolgesinin kesilmesi gerekmektedir. Poregion
bolgesindeki propeptid proteinin katlanarak {i¢ boyutlu yapisinin olusmasina da yardimci

olmaktadir (Alberts ve ark., 1994).
Cathepsin proteazlar

Cathepsin B ve cathepsin L, sistein proteazlar i¢inde en iyi tanimlananlardandir (Heussler ve

Dobbelaere, 1994). Bu enzimler hemoglobini, immiinoglobulinleri ve fibrinojeni

10



parcalamaktadirlar. Parazitin hem olgun hem gen¢ donmelerinde olusan cathepsin L, 1gG ve
IgM’i parcalamakta ve eozinofillerin tutunmasini Onleyerek immiin yanittan kaginmasina
yardimc1 olmaktadir. Cathepsin L proteaz’in 6nemli bir proteolitik 6zelligi de fibrinojeni
pargalamas1 ve pihtt olusumudur. Kollejenolitik aktivite ile hiicre duvari yapisinda bulunan
fibronektin ve lamininin par¢alanmasini da saglamaktadir (Berasain P et al. 2000; Smith ve

ark., 1993).

Cathepsin L parazitin E/S proteinlerinin %60-80’lik bir kismini olusturmaktadir. Ayrica
parazitin migrasyonunda, dokulara penetrasyonunun kolaylastirilmasinda, beslenmesinde,
safra yollarinda {iilserasyon olusumunda ve immiin yanittan kagisinda rol oynamaktadir.
Cathepsin L1 ve cathepsin L2 proteinazlarin her ikisi de hiicre dis1 matriks poteinleri,
kollagen, laminin, fibronektin, tip IV kollagen gibi bir¢cok proteini parcalamaktadir (Rao ve
ark., 1998; Halton, 1997). Cathepsin L1 protein, eozinofillerin yeni ekskiste olan parazite
tutunmasini onlemektedir (Carmona ve ark., 1993). Ayrica immiinoglobulinleri parcalayip
parazite tutunmasini engelleyerek parazitin immiin sistemden kagmasina yardimci olmaktadir

(Berasain P et al. 2000; Smith ve ark., 1993).
Rekombinant protein asilar:

Fasciola hepatica’ya karsit ticari bir as1 bulunmamaktadir. Hastaligin kontrol ve

onlenmesinde etkin bir aginin gelistirilmesi 6nemli konulardan biridir.

Fasciolosis tedavisinde kullanilan triclabendazole, erken ve erigkin parazitleri ldiirerek etki
gostermektedir. Fakat Avrupa ve Avustralya’da triclabendazol’a direncler bildirilmistir (Moll
ve ark., 1998; Lane, 1998) hastalifin kontroliinde as1 ¢alismalarina hiz verilmesine sebep
olmasina ragmen etkin bir anti-Fasciola hepatica as1 gelistirilmesi ¢alismalari devam etmekle

birlikte yavas ilerlemektedir.

As1 caligmalarinda birgok molekiil kullanilmasina karsin en fazla {imit verici sonuglar sistein
proteinaz ile yapilan caligmalardan elde edilmistir. Fasciolosis patogenezinde onemli rolii
oldugu tespit edilen sistein proteazlar ile ilgili caligmalar rekombinant protein asisi
caligmalarinin 6nemli bir kisminm1 olusturmaktadir (Smith ve ark., 1993; Dowd ve ark.,

1993).
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GEREC VE YONTEM

Fasciola hepatica’larin elde edilmesi

Fasciola hepatica’nin eriskin sekli Kayseri bolgesindeki kesimhanelerden kesimi yapilan
dogal olarak infekte koyun ve sigir karacigerinin safra yollarindan elde edilmistir. Parazit
stipheli karacigerler bistiirii ile kesilerek safra yollarindaki F. hepatica’lar toplanmistir.
Parazit, serum fizyolojik ile 5-6 kez yikanarak fosfatla tamponlanmis tuzlu su (PBS= 8 gr
NaCl, 0.2 gr KH,POy4, 2.3 gr Na,HPO412H,0, 0.1 gr MgSO47H,0, 0.132 gr CaCl,) icine
almarak vakit kaybetmeden laboratuvara ulastirilmistir. Toplam RNA izolasyonu islemi

baglatilincaya kadar parazitler, PBS igerisinde 37°C’de bekletilmistir.
F. hepatica’dan Toplam RNA izolasyonu

