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1. OZET

Fasciola hepatica siklhikla sigir ve koyunlarda nadiren de insanlarda
fasciolosise neden olan bir karaciger trematodudur. Fasciolosis diinyada ve
ilkemizde yaygin olarak bulunmakta ve Ozellikle hayvancilik sektdriinde dnemli
ekonomik kayiplara yol a¢maktadir. F. hepatica’min ES antijenlerinden olan
Cathepsin L1 parazitin dokulara penetrasyonda, immun yamttan kagmasinda ve
beslenmesinde dnemli rolii olan bir enzimdir. Ozgiil antijenik yapisi nedeniyle tam
yontemlerinde ve korunma amaciyla immiinizasyon ¢alismalarinda kullanilabilecek
potansiyel bir molekiildiir. Bu ¢alismada F. hepatica cathepsin L1 geninin
klonlanmasi ve okaryotik hiicrelerde agiklatilmasi amaglanmustr.

Bu amagla erigkin F. hepatica’dan toplam RNA izolasyonu yapilarak
tersine transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu (TT-PZR) ile cathepsin L1 DNA
amplikonlar1 olusturuldu. Cathepsin L1 genine 6zgii primerler kullanilarak 981
bazlik cathepsin L1 geni kodlama bélgesi ¢ogaltildl. Daha sonra, cathepsin L1 geni
pCl-neo agiklama vektoriine klonlanarak PZR-T ve enzim kesim deneyleri ile
genin varlif dogrulandi. Olusturulan rekombinant plazmit, pFhCL1 olarak
adlandirldi. Rekombinant pFhCL1 plazmiti Vero hiicrelerine gegici olarak
transfekte edilerek cathepsin L1 proteinin varhigi Vestern immunoblotlama ile

gosterildi.

Anahtar kelimler: F. hepatica, cathepsin L1, klonlama, protein

aciklatilmasi



2. ABSTRACT

The parasitic trematode Fasciola hepatica is the causative agent of
fasciolosis that is common in ruminants especially sheep and cattle occasionally
human. Fasciolosis is a worldwide distribution including Turkey and causes
major economic losses in agriculturel industry. Cathepsin L1 is one of the major
molecules in the excrotory-secretory products of F. hepatica and is involved
tissue penetration, immune evasion and feeding therefore may be used in
vaccination and serological diagnosis. The aim of this study was to evaluate
cloning and expression of cathepsin L1 gene of F. hepatica eucaryotic cells.

For this purpose, total RNA was extracted from adult F. hepatica.
Cathepsin L1 DNA amplicons were obtained with reverse transcription
polymerase chain reaction (RT-PCR). 981bases cathepsin L1 coding gene region
was amplified by using spesific primers to the cathepsin L1 gene. Then, the
cathepsin L1 gene was cloned into pCl-neo mammalian expression vector. The
presence of cathepsin L1 gene was confirmed by PCR screening and enzyme
digestion assays. So, the resulting recombinant plasmid was named as pFhCL1.
Afterwards, the pFhCL1vector was transiently tranfected into Vero cells. The

presence of the cathepsin L1 proteins was showed by Western Immunoblotting.

Key words: I hepatica, cathepsin L1, cloning, protein expression.



3. GIRIS

Fasciola hepatica insan ve hayvanlarda fasciolosise neden olan bir karaciger
trematodu olup Digenea alt simifindan Fasciolidea ailesinde yer alir (1, 2, 3).
F. hepatica hakkinda ilk bilgi 1379 yilinda Brie tarafindan verilmis, yasam dongisii
1881 yilinda Leuckart ve Thomas tarafindan aydinlatilmistir (4).

Fasciola hepatica, ortalama 20-30 mm boyunda ve 4-15 mm enindedir.
Gériintimii yaprak seklinde olup parazitin bas kismi viicudun 6n bolgesinde ve koni
seklindedir. Viicudunun kenarlari koyu esmer, orta kismi sar1 turuncu renkte ve
besinlerle dolu olan ¢ekum bélgesi siyah olarak goriliir. Viicut ylizeyi kiitikdil ile
kapli olup tizerinde sert kitinden yapilmus dikenler bulunur. Parazitin, sinir sistemi,
bagirsak sistemi, iireme sistemi ve salgl sistemi gibi kompleks sistemleri vardir.
F. hepatica, hermafrodit olup son konakta kendi kendini fertilize ederek yumurta
olugturmaktadir. Kapakli olan yumurtalar, sar1 kahverengimsi renkte, oval, 130-150
pum boyunda ve 60-90 pum enindedir ve disk: ile atildiklarinda iglerinde heniiz
embriyon gelismemistir (1, 2, 3).

Fasciola hepatica’nin son konag genellikle sigir ve koyun gibi gevis getiren
hayvanlardir. Ayrica kegi, manda, deve, Iama,.domuz, esek, fil, geyik, sincap ve
maymun gibi hayvanlarda da bu parazite rastlanmaktadir. Laboratuvar
hayvanlarindan fare, kobay, rat, hamster, tavsan gibi hayvanlarda deneysel
infeksiyon olusturulabilmektedir (1, 2, 3).

Fasciolosis, hayvanlarda diinyada yaygin olarak gozlenirken insanlarda
nadiren rastlanmaktadir. Diinya saglik orglitiiniin 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 gdstermistir (5).

Parazitin gelisimi 10-30°C arasindaki 1silarda olasidir. Bu nedenle 1s1 ve nem
sartlart fasciolosisin yayilimim sinirlayan temel faktérdiir. Fasciolosise iliman ve
tropikal bélgelerde daha gok rastlanmaktadir (6, 7).

Insan fasciolosisinin epidemiyolojisinde 1998 yilinda yeni bir siniflandirma
onerilmis ve endemik bolgeler iige ayrilmistir. Prevalansin %1’den az oldugu

bolgeler hipoendemik, prevalansin %1-10 arast olan bolgeler mezoendemik,
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prevalansin  %10’dan fazla oldugu bolgeler ise hiperendemik bolge olarak
siniflandirimustir (8).

Fasciolosis tiim diinyada ¢ok genis bir cografyadél goriilmektedir. Fransa,
Portekiz ve Ispanya gibi Avrupa iilkelerinden, Amerika Birlesik Devletleri, Kanada
Meksika, El Salvador, Guatemala ve Kostarika gibi Amerika iilkelerinden,
Afrika’dan, Uzak Dogu ve Giiney Asya ilkelerinden bir ¢ok olgu bildirilmistir.
Ozellikle insan fasciolosisi igin endemik olan Fransa’da 1950-1983 yillar1 arasinda
3.297 olgu tespit edilmistir (6).

Gliney Amerika’da insan fasciolosisi Bolivya,l Peru ve Ekvator gibi {ilkelerde
ciddi bir sorundur. Bolivya’da hiperendemik bir b6lge olan Altiplano bolgesinde
insan fasciolosis prevalansinin koprolojik metodlarla %70'in iizerinde, serolojik
metodlarla %100 oldugu bildirilmigtir. Peru’da da mezoendemik ve hipoendemik
bolgeler tespit edilmistir. Diinya saglik érgiitiintin 1995 yilinda yapti1 bir ¢alismada
Peru’nun klrsal kesiminde yaklasik 8 milyon kisinin F. hepatica riski altinda
oldugunu bildirilmigtir. Hipoendemik bir bolge olan S$ili disinda Uruguay, Brezilya,
Arjantin, Kolombiya gibi iilkelerden de olgu bildirimleri yapilmistir (6). Iran,
Liibnan, Tiirkiye ve Cin gibi Asya tilkelerinden de olgular rapor edilmistir. Iran’da
10.000 kisinin infekte oldugu ve 6 milyon kisinin de risk altinda oldugu tespit
edilmistir. Afrika’da bir¢ok tilkeden fasciolosis olgular: bildirilmekte olup 6zellikle
Misir’da Nil deltasinda endemik boyutlarda gériilmektedir (6, 7).

Fasciola hepatica infeksiyonu her yasta goriilebilmekte ise de gocuklarda
infeksiyonun endemik oldugu bolgelerde rastlanmaktadir. Bu bélgelerde bile 15
yasindan kiigiik cocuklardaki prevalans diisiiktiir. 6 yasin altindaki gocuklarda
prevalans en diisiik diizeylerdedir (6, 9, 10).

Fasciola hepatica infeksiyonuna kars1 dogal bagisiklik s6z konusu degildir
etkenle karsilagan her insanda infeksiyon olugur. Bu nedenle tiim sosyal simf ve
meslek grubundan insani etkilemektedir. Kirsal alanlarda yasayanlarda kentlerde

yagsanlara gére daha sik goriilmektedir (6).



3.1. Yasam dongiisii

Fasciola hepatica’nin yasam donglisi bes asamada gergeklesmektedir.
Birinci dénem; yumurtalarin son konaktan ¢evreye atilmasi ve yumurtalarin ¢evrede
gelismesi, ikinci donem; mirasidyumlarin olusmasi ve onlarin ara konak
salyangoziar: (genellikle Lymnea tiirii) bulmasi ve penetrasyonu, iiglincti donem; ara
konakta parazitin gelisimi, dérdiincii dénem; ara konaktan serkaryanin ¢ikisi ve
enkistasyon, besinci dénem; son konak tarafindan infektif metasekaryanin alinmasi
ve olgun parazitin gelismesidir (11).

Fasciola hepatica yumurtalar1 safra yolu ile duedonuma oradan da disk: ile
digan1 atilir. Yumurtalar digkida 3 haftadan birkag aya kadar canli kalabilirler. Isi,
nem, ve pH gibi birgok fiziksel ve kimyasal faktér embriyon (mirasidyum)
gelisiminde etkilidir. Embriyon geligimi igin en uygun 1s1 23-26°C olup bu 1sida 2-3
hafta iginde embriyoﬁ gelisimi olmaktadir. Embriyon gelisimi 16°C’de ise gelisme
- 2-3 ay kadar siirmekte ve 10°C’nin altinda gergeklesmemektedir. Suya ulasan
yumurtalardan mirasidyumlar ¢ikar. Mirasidyumun yumurtan ¢ikmasi i¢in 151¢1n rold
oldugunun ileri stiriildtigii teoriler vardir (1, 11, 12).

Mirasidyumlar, bulunduklar1 suda ara konak olan Lymnea tiiri salyangozlara
penetre olur ve salyangozun lenf kanallarinda tilylerini kaybederek sporokiste
dontgiirler. Salyangozun lenf kanallarinda 7. giinden sonra sporokistlerden yavru
sporokistler veya rediler olusur. Redilerin hepatopankreasa migrasyonu ile
salyangozlarin 6liimiine kadar uzanan ciddi patolojiler olusur. Go¢ eden eden
redilerin her birinden 10-20 serkarya gelisir. Tek bir mirasidyumla infekte
salyangozda 500 serkarya olusmaktadir. Salyongozu terkeden serkarya su bitkilerine
yerlesir. Burada kuyrugunu kaybeden serkaryalar, metaserkarya haline gelirler (11,
13).