RNA izolasyonu steril kosullarda yapilmistir. PBS igerisinden canli olarak ¢ikartilan i
eriskin F. hepatica tartildi ve PBS ile birka¢ kez yikanarak homojenitorde homojenize
edilmistir. Mikrosantrifiij tliplerine konulan 6rnegin her 50-100 mg’ma 1ml TRI reagent
eklenerek, 10 dk +4°C’de 13.500 rpm’de santrifiij edilmistir. Ust siv1 pipetle yeni bir
mikrosantrifiij tlipiine aktarilmistir. Tiip iizerine, kullanilan TRI reagent’in her ml’si igin 0.2
ml kloroform eklenmis ve 15 sn elle hafif¢e calkalandiktan sonra oda 1sisinda 10 dk siireyle
bekletilmistir. 15 dk siireyle +4°C’de 13.500 rpm’de santriflij yapilmistir. Santrifiij sonrasi
tiipte olusan ve lstten alta dogru sirasiyla RNA, protein ve DNA tabakalarindan RNA iceren
{ist s1iv1 tabakas1 pipetle yeni bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir. Uzerine baslangicta
kullanilan TRI reagent’in her ml’si i¢in 0.5 ml isopropanol eklenerek 10 dk oda 1sisinda
bekletilmistir. Tiipler 10 dk +4°C’de 13.500 rpm’de santrifiij yapilmustir. Ust siv1 atilmis ve
¢okiintii iizerine baslangictaki TRI reagent’in her bir ml’si i¢in en az 1 ml olacak sekilde
%70’lik soguk etanol eklenmistir. 5 dk +4°C’de 13.500 rpm’de santrifiij edilen 6rneklerin tist
stv1 uzaklastirilarak, hafif¢e kurutulmaya birakilan RNA peleti, i¢cinde 1 pl RNasin bulunan
100 pl steril dH,O ile sulandirilip —80°C’de stok 6rnek olarak saklanmistir

Primerlerin olusturulmasi

Rekombinant protein asis1 calismasinda hedef DNA olarak cathepsin L geninden
yararlanilmigtir. Primer olusturulmasinda Wijffels ve arkadaslar tarafindan izole edilen ve

Genbank L33771°de tanimlanan izolattan yararlanilarak FhP F (5°’- CACC ATG AGA_TTG
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TTC ATA T -3’) ve FhP R (5’- TCA CGG AAA TCG TGC -3’) primerleri olusturulmustur.
PCR fiirliniini TOPO klonlama vektoriine klonlamak i¢in FhPF primerine CACC dizisi

eklenmistir.
Tersine Transkripsiyon ile kopya DNA (cDNA) elde edilmesi
Tersine Transkripsiyon (TT) islemi asagidaki sekilde yapilmistir.

2 ng stok RNA ile 20 pmol FhP1 ve FhP2 primerleri bir mikrosantrifiij tiipiinde birlestirilerek
70°C’de 5 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda tiipler oda 1sisma gelinceye kadar
sogutulmustur. Bu triiniin 10 pl’si ile asagida belirtilen 15 pl TT karigimi baska bir tiipte
birlestirilerek 37°C’de 1 saat inkiibe edilerek cDNA elde edilmistir.

TT karisimi

lul  Moloney-Murine Leukemia Virus Reverse
Transcriptase

lul  Reverse Transcriptase Buffer

lul  RNasin

4ul  dANTP

gul dH,O

F. hepatica cathepsin L1 geninin PCR ile ¢cogaltilmasi

PCR reaksiyonlarinda 12.5ul 2x Master mix (Vivantis)’ten, 2ul FhPF ve FhPR primerinden,
lul genomik cDNA’dan ve 9.5 pl distile sudan olusan 25 pl’lik karisim O.5 ml’lik tiipler
icerisinde hazirlanmistir. Tiipler thermalcycler (SENSQUEST) cihazina yerlestirilerek
amplifikasyona tabi tutulmustur. FhPF ve FhPR primerleri i¢in PCR sartlari; 95°C 2 dakikalik
on 1sitma ile baslayan dongii, 94°C 1 dakika, 50°C 1 dakika, 72°C 1 dakika 35 dongiiyii
takiben 72°C 10 dakikalik son uzama seklindeydi. PCR ile amplifikasyon sonucunda elde
edilen amplikonlar %1,5’luk agoroz jelde 120 V’da 30 dk jel elektroforeze tabi tutulmus ve
sonuclar Gel Logic 212 Pro Jel goriintilleme cihazi (Carestream) ile goriintiilenmistir.
Cogaltilan Cathepsin L1 geni pET TOPO vektoriine yerlestirilmeden once agoroz jelden
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) kiti kullanilarak {iretici firma onerisine

gore saflastirilmistir
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Cathepsin L1 geninin pET TOPO vektoriine yerlestirilmesi (rekombinant vektoriin

olusturulmasi)

Klonlama reaksiyonu asagidaki gibi yapilmistir.

Klonlama reaksivonu

PCR iiriinii 2 ul
Tuz soliisyonu 1 ul
Steril su 2 ul
TOPO vektor 1ul
Total voliim 6 ul

Klonlama reaksiyon karisimi oda 1sisinda 5 dakika inkiibe edilerek rekombinant vektor

olusturulmustur
Klonlama reaksiyonunun kompetant E.coli hiicresine transformasyon

Bu islem i¢in yukaridaki sekilde elde edilen klonlama reaksiyonunun 3 ul’si kullanilmstir.
Buz iizerinde 1sitilan 50 pl kompetan E. coli (Invitrogen) hiicresi igerisine ile 3 pl klonlama
reaksiyon tiriinii eklenmis ve buz iizerinde 30 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra 42 °C’de 30
saniye bekletilerek sonrasinda tekrardan buz {izerine transfer edilmistir.Transformasyon
karigimi tizerine 250 pl SOC medium eklenmis ve karistirict iizerinde 37 °C’de 1,5 saat
inkiibe edilmistir. Transformasyon iirtintintin 100-200 pl’si 1sitilmis Agar plate ekilereke 37

°C’de 1 gece inkiibe edilmistir.

Kolonilerdeki rekombinant FhCL1 plazmitinin PCR Tarama (PCR Screening) ile

gosterilmesi

Agar playtinde olusan her bir koloni, koloni kaybi olmamasi i¢in once cogaltilmistir.
Sonrasinda rekombinant plazmitin varligi PCR ile dogrulanmistir. Bu islem i¢in asagida

belirtilen PCR karisimina kiirdan ile alinan koloniler ilave edilmistir.

PCR karisimi

2X PCR Master mix 12.5 ul
20 pmol FhPF, R primerleri 2ul
Distile su 10.5 pl
Toplam voliim 25 ul

Rekombinant FhCL1 plazmit DNA’sinin elde edilmesi
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PCR Screening ile pozitif olarak belirlenen koloniler ampisilin igceren 10 ml LB siv1 besi
yerine ekilerek 37°C’de bir gece inkiibe edilmistir. Rekombinant plazmit DNA’s1 High Pure
Plasmid isolation Kiti (Roche) kullanilarak iiretici firma Onerisine gore asagidaki gibi elde
edilmigstir. Elde edilen iiriniin DNA dizisinin dogrulugu DNA dizi analizi yaptirilarak

dogrulanmustir.

Plazmit DNA’sinin izolasyonu: Izolasyona baslamadan dnce kit igerisinde yer alan Binding

Buffer buz tizerine yerlestirilmistir. 4 ml E.coli kiiltiirii 6000 g’de 30 sn santrifiij edilmistir.
Pelet tizerine 250 pl Suspensiyon Buffer + RNase ile siispansiyon edilmistir. Resiispanse
edilmis bakteri peleti lizerine 250 pl Lysis Buffer eklenerek 5-6 kez ters-diiz edilmistir. Oda
1s1sinda 5 dakika inkiibe edilen 6rnekler iizerine 350 pl soguk Binding Buffer eklenerek buz
icerisinde 5 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda 10 dakika 13500 rpm’de
santrifiij edilerek iist s1v1 kit icerisinde yer alan kolum iizerine aktarilmistir. 13500 rpm’de 1
dk santrifiij edilen filtre Wash buffer I ve II ile birer kez yikanmistir. Steril bir tiipe aktarilan
kolum iizerine 100 pl Elution buffer eklenerek oda 1sisinda 2 dk inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda 13500 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir.
Rekombinant plazmidin BL21 E. coli hiicrelerine transformasyonu

Buz iizerinde 1sitilan 50 pl BL21 star E. coli hiicrelerine (Invitrogen) 5 pl plazmit DNA’s1
eklenmis ve buz lizerinde 30 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra 42 °C’de 30 saniye bekletilerek
sonrasinda tekrardan buz {izerine transfer edilmistir. Transformasyon karigimi iizerine 250 pl
SOC medium eklenmis ve karistiric1 tizerinde 37 °C’de 1,5 saat inkiibe edilmistir.
Transformasyon {irtiniinii Carbecilline igeren 10 ul LB’ye ekilerek bir gece 37 °C’de inkiibe

edilmistir.
Rekombinant protein expresyonu

Rekombinant plazmidin BL21 star E. coli hiicrelerine transformasyon {iiriiniinden 500 er ul
alinarak iki farkli 10 ml’lik LB’ye ekilmistir. 37 °C’de ODggo 0.5-0.8 olana kadar yaklagik 2
saat inkiibe edilmis ve kiiltlirler 4 adet beser ml’lik kiiltiire boliinmiistiir. Kiiltiirlerden birine
son konsantrasyonu 0.5mM, ikincisine 1mM, iigiinciisiine ise 2 mM olacak sekilde IPTG
eklenmistir. Dordiincii  tiipe ise IPTG eklenmemistir. Dolayisiyla IPTG ile farkh
konsantrasyonlarda indiiklenmis ve indiiklenmemis kiiltiirler elde edilmistir. Indiiklemeden