Son konaga bulagsma, metaserkarya ile infekte bitki ve sularin alinmasiyla
olmaktadir. Metasekaryanin alinmasindan 1 saat sonra, konagin bagirsak duvarinda,
ductus coledochus’un agilma deliginin altinda, ekskistasyon baslamakta 2 saat i¢inde
ise bagirsak duvarimi delerek abdominal bogluga gegmektedir. Yeni ekskiste olan

geng parazit periton duvarindan gegerek Kkaracifere ulagmakta, safra yollarina



yerlesmekte ve erigkin formu gelismektedir. Burada seksiiel olarak da olgunlasan
parazit yumurtlamaya baglamaktadir (11, 12).

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, genitotiriner yollarda, gézde, beyinde
parazit yerlesimine rastlanmasi periton disinda dolasim sistemleri ile yayilim
olabilecegini dustindiirmektedir. Endemik bolgelerde ¢ig yenen karacigerdeki erigkin
formlar faringeal mukozaya tutunarak halzoan sendromuna sebep olabilmektedirler

(1,2,3,6, 14).

3.2. Patoloji ve klinik

Fasciolosis klinigi iki dénemde incelenebilir; birinci dénem parazitin viicuda
girisi ile safra yollarina yerlesmesi arasinda gecen larval donem veya prepatent
d6nem, ikinci donem parazitin karaciger ve safra yollarina yerlesme dénemi veya
kronik dénemdir (1, 15).

Hastaligin siddeti genel olarak alinan parazitin sayisina ve parazitin yerlestigi
organdaki dagilim sekline bagli olarak degismektedir. Fazla sayida alinan parazit
bacaklarda ve viicutta 6dem ve kaseksiye hatta 6liime neden olabilir. Fakat bu durum
nadir olup genellikle az sayida alinan parazite bagl olarak yillarca stiren kronik bir
tablo gelisir (1, 15).

Parazitin viicuda girisi ile safra yolarina yerlesmesi arasinda gegen dénem
genellikle asemptomatik seyreder. Degisik siddette bazi lokal ve sistemik belirtiler
olusur. Hastalik istahsizlik, mide-bagirsak sikayetleri ve ishal seklinde baslayabilir.
Tabloya diizensiz ve uzun siiren ates, terleme ve bas agris1 sikayetleri eklenebilir.
Ates, karaciger biiylimesi ve karacigere uyan boélgelerde agri sikayetleri hastaligi
distindiiren en 6nemli bulgulardir. Larvanin salgiladig: toksinlere bagh olarak safra
yollarinda hiperplazi olusur. Digkida yumurtalarin goriilmedigi bu dénemde allerjiye
bagli olarak {Urtiker, eozinofilili akciger infiltrasyonlar1 ile pnomoni, plevral
effiizyon, ve 6dem gibi akciger tutulumuna bagl bulgular goriilebilir. Akciger

tutulumu olan olgularda 6ksiiriik, hemoptizi, nefes darlifi ve gogiis agrist gibi
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solunum sistemi semptomlar: gozlenebilir. Bunun yani sira eozinofili, 16kositoz ve
orta derecede anemi gibi sistemik bulgularda gozlenebilmektedir (1, 6, 15, 16).
Parazitin karaciger ve safra yollarina yerlestigi ve kronik dénem olarak da
isimlendirilen dénem de genellikle asemptomatiktir. Safra yolan ve karacigerde
meydana gelen hasarin siddeti alinan parazitin sayisina baghdir. Safra yollar epitel
hiperplazisi, portal veya total safra yollarinda fibrozise sik¢a rastlanmaktadir.
Ayrica parazitin karacifer parankimine invazyonu ile de abse olugmaktadir.
Kronik dénemde zayiflik, sindirim sistemi bozukluklari, ates, karaciger bolgesinde
agr1 ve karaciger biiylimesi, bazen sarihk gibi belirtiler gézlenir. Nadiren safra
yollart tikanikligr ve kolanjite yol agabilir ve bu durumda akut epigastrik agr1, ates,
kagint1, sarilik, karaciger biiylimesi akut pankreatit, hemobilia ile birlikte mukozal
erezyon ve eozinofili goriilebilir. Cok daha nadir olarak, ekstrahepatik yerlesimlere
bagli olarak pldroperikarditis, ménenjitis ve lenfadenopati olusabilir (1, 6, 15, 16).
Fasciolosis komplikasyon olarak kanama yapabilir, subkapsiiler hematom,
hematobilia, hematemez ve melena goriilebilir. Diger bir komplikasyon bilier
sirozdur. Infeksiyonun seyri sirasinda inflamasyon ve safra yollar1 epitelinin
hiperplazisi ve hipertrofisi ile periduktal fibrosiz olusabillir. Oliime sebep olabilecek
ciddi bir komplikasyon ise multipl ekstrahepatik vendz trombozdur. Cok az $liim
bildirilmis ve &liimin safra yollann tikaniklii sonucunda gelisen tablodan

kaynaklandig tespit edilmistir (6).

3.3. Tam

Infeksiyonun tanist klasik olarak digkida F. hepatica yumurtalarinin
goriilmesi ile konulmaktadir (1, 2, 6). Son konak tarafindan alinan parazitin
olgunlagip yumurtlamas: igin 3-4 ay gerekmekte olup bu dénemde diskida parazit
yumurtas1 bulunmamaktadir. Parazitin seksiiel olarak olgun olmasina ragmen
yumurtlamamasi, yumurtalarin digkiya belirsiz arahiklarla atilmas1 ve diskidaki
yumurta sayisinin az olmasi gibi nedenlerle diski incelemesi tek basina tam igin
yeterli olmayabilir (6).

Fasciola hepatica ile infekte koyun ve sigir karacigerlerinin yenilmesi

durumunda digkida parazit yumurtalarni goriilebilmektedir. Bu nedenle disks
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incelemesinde yumurta saptanan durumlarda yalanci parazitligi ekarte etmek igin
hastanin karaciger yeme 6ykﬁsﬁnﬁn sorgulanmasi ve gerekli durumlarda diyet
uygulanarak diski incelemesinin tekrarlanmasi 6nerilmektedir. Ulkemizde gériildiigii
rapor edilmemis ise de F. hepatica yumurtalan ile benzer goriiniim ve biiytikliikte
olan Fasciolopsis buski ve Echinostoma ilocanum yumurtalarini diski bakisi ile
birbirinden ayirt edebilmek olduk¢a zor oldugundan tamida gliclik ¢ekilebilir. Bu
nedenlerle, diskida F. hepatica yumurtalarinin goriilmesi kuvvetle fasciolosisi
diisiindiirmekle birlikte taminin klinik ve laboratuvar testleri ile desteklenmesi
gerekmektedir. Ayrica, ektopik yerlesimin oldugu durumlarda digkida parazit
yumurtasi saptanmamakta ve tani klinik ve laboratuvar testleri ile konulmaktadir (6).

Akut fasciolosisde ates, karaciger bilyiimesi ve agri, kronik olgularda ise
kolanjit ve bilier kolik gibi bir ¢ok hastalikta goriilebilen ve fasciolosise 6zgiil
olmayan semptom ve bulgular sebebiyle klinik, kesin tanisini koydurmaktan g¢ok
taniy1 desteklemek amaciyla kullanilmaktadir. Benzer sekilde, hastalarda fasciolosise
6zgiil olmayan eozinofili, 16kositoz, anemi, hipoalbuminemi ve hiperglobunemi gibi
laboratuvar bulgulart saptanabilir. Anemi normokrom normositer bir anemi olup
parazitin direkt kanla beslenmesinden kaynaklanmaktadir. Karaciger enzimlerinden
glutamate dehydrogenase ve gutamate-oxaloacetate aminotransferase seviyeleri
fasciolosisin erken dénemlerinde artarak parankimal dénemim sonlarina dogru pik
yaparlar. Bu piki takiben safra yollarindaki hasarin gostergesi olan y-glutamyl
transferase tespit edilir (6, 15).

ELISA, Counterelektroforez ve IHA gibi serolojik yontemler, fasciolosisin
tanisinda ve seroepidemiyolojik ¢aligmalarda en sik kullanilan yontemlerdir. ELISA,
dzellikle de FAST-ELISA tarama testi olarak Western blot ise dogrulama testi olarak
tercih edilmektedir. Fasciolosisin tamisinda kullanilan ELISA’nin duyarlilik ve
ozgiilligi testlerde kullamlan antijenler bagli olarak degismektedir. Serolojik
caligmalarda antijen olarak somatik antijenler ve E/S antijenleri kullamlmistir.

Son yillarda yag asidi baglayan protein, glutatyon-s-transferaz ve cathepsin
proteaz proteinleri gibi purifiye, nativ ve rekombinant antijenler kullanilmaya

baglanmistir (16).



Radyolojik yontemlerde fasciolosise 6zgiill bulgu yoktur ancak taniya
yardimci olabilmektedir. Ultrasonografide bulunan safra yollarinda dilatasyon ve
duvar kalinlagmasi hastaligin tanisinda giiglii bir kriter olmayabilir. Dikkatli bir baki
ile Abdomen Sintigrafisinde akut fasciolosisli hastalarin yaklagik %90’1nda
anomalileri gorebilmekteyiz. Sintigrafide lezyonlar, karakteristik olarak kii¢iik, ¢ok
sayida, birbirinden farkli, hipodens lezyonlar seklindedirler. Mikroapseler siklikla
supkapstiler yerlesimli ve tlinel benzeri kontras gosteren goriinimdedirler.
Karacigerde kapsiil kalinlagmas1 ve supkapsiiler hemoraji tamimlanmistir. Manyetik
rezonans (MR) ile akut fasciolosisli hastalarin karacigerlerinde parankimal harabiyet
gézlenebilmektedir (17, 18, 19).

Fasciolosis tanisi i¢in karaciger biyopsisine gerek duyulmaz. Ancak yapilirsa,
orneklerde nekroz alanlari, ray benzeri parankimal harabiyet, bol eozinofili ile
birlikte polimorfoniikleer infiltrasyon, Charcot Leyden kristalleri, granulomlar,
fibrosis ve safra yolu proliferasyonu goriilebilir. Biyopsi 6rneklerinde nadiren olgun

parazit veya parazit yumurtalarina rastlanabilir (17).