once kiiltiirlerden 500 pl alinarak bir mikrosantrifiij tiipiine konularak 13 000 rpm’de 1 dk
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santrifiij edildi ve pelet -20 °C’de saklanmistir. Bu tiip 0. dk. Olarak isaretlenmistir. 37 °C’de
inkiibasyona devam edilerek, inkiibasyonun 2,5-4 ve 5,5. Saatlerinde her bir kiitliiden 6rnek

alinarak expresyon analizi yapilmstir.
Rekombinant protein analizi

Rekombinant protein expresyonu sonucu elde edilen 6rnekler SDS-PAGE’de yiiriitlimiistiir.
Polyacrylamide jel coomassie blue ile boyanarak beklenen biiytikliikteki rekombinant protein
gozlemlenmistir. Ayrica orneklerden Western blot yapilarak rekombinant protein expresyonu

tespit edilmistir.

Polyacrylamide jelin coomassie blue ile boyanmasi

Indiikleme esnasinda alinan oOrnekler iizerine 100 ul gel-loading buffer eklenerek
vortekslenmistir. Boya ile birlikte iki dakika kaynatilan 6rneklerin 20 pl’si jele yiiklenmisti.
120 V’ta 4 saat elektroforez sonrasinda jel Fiksatif soliisyonu (50:10:40= Methanol: Asetik
asit: distile su) ile 30 dk oda 1sisnda shakerda inkiibe edilmistir. Bu islemden sonra fiksatif
solusyonu dokiilerek jel distile su ile birka¢ kez yikanmistir. Yikanan jel {izerine asagida tarif
edildigi sekilde hazirlana coomassie blue boyasi dokiilerek 4 saat oda 1sisnda shakerda inkiibe

edilmistir.

Stok boyanin hazirlanisi: 12 gr Brilliant Blue G (SERVA) 300 ml methanol i¢inde

¢Ozdiiriildii ve tizerine 60 ml asetik asit eklenmistir.

Boyanin hazirlanisi: 500 ml methanol+ 400 ml distile su+100 ml asetik asit igcerisinde

30 ml stok boyasi ¢ozdiiriilmiistiir.

Inkiibasyon sonrasi boya dokiilerek jel birka¢c kez distile su ile yikanmustir. Yikama
isleminden sonra jel lizerine Destain soliisyonu (45:10:45= Methanol: Asetik asit: distile su)
dokiilerek boyanin fazlasi uzaklagtirilmistir. Bu islem 16 saat devam ettirilmis ve birkac kez

sollisyon degistirilmistir.
Western blot

Indiikleme esnasinda alinan oOrnekler iizerine 100 ul gel-loading buffer eklenerek
vortekslenmistir. Boya ile birlikte iki dakika kaynatilan 6rneklerin 20 pl’si jele yiiklenmisti.

120 V’ta 4 saat elektroforez sonrasinda jel iizerindeki proteinler nitroseliiloz membrana
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transfer edilmistir. Blotlama sonrasinda nitroseliiloz membran blocking buffer (500 ml PBS+
250 pl Tween 20+ 25 gr yagsiz siit tozu) icerisine atilarak 3 saat oda 1sinda shakerda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda membran 5 kez 5’er dakika yikama soliisyonu (500 ml
PBS+ 250 pl Tween 20) ile yikanmistir. Yikama sonrasinda blocking buffer ile 1:5000
oraninda sulandirilan Anti- HisG-HRP antikoru (Invitrogen) membran iizerine dokiilerek 1
gece oda 1sinda shakerda inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda membran 5 kez 5’er
dakika yikama soliisyonu ile yikanmustir. Yikama sonrasinda bantlar asagida tarif edildigi

sekilde hazirlanan DAB tablet ile goriintiilenmistir.

DAB tablet hazirlanisi: 15 ml 50 mM pH:7,5 tris igerisinde 1 dab tablet

¢Ozdiiriilmiistiir. Soliisyon 0,2um porluk flitreden siiziilerek 20 pl 30’luk H,0O, eklenmistir.
Rekombinant fiizyon proteininin saflastiriimasi

Rekombinant fiizyon proteininin saflastirilmas: ProBond purifikasyon system (Invitrogen)

kullanillarak iiretici firma Onerisine gore asagidaki gibi yapilmustir.

e Orneklerin elde edilmesi: 50 mit kiiltiirden hiicreler 4000rpm de 10 dk santrifiij
yapilarak elde edilmistir. Hiicreler 8 mlt ph’1 7,8 olan Guanidinium Lysis Buffer ile
siispanse edilerek 5-10 dk oda 1sinda yavas bir sekilde ters-diiz edilerek inkiibe
edilmistir. Sonrasinda buz iizerinde sonikator kullanilarak (1 dakika, %30 cycle, %100
power) parcalanmustir. Karisim 4000 rpm de 15 dk santrifiij edilerek iist sivi yeni bir

tiipe aktarilmigtir.

e Kolumun Hazirlanmasi: Sise igerisindeki rezin ters-diiz edilerek homojen hale
getirilmigtir. Kit icerisinde yer alan 10 ml’lik priifikasyon kolumun i¢ine 2ml resin
eklenerek 5-10 dakika oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Bu sekilde resinin koluma tam
anlami ile yerlesmesi saglanmigtir. 500 rpm’de 1 dk santrifiij edilerek iist sivi
uzaklastirilmistir. Kolum ilk olarak 6 ml distile su yikanmis, daha sonra ise 6 ml
Denaturing Binding buffer eklenerek resinin reslispanse olmasi saglanmistir.
Tekrardan santrijiij edilerek iist sivi uzaklastirilmistir. Bu basamak 2 kez

tekrarlanmugtir.

e Proteinin saflastirtlmasi: Hazirlanmis olan 8 ml lizat kolum igerisine dokiilerek oda
1sisnda 30 dk shakerda inkiibe edilmistir. Sonrasinda 500 rpm’de 1 dk santrifiij

edilerek {ist s1v1 uzaklagtirilmistir. 4 ml Denaturing Binding buffer eklenerek resinin
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resiispanse olmasi saglanmistir. Tekrardan santrijiij edilerek iist s1vi uzaklastirilmistir.
Bu basamak 2 kez tekrarlanmistir. Kolum tizerine 4 ml pH’1 6 olan Denaturing Wash
buffer eklenerek resinin resiispanse olmasi saglanmistir. Santrijiij edilerek st sivi
uzaklagtirllmistir. Bu basamak 2 kez tekrarlanmigtir. Kolum iizerine 4 ml pH’1 5,3
olan Denaturing Wash buffer eklenerek resinin resiispanse olmasi saglanmustir.
Santrijiij edilerek st sivi uzaklastirilmistir. Bu basamak 3 kez tekrarlanmustir.
Kolumun alt tarafindaki kapak kopartilmis ve steril bir tiipe yerlestirilmistir. Uzerine 5

ml Denaturing Elution buffer eklenerek proteinin eliisyonu saglanmustir.
Proteininin miktarimin hesaplanmasi

Protein miktar1 Lowry yontemine gore hesaplanmistir. Bu yontem i¢in kullanilan stok

sollisyonlar asagida verilmistir.

Stok soliisyonlar

Lowry A: %2’lik NayCOs (0,1 M NaOH ile hazirlanmastir).
Lowry B: %1’lik CuSO4
Lowry C: %2’lik NaKC4H4O4. 4H,O

Lowry Stock Reagent:

4,9 ml Lowry A + 50 pul Lowry B + 50 ul Lowry C

Albumin hazirlanisi: 15 ml distile su i¢erisinde 15 mg Albumin ¢ozdiriilmiistiir.

Standartlar: Standartlar tablo 1’°de verildigi sekilde hazirlanmistir.

Tablo 1: Standartlarin hazirlanisi

Protein (mg) Albumin (ul) PBS (ul)

0 0 100
10 10 90
20 20 80

30 30 70

50 50 50

75 75 25

100 100 0

18




Protein 6lciimii:Yukarida tarif edildigi sekilde toplami 100 pl olacak sekilde hazirlanan

standartlar ve saflastirilmis proteinin 100 pl’si tizerine 1 ml Lowry Stock Reagent eklenerek
ornekler 30 dk oda 1sisinda karanlikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda her drnege
100 pl Folin’s reagent (1:1 sulandirilan) eklenerek 6rnekler 30 dk oda 1sisinda karanlikta
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda érnekler 595 nm dalga boylu filtrede okunmustur.

Standartlardan grafik cizilerek 6rnekteki protein miktar1 hesaplanmistir.

BULGULAR

Fasciola hepatica’larin elde edilmesi, RNA izolasyonu, cDNA elde edilmesi ve cathepsin

L1 geninin PCR ile ¢ogaltilmasi
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Dogal infekte hayvanlardan elde edilen F.hepatica’lardan RNA izolasyonu yapilmistir. izole
edilen RNA ile cDNA’lar elde edilmistir. cDNA’lardan FhPF, R primerleri ile yaklasik 981
bp biiyiikliigiindeki gen fragmentini amplifiye edilmistir (Sekil 1).