3.4. Immiinoloji

Bagisiklik sistemi dogal ve edinsel olarak ikiye ayrilmaktadir. Organizma
dogal anatomik ve fizyolojik yollarla mikroorganizmay:r engellemeye c¢alisir.
Mikroorganizma bu engelleri astifinda edinsel bagisik yanit gelismektedir.
F. hepatica’ya kars1 dogal yamitta bagirsak epiteli, periton ve mide pH’t gibi
faktérler rol oynamaktadir (20). Fakat parazite kars: edinsel cevap daha Snemlidir.
Edinsel immiinite, antikorlarin sentez ve salimmi diizenleyen sivisal immiinite,
sitokinler salgilayarak immiin yamiti diizenleyen hiicresel immiinite olarak ikiye
ayrilmaktadir. Hiicresel immiinite de CD4" T hiicreleri ve CD8" T hiicreleri rol
oynamaktadir (21).

CD4" T hiicreleri, sitokin salgilama durumlarna ve fonksiyonlarma gére Thl
ve Th2 seklinde iki bliylik gruba ayrilir. Thl hiicreleri, IFN y, IL-2 ve TNF-3
{iretimini ve makrofaj. aktivasyonunu ve opsonize edici antikorlarin {iretimini saglar.

Gecikmis tip hipersensitivite ve inflamatuvar reaksiyonlarda rol alir. Th2 hiicreleri,



IL-4, IL-5, IL-6 ve IL-10 {iretimini saglarkeri IgE, eozinofil ve mast hiicrelerini
iceren tip I hipersensitivite reaksiyonlarini uyarir (21).

Bir ¢ok helmintik parazitoza karst olusan immiin yamtta Th2 cevabinin én
planda oldugunu ve IgE diizeyinin artt1ig1 gosterilmistir. Bununla birlikte F. hepatica
infeksiyonu sirasinda meydana gelen immiin cevap hakkindaki bilgilerimiz sinirlidir
(20).

Fasciola hepatica ile infekte farelerde yapilan ¢alismalar lokal ve sistemik
Th2 cevabimin varligini, periferik kan ve kemik ‘iligi hiicrelerinde belirgin bir
eoziofili artist oldugunu gostermistir. Deneysel fasciolosis olugturulan farelerde lokal
mezenterik ve hepatik lenf nodiillerinde ve dalakta yiiksek oranda IL-4, IL-5 ve
IL-10 sekrete edildigi fakat IFN-y ve IL-2 seviyesinde bir artis olmadig:
gosterilmigtir (20, 22).

Geng parazitler karacigerde infeksiyondan sonra en erken 4. giin gériiliirken,
infekte ratlarda infeksiyondan sonraki ilk hafta i¢inde ¢ok az olan makrofaj ve
eozinofilik hiicre sayist infeksiyondan iki hafta sonra yiikselmeye ve doku
harabiyetinin oldugu bolgelerde birikmeye baslamaktadir. CD4" ve CD8"
lenfositlerinin toplanmaya baslamasi da infeksiyondan iki hafta sonra baslamaktadir
(20, 23-26).

Infekte koyunlarda lokal imminolojik ve inflamatuvar reaksiyonlar1 gosteren
histolojik ¢alismalar; infeksiyonun erken doéneminde eozinofil ve CD4"
infiltrasyonunu, infeksiyonun geg¢ déneminde ise CD8" ve y§ TCR” infiltrasyonun
oldugunu gostermistir. Ayrica IgGl antikor cevabinin IgG2 cevabimin lizerinde
baskin bir rol oynadigini gésterilmistir (20, 27-29).

Fasciolosisli insanlarda, semptomlara ek olarak sistemik bir eozinofili, IgM,
IgG ve IgE yamti gbzlenmektedir. Infekte insanlarda anti-Fasciola hepatica IgE
antikorlar1 hastalarin %48’inde tespit edilmistir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar ile
parazitin E/S antijenlerine ve cathepsin L1’e karsi konak IgGl ve IgG4 yanitinin
daha baskin oldugu bildirilmistir (20).
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3.5. Tedavi

Insan fasciolosisinin tedavisinde bithinol, praziquantel, mebendazol,
triklabendazol gibi ilaglarla deéisik derecede basart saglanmustir. Onceleri
praziquantel denenmis fakat olumlu sonuglar alimmamustir (30). Fasciolosisli
olgularin tedavisinde 30 mg/kg/giin 5 giin bithionol kullanimi sonrasi hastalarin
yaklastk %20-30’un da ikinci bir kiir tedavisi gerekmistir (30, 31). Aynca
bithional’tn 10-15 giin ve giinde ii¢ kez alinmasi gerekmektedir. Hastalarin
%350’sinde bithionol kullanimui ile, bulanti, karin agrisi, dokiintii ve ishal gibi yan
etkiler goriilebilmektedir (30).

Benzimidazole igeren triklabendazol protein ve mikrotubiiler sentezini
inhibe ederek etki gosterir. Iyi tolere edilebilen ve kolay uygulanabilen bir ilag olan
triklabendazol 1983°den beri veteriner parazitolojide hem erigkin hem de geng
parazite ~kar$1 kullamlmaktadir. 1988 yilindan itibaren Amerika Birlesik
Devletleri’nde kullamlan bu ilag 1989°da Iran’da bir epidemi sonrasi Diinya Saglik
Teskilati ile ortak bir ¢alismada kullamilmugtir (17, 30). 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 basanisi %79.4, iki doz uygulamanin %92.2-93.9
diizeyinde oldugu bildirilmektedir (32, 33, 34, 35, 36, 37). Belirgin yan etkileri
olmamakla birlikte triklabendazoliin hafif karin agnsi, bulanti gibi yan etkileri
vardir (6, 17, 30).