M 1 2 3

Sekil 1: Cathepsin L1 geninin PCR ile ¢ogaltilmasi.
M-100 bp’lik marker (Vivantis),
1 ve 2-Pozitif 6rnek, 3-Negatif kontrol

Cathepsin L1 geninin pET TOPO vektoriine yerlestirilmesi, Transformasyon,
Rekombinant plazmidin varhgmnin dogrulanmasi, elde edilmesi ve DNA dizisinin

kesinlestirilmesi

PCR ile ¢ogaltilan Cathepsin L1 geni pET TOPO vektoriine yerlestirilmistir. Olusan
klonlama reaksiyonunun 3 pl’si kompetan E. coli hiicresi igerisine transforme edilmistir.
Transformasyon {iriinii agar plate ekilereke 37 °C’de 1 gece inkiibe edilmistir. Inkiibasyon

sonrasinda kolonilerin olusumu goézlenmistir (Sekil 2).

Sekil 2: Transformasyon sonucunda olusan
koloniler

Koloni kaybi olmamas i¢in kolonilerinler yeni besiyerine aktarilarak 37 °C’de 1 gece
inkiibe edilmistir (Sekil 3).

20



Sekil 3: Cogaltilan koloniler

Olusan kolonilerden PCR ile Rekombinant plazmidin varligi dogrulanmistir. Olusan

kolonilerden 23 koloniden 16’s1 PCR Screening ile pozitif bulunmustur (Sekil 4).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Sekil 4: PCR Screening. M-100 bp’lik marker (Vivantis), 1-2-3-8-9-10-11-13-Pozitif 6rnekler
4-5-6-7-12- Negatif 6rnekler

b

PCR Screening ile pozitif olarak belirlenen koloniler ampisilin igeren 10 ml LB sivi besi
yerine ekilerek 37°C’de bir gece inkiibe edilmistir. Rekombinant plazmit DNA’s1 High Pure
Plasmid isolation Kiti (Roche) kullanilarak {iretici firma Onerisine gore elde edilmistir. Elde

edilen plazmit DNA’larindan yeniden PCR kurularak rekombinant plazmit DNA’sinin varlig
dogrulanmistir (Sekil 5).

M1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 5: Rekombinant plazmit DNA’sinin PCR ile dogrulanmasi. M-100
bp’lik marker, 2-4-6-Plazmit DNA’s1, 1-3-5-Plazmit DNA’sindan yapilan
PCR iirlinii, 7-Pozitif kontrol, 8-Negatif kontrol
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Elde edilen iirtine DNA dizi analiziyle cathepsin L1 geninin varlig1 ve dogru oryantasyonu

tespit edilmistir. (Sekil 6, Tablo 2).

B Chromas - DT11-5183
File Edit Options Help

File: DT11-5185(1).abd  Sequence Mamne: DT11-5183  Fun ended: Sep 24, 2011

150 1a0
G T G & T C Y C C L T G 4 G 4 T T

““nﬂl f M,AL Al

Sekll 6: DNA dizi analizi

Tablo 1: DNA dizi analizi

CGGTATCCTCCCAATATTATGTTTAACTTTAAGAAGGAGATCATACATATGCG
GGGTTCTCATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGC
AAATGGGTCGGGATCTGTACGACGATGACGATAAGTGATCATCCCTTCACCAT
GAGATTGTTCATATTAGCCGTCCTCACAGTCGGAGTGCTTGGCTCGAATGATG
ATTTGTGGCACTCAGTGGAAGCGAATGTACAACAAAGAATACAATGGGGCTG
ACGATCAGCACAGACCGAAATATTTGGGAAAAGAATGTGAAACATATCCAAT
GAACATAACCTAAGTCACAGATCTCGGCCTCGTCACCCTACACATTGNGGACT
GAACCAATACACTGATATGACAATTCAGAGGA

Rekombinant plazmidin BL21 E. coli hiicrelerine transformasyonu, Rekombinant
protein expresyonu, Rekombinant protein analizi ve Rekombinant fiizyon proteininin

saflastirilmasi

Dogru oryantasyonda oldugu belirlenen plazmit DNA’s1 BL21 star E. coli hiicrelerine transfer
edilmigtir. Carbecilline igeren 10 ml LB besiyerine ekilerek bir gece 37 °C’de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda Rekombinant plazmidin BL21 star E. coli hiicrelerine
transformasyon tirtiniinden 500 er pl alarak iki farkli 10 ml’lik LB’ye ekilmigtir. 37 °C’de
ODgoo 0.5-0.8 olana kadar yaklasik 2 saat inkiibe edilmis ve kiiltiirler 4 adet beser ml’lik
kiiltiire boliinmiistiir. Kiiltiirler 0.5mM, 1mM ve 2 mM IPTG eklenmistir. Dordiincii tiipe ise
IPTG eklenmemistir. Tiiplerden indilklenmeden o©nce alinan Ornekler 0. dk. olarak
isaretlenmistir. 37 °C’de inkiibasyona devam edilerek, inkiibasyonun 2,5-4 ve 5,5. Saatlerinde