Fasciolosis tedavisinin degerlendirilmesinde, klinik semptomlarin bir kag
hafta veya bir ka¢ ay i¢inde diizelmeye baglamasi, periferik eozinofilide azalma,
diskida yumurtalarin kaybolmasi, radyolojik bulgularin diizelmesi ve ELISA
titrelerinin 6 ay ile 2 y1l arasinda derecede derece azalmasi kullanilmaktadir. Eger

tedavinin altinct ayinda bu diizelmeler yoksa tedavi yinelenmelidir (17, 38).
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3.6. Korunma ve kontrol

Fasciola hepatica’nin endemik oldugu bélgelerde koruyucu halk saghg
égitimi verilmesi, saglik calisanlarinin Dbilgilendirilmesi ve su bitkilerinin
pisirilmeden yenmemesi 6nerilmektedir.

Laboratuvarlarda c¢alisan teknik personel fasciolosisin tamsi  igin
egitilmelidir. Universiteler ile arastirma merkezleri arasinda koordinasyon
saglanmali, infeksiyonun varligl ve yaygmhg tespit edilmeli ve insan olguilarmm
tedavisi i¢in ilaglar temin edilmelidir.

Hastaligin kontrolit ve dnlenmesi igin Saghk bakanlig: ve ilgili kuruluslar

gibi sektorler arasi isbirligi ile ulusal bir program uygulanmalidir (39).

3.7. Fasciola hepatica’mmn molekiiler yapisi

Fasciola hepatica’mn molekiiler yapisi hakkinda ¢ok az sey bilinmekte olup
bu konudaki bilgiler heniiz baslangic asamasindadir. Yasam dongiisii boyunca
F. hepatica farkh gelisim dénemlerinden gegmekte ve bu dénemlerde antijenik yap
degismektedir. F. hepatica populasyonlar: arasinda genetik gesitlilik goriilmektedir.

Bu genetik ¢esitliligin mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir (40).

3.8. Proteazlar

Proteazlar proteinlerin hidrolizini katalizleyen bir enzim grubudur. Proteazlar
katalizledigi reaksiyonun tipi, katalitizledikleri bolgenin kimyasal yapisi, etkinlik
gosterdikleri bolge gibi degisik kriterlere gore simiflandirilmaktadir. Ekili olduklan
bélgeye goére endopeptidaz ve ekzopeptitaz seklinde iki biiyiik gruba aynlirlar.
Ekzopeptidazlar, substratlarin amino veya karboksi uclarindaki peptid baglarim
kirarken endopeptidazlar substratlarin orta kisimlarindaki peptid baglarim kirarlar.
Proteazlar ilave olarak etkinlik gosterdikleri bolgedeki fonksiyoner gruplara bagh
olarak serin proteazlar, aspartik proteazlar, sistein proteazlar ve metalloproteazlar
seklinde doért gruba ayrilabilirler (41).

Genelde ekstraselliiler proteazlar, biiyiik proteinleri kiigiik molekiillere
hidrolize ederek hiicrelerin absorbsiyonuna yardimei olurken intraselliiler proteazlar

metabolizmanin diizenlenmesinde kritik bir role sahiptir. Proteazlar, protein
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katabolizmasi, kan pihtilasmasi, hiicre biiyiimesi ve migrasyon, doku diizenlenmesi
ve gelismenin morfogenezi, inflamasyon, tlimdr biiylimesi ve metastaz, zimogenlerin
aktivasyonu, hormonlarin saltnimi, prokiirsér proteinlerden farmakolojik olarak aktif
peptidlerin olusumu, sekratuvar proteinlerin membrandan transportu gibi bir ¢ok
fizyolojik ve patolojik olayda 6nemli rol oynarlar (41).

Tim proteazlar hiicreleri kontrolstiz yikimlardan korumak i¢in sinyal peptid
ve propeptidden olusan bir proregion bélge ile birlikte sentezlenmektedir. Proregion
bélge matlir enzimin giiglii ve selektif bir inhibitdriidiir (42). Matiir enzimin son
seklini almas: i¢in, ilk olustugu yerden sinyal peptidi araciligi ile endoplazmik
retikuluma ge¢mesi, burada glikozilasyona ugramasi, golgi kompleksine gegerek
mannoz rezidiilerinin fosforilasyona ugramasi ve lizozomlarda proregion bélgesinin
kesilmesi gerekmektedir. Poregion bolgesindeki propeptid proteinin katlanarak iig
boyutlu yapisinin olusmasina da yardimei olmaktadir (43, 44, 45).

Sistein proteazlar hem prokaryot hem de 6karyotlarda bulunurlar. Yaklasik
20 farkl sistein proteaz ailesi tanimlanmustir. Biitiin sistein proteazlar katalitik
bolgesinde sistein veya histidin igerirler. Aileler arasinda sistein ve histidin rezidiileri
farklidir. Sistein proteazlar yan zincir spesifitesine gére papain benzeri, tripsin
benzeri, glutamik asit benzeri ve digerleri seklinde dért 6nemli guruba ayrilirlar.
Papain en iyi bilinen sistein proteazdir (41).

Cathepsin B ve cathepsin L sistein proteazlar iginde en 1iyi
tanimlananlarindandir (46, 47). Bu enzimler hemoglobini, immiinoglobulinleri ve
fibrinojeni parcalamaktadirlar. Parazitin hem olgun hem gen¢ dénmelerinde olusan
cathepsin L, IgG ve IgM’i pargalamakta ve eozinofillerin tutunmasini &nleyerek
immiin yanittan kaginmasina yardimei olmaktadir. Cathepsin L proteaz’in dnemli bir
proteolitik &zelligi de fibrinojeni pargalamasi ve pihti olugumudur. Kollejenolitik
aktivite ile hiicre duvarn yapisinda bulunan fibronektin ve lamininin par¢alanmasini
da saglamaktadir (48, 49, 50, 51).

Fasciola hepatica ve onun E/S iiriinleri {izerinde yapilan ¢alismalar 27-29
kDa agirliginda cathepsin L proteinazlarin varhigini géstermistir. Isik ve elektron
mikroskobik seviyede yapilan immiinolokalizasyon galigmalart ile, bu proteazin

F. hepatica bagirsak epitel hiicrelerindeki vezikiillerde bulundugu gosterilmistir.
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Cathepsin L parazitin E/S proteinlerinin %60-80’lik bir kismini olusturmaktadir
(45, 52, 53).

Daha sonra yapilan ¢alismalar ile cathepsin’in tek bir proteaz olmayip,
27 kDa’lik cathepsin L1 ve 29.5 kDa'lik cathepsin L2 olmak iizere iki ayrn enzim
oldugunu gosterilmistir. Cathepsin L1 ve cathepsin L2’nin N-terminal DNA
dizilimleri biyokimyasal ve fizikokimyasal olarak farkliliklar icermektedir. Yedi
numaral! protein cathepsin L1’de prolin, cathepsin L.2'de arjinin’dir (45, 52, 54).

Fasciola hepatica ve diger helmintlerinin major bir proteazi olan cathepsin
L1, parazitin migrasyonunda, dokulara penetrasyonunun kolaylastiriimasinda,
beslenmesinde, safra yollarinda iilserasyon olusumunda ve immiin yanittan kagiginda
rol oynamaktadir. Cathepsin L1 ve cathepsin L2 proteinazlarin her ikisi de hiicre dis1
matriks poteinleri, kollagen, laminin, fibronektin, tip IV kollagen gibi bir ¢ok
proteini par¢alamaktadir (41, 49, 55, 56). .

Cathepsin L1 protein, eozinofillerin yeni ekskiste olan parazite tutunmasin
onlemektedir (50). Ayrica immiinoglobulinleri pargalayip parazite tutunmasini
engelleyerek parazitin immin sistemden kagmasina yardimci olmaktadir.
F. hepatica’nin her gelisme déneminde salgilanan E/S tirtinlerindeki cathepsin L1
enzimi tiim IgG alt gruplarim spesifik olarak mente'se bolgesinden pargalayarak Fab
ve Fc kisimlarina ayirmaktadir (48, 51).

Fasciola hepatica ile infekte kisilerde cathepsin L1’e kars: spesifik IgM, IgG
(IgG1 ve IgG4), IgA ve IgE antikor cevabi gelismektedir (20).

Cathepsin L1 klonlanmis ve rekombinant cathepsin, 6ncelikle E. coli'de (57),
sonra insekt hiicrelerinde (58) ve Saccharomyces serevisiae'de (59) agiklatilmustir.
F. hepatica cathepsin L1’in gen bankasindan elde edilen DNA dizilim analizleri
incelendiginde yedi farkli izolat goriilmektedir. Bu izolatlar AJ279092, AF271385,
L.33772, U62288, L33771, AB00306, Z22765 olup birbirleriyle sirasiyla %96, 87,
88, 93, 95, 92; 78 oraninda benzerlik gostermektedir (60, 61, 62).

Calismamizda Wijffels ve arkadaslari tarafindan izole edilen ve Genbank
L33771’de tanimlanan izolattan yararlanilmistir. F. hepatica cathepsin L1 geni bu
izolatta, 1.062 niikleotid biiylikliiglinde, kodlayan boélgesi 25-1.005 niikleotit (nt)

arasinda, kodlamayan bélgeleri ise 5° ucunda 1-24 nt ve 3’ ucunda 1.006-1.062 nt
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arasindadir. 25-1.005 nt arasinda bolge, 326 aminoasit (aa)’dan olusan bir proteini
kodlamaktadir. Bu proteinin 17 aa’s1 sinyal peptidi, 90 aa’s1 proregion ve 219 aa’si
matiir enzimden olusmaktadir (45).

Fasciola hepatica, koyun, keci ve sigir gibi besi hayvanlarinda oldukc¢a sik
insanlarda ise daha nadir goriillen fasciolosisin etkeni olan bir karaciger
trematodudur. Diinyada ve {ilkemizde yaygin olarak bulunmakta ve onemli
ekonomik kayiplara sebep olmaktadir. Insan infeksiyonlarinda kesin tani diskida
F. hepatica yumurtalarinin goriilmesiyle konur. Serolojik tani ydntemlerinden
ELISA en sik kullanilan yéntemdir.

Fasciola hepatica ES antijenlerinden catepsin L1 proteaz enziminin antijenik
olarak daha 6zgiill oldugu ve ¢apraz reaksiyonlarin ¢ok daha az go6riildligi
bildirilmektedir. Catepsin L1 enzimi F. hepatica’mn dokulara penetrasyonunda,
immiin yanitin gelisiminde ve fasciolosisin patogenezinde olduk¢a 6nemli gérevler
almaktadir.

Klonlama ve protein agiklatilma c¢alismalari parazitolojide yeni bir alan olup
iilkemizde de heniiz gelisme asamasindadir. F. hepatica E/S antijenlerinden
catepsin L1 proteaz enziminin klonlanmasi iilkemizde hentiz yapilmamigtir. Oysa
rekombinant cathepsin L1 enziminin elde edilmesi ile daha duyarli serolojik testler
gelistiriimesi ve immiinizasyon ¢alismalarinin yapilmas: miimkiin olabilecektir.