her bir kiitliiden 6rnek alinarak SDS-PAGE ile expresyon analizi yapilmistir (Sekil 7 ve 8).
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Sekil 7: Farkli konsantrasyonlarda indiiklenmis olan 6rneklerin farkli saatlerdeki protein
expresyonu. M-SDS marker(Thermo scientific), 1-Sifirinci dakikada alinan 6rnek, 2-
IPTG’siz 2,5 saat inkiibe edilen 6rnek, 3- IPTG’siz 4 saat inkiibe edilen 6rnek, 4- IPTG’siz
5,5 saat inkiibe edilen 6rnek 5-0.5 mM IPTG ile 2,5 saat indiiklenen 6rnek, 6-0.5 mM IPTG
ile 4 saat indiiklenen 6rnek, 7- 0.5 mM IPTG ile 5,5 saat indiiklenen 6rnek, 8-1 mM IPTG
ile 2,5 saat indiiklenen 6rnek, 9-1 mM IPTG ile 4 saat indiiklenen Ornek.

!'%*. - *

' - Sekil 8: Farkli konsantrasyonlarda indiiklenmis
iy . olan  oOrneklerin  farkli  saatlerdeki protein
* . expresyonu. 1-1 mM IPTG ile 5,5 saat indiiklenen
ornek, 2- 2 mM IPTG ile 2,5 saat indiiklenen
. . ornek, 3-2 mM IPTG ile 4 saat indiiklenen 6rnek,

4-2 mM IPTG ile 5,5 saat indiiklenen 6rnek.

Expresyon analizi sonucunda uygun yerde bant tespit edilmistir. Proteinimizin dogru protein

oldugu Western blot ile dogrulanmistir (Sekil 9).
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Sekil 9: Western blot sonucu. M- SDS marker (Thermo scientific), 1-Sifirinci1 dakikada
alinan o6rnek, 2-IPTG’siz 2,5 saat inkiibe edilen 6rnek, 3- IPTG’siz 5,5 saat inkiibe
edilen 6rnek, 4-0.5 mM IPTG ile 2,5 saat indiiklenen 6rnek, 5-0.5 mM IPTG ile 5,5
saat indiiklenen ornek, 6-1 mM IPTG ile 2,5 saat indiiklenen 6rnek, 7-1 mM IPTG
ile5,5 saat indiiklenen 6rnek, 8-2 mM IPTG ile 2,5 saat indiiklenen 6rnek, 9-2 mM
IPTG ile 5,5 saat indiiklenen 6rnek

Rekombinant protein analizi sonucunda 1 mM IPTG ile 5,5 saat indiikledigimiz 6rnekten
rekombinant flizyon proteininin saflastirilmasina karar verilmistir. Rekombinant flizyon
proteininin saflastirilmasi ProBond purifikasyon system kullanillarak fiizyon proteini

saflagtirllmistir (Sekil 10, 11).

M 1 2 3 4

Sekil 10: Saflastirilmis proteinden yapilan
SDS-PAGE sonuglari. M-SDS  marker
(Thermo scientific), 1-Sifirinct dakikada
alinan Ornek, 2-IPTG’siz 5,5 saat inkiibe
edilen ornek, 3-1 mM IPTG ile 5,5 saat
indiiklenen 6rnek, 4-Saf protein
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M 1 2 3 4

55 kDa ==

35 kD =

Sekil 11: Saflastirilmis proteinden yapilan
Western blot sonuglari. M-SDS  marker
(Thermo scientific), 1-Sifirinc1 dakikada
alinan ornek, 2-IPTG’siz 5,5 saat inkiibe
edilen 6rnek, 3-1 mM IPTG ile 5,5 saat i
indiiklenen 6rnek, 4-Saf protein

Saflagtirilan protein Lowry Ydntemine gore hesaplandi ve 100 pl proteinimiz igerisinde 13,5

ng protein oldugu tespit edildi (Grafik 1).

Grafik 1: Lowry Yontemi ile protein miktarinin dl¢iimii
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TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alisma da Fasciola hepatica patogenezinde 6nemli rol oynayan cathepsin L proteininin
rekombinant DNA teknolojisiyle elde edilmesi amaglanmistir. Bu amacla, Kayseri
bolgesindeki kesimhanelerde kesimi yapilan dogal olarak infekte sigir karacigerinden elde
edilen F. hepatica'dan toplam RNA ve RNA'lardan catapsin L1 cDNA'st elde edilmis,
cathepsin L1 geni PCR ile ¢ogaltilmis ve cathepsin L1 proteininin Champion pET100
Directional TOPO Expression Kkiti ile ekspirasyonu gerceklestirilmistir.

Paraziter hastaliklarda oldugu gibi diger enfeksiyoz hastaliklarda da en onemli konulardan
ikisi hastaligin tanis1 ve korunma Onlemlerinin alinmasidir. Gelisen rekombinant DNA
teknolojisiyle birlikte hastaliklarin tanis1 ve as1 ¢alismalari i¢in hedef proteinlerin {iretilmesi
saglanmaktadir. Bu projede de rekombinant DNA teknolojisiyle elde edilen cathepsin L1
proteini parazitlerle miicadele ve kontrol ¢aligmalarinda as1 aday: olarak ve ayrica parazite
kars1 tan1 amaciyla serolojik deneylerde (6rnegin ELISA’da) de kullanilabilecektir. Yapilan
calismalarda da cathepsin L1 proteini kullanilarak gelistirilen ELISA kitlerinde bagari
saglandig1 bildirilmistir (Rokni ve ark., 2002; Strauss ve ark., 1999).
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F. hepatica patogenezinde onemli rol alan cathepsin L1 parazit konak iligskisinde 6nemli olan
molekiiller igerisinde ilk tanimlanani, as1 denemelerinde en ¢ok kullanilan1 ve bu konuda en
timit verici olan molekiildiir. Golden ve arkadaslar1 (Golden ve ark., 2010) Cathepsin L1 ile
ilgili yaptiklar1 bir calismada fascioliosisin kontroliinde etkili olabilecegini bildirmislerdir.
Yapilan diger caligmalarda, bu molekiiliin sigir ve koyunlar da parazit yikiiniin %50-72
oraninda azalmasina neden oldugu gosterilmistir. Parazit yiikiinlin azalmasina ek olarak
astlanmig hayvanlarda kontrollere gére daha az parazitin olgunlastig1 ve yumurta tiretiminin
de belirgin oranda azaldigi bildirilmistir. Jayaraj ve arkadaslar1 (Jayaraj ve ark., 2009)
fasciolosise kars1 ag1 gelistirmek amaci ile yaptiklart bir calismada Cathepsin B ve Cathepsin
L5 kombinasyonu ile asiladiklar1 grupta %83 koruma oldugunu bildirmislerdir. Bu proje ile
gelistirilen rekombinant protein, as1 aday1 olarak kullanilabilecektir. Giiniimiize kadar F.
hepatica dahil hi¢ bir parazite kars: ticari bir asinin gelistirilememis olmasi1 bu konudaki her
tirlii calisgmay1 6nemli kilmaktadir. Dolayisiyla bu proje ile F. hepatica‘ya karsi as1 aday1
olarak kullanilabilecek rekombinant proteinlerin elde edilmesi iilkemiz i¢in ilk ¢alisma

olmustur.

Sonu¢ olarak: “Fasciola hepatica’ya karsi as1 adayr olabilecek rekombinant cathepsin L
proteininin elde edilmesi” baglikli proje ile cathepsin L proteininin rekombinant DNA
teknolojisiyle elde edilmesi amaglanmis olup planlanan siire igerisinde proje amacina

ulagmastir.

Bu proje sonrasinda; calismadan elde edilen sonuglarla makale yazma c¢alismasina
baslanmis olup proje ile gelistirilen rekombinant protein iki farkli amacla kullanilabilecektir.
[k olarak recombinant protein, protein asisi olarak kullanilabilecektir. Bu amagla “Ratlarin
farkli adjuvantlarla kombine rekombinant sistein proteazla (cathepsin L1) Fasciola
hepatica’ya kars1 asilanmas1” baslikli 193.190 TL biitceli TUBITAK projesi desteklenmesi

amaciyla sunulmustur.

Ikinci olarak olarak ELISA ve Western blot tami gelistirilmesi ¢alismalari. Bundan sonraki
proje calismalarinda ELISA kiti ve Western blot kiti gelistirilmesi ve Tiirkiye’den elde edilen
F. hepatica izolatindan elde edilen bu rekombinant proteine patent alinma g¢aligmalar

yapilacaktir.
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	İmmünoloji 
	Fasciola hepatica’nın erişkin şekli Kayseri bölgesindeki kesimhanelerden kesimi yapılan doğal olarak infekte koyun ve sığır karaciğerinin safra yollarından elde edilmiştir. Parazit şüpheli karaciğerler bistürü ile kesilerek safra yollarındaki F. hepatica’lar toplanmıştır. Parazit, serum fizyolojik ile 5-6 kez yıkanarak fosfatla tamponlanmış tuzlu su (PBS= 8 gr NaCl, 0.2 gr KH2PO4, 2.3 gr Na2HPO412H2O, 0.1 gr MgSO47H2O, 0.132 gr CaCl2) içine alınarak vakit kaybetmeden laboratuvara ulaştırılmıştır. Toplam RNA izolasyonu işlemi başlatılıncaya kadar parazitler, PBS içerisinde 37oC’de bekletilmiştir.  