Fasciolosisin serolojik tanis1 ve fasciolosisden korunma i¢in as1 gelistirme
¢alismalart yapilmis ve elde edilen sonuglarin gelistirilmesi ¢alismalari devam
etmektedir. Ulkemizin de bir sorunu olan fasciolosis icin iilkemiz olanaklariyla
benzer ¢alismalari yapabilmek ve serolojik hizli tanmi testleri gelistirmek
amacindayiz. Bu amagla, dogal olarak infekte sigir karacigerinden elde edilen
F. hepatica’dan toplam RNA izolasyonu yapilmasi ve kopya DNA (¢cDNA)’nin PZR
ile ¢ogaltilmasi, kesim enzimleriyle kesilen DNA’nin plazmite yerlestirilmesi ve
rekombinant plazmitin Vero hiicrelerine transfekte edilip cathepsin L1 proteinin

agiklatilmasi planlanmistir.
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4. GEREC ve YONTEM

4.1. Parazit

Fasciola hepatica’nin eriskin sekli Elazig GUNET kesimhanesinde kesimi
yapilan dogal olarak infekte sigir karacigerinin safra yollarindan elde edildi. Kesilen -
sigirlarin  karacigerleri kontrol edilirken parazit stipheli karacigerler bistiirii ile
kesilerek safra yollarindaki F. hepatica’lar toplandi. Parazit, serum fizyolojik ile 5-6
kez yikanarak fosfatla tamponlanmis tuzlu su (PBS= 8 gr NaCl, 0.2 gr KH,POy4, 2.3
gr NapHPO412H,0, 0.1 gr MgSO47H0, 0.132 gr CaCly) i¢ine alinarak vakit
kaybetmeden laboratuvara ulastirildi. Parazitten toplam RNA izolasyonu islemi

baslatilincaya kadar PBS igerisinde 37°C’de bekletildi.

4.2. Hiicre

Afrika yesil maymun bobrek hiicresi (Vero) Firat Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Viroloji Laboratuvari’ndan saglandi. Hiicreler %10 Fétal Sigir Serumu
(Sigma Chemical Co. St Louis, MO, A.B.D. ), 100 IU penisilin ve 100 ug/ml
streptomisin  igeren Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium’da (DMEM)
(Sigma Chemical Co. St Louis, MO, A.B.D. ) tiretildi.

4.3. Plazmit (pCIl-neo Mammalian Expression Vector)

pCl-neo Mammalian Expression Vector’ii Promega firmasindan (Promega
Co. Madison, WI, A.B.D. ) temin edildi. Bu vektdr ana iskeleti pGEM®-3Zf (+)
vektoriinden derive edilen 5.472 baz ¢ifti (bg) biiytikliigiinde bir vektdr olup protein
aciklatilmasi (ekspresyonu) islemi i¢in kullamildi. pCl-neo vektérii, neomisin
fosfotransferaz geni ve ampisiline direnglilik geni i¢cermektedir. Ayrica vektdriin
yapisinda sitomegalo virlis (SMV) promotoru, T7 ve T3 RNA polimeraz promotor
bolgeleri, SV40 orjini ve faj fl orjin bolgesi bulunmaktadir. T7 ve T3 promotor
bolgeleri arasina klonlanacak olan DNA’nin yerlestirilecegi ve Nhe I, Xhol, EcoR |,
Miu I, Xba I, Sall, Acc I, Sma I, Not I kesim enzimlerini taniyan bélge mevcuttur
(63). Calismanuzda bu enzimlerden klonlamay: amagladigimiz F. hepatica cathepsin

L1 genini kesmeyen Xhol ve Sall enzimleri segilmistir.
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4.4. F. hepatica’dan Toplam RNA izol:;\syonu

Toplam RNA izolasyonu steril steril kosullarda yapildi. Islem siiresince
eldiven kullanildi. PBS igerisinden canli olarak ¢ikartilan ¢ eriskin F. hepatica 6nce
tartildi. Ardindan PBS ile birka¢ kez yikandi ve bistiiri ile steril kogullarda
olabildigince kii¢lik pargalara ayrildi. Mikrosantrifiij tiiplerine konulan pargaciklarin
her 50-100 mg’ina 1ml TRI reagent (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, A.B.D. )
eklendi. On dk siireyle +4°C’de 13.500 rpm’de santrifiij edildi. Tiipte olusan {ist siv1
pipetle yeni bir mikrosantrifijj tiipiine aktarildi. Uzerine kullamlan TRI reagent’in her
ml’si i¢in 0.2 ml kloroform eklendi. Onbes sn siire ile elle hafifce galkalandiktan
sonra oda 1sisinda 10 dk siireyle bekletildi. Ardindan onbes dk siireyle +4°C’de
13.500 rpm’de santrifiij edildi. Tiipte olusan ve listten altta dogru sirasiyla RNA,
protein ve DNA tabakalarindan RNA igeren {ist sivi tabakasi pipetle yeni bir
mikrosantrifiij tiiptine aktarildi. Uzerine baslangigta kullanilan TRI reagent’in her
m!’si i¢in 0.5 ml isopropanol eklenerek 10 dk oda 1sisinda bekletildi. Bu siirenin
sonunda yine on dk siireyle +4°C’de 13.500 rpm’de santrifiijlendi. Tiipte olusan iist
swv1 pipetle uzaklastirildi ve ¢6kiintii {izerine baslangigtaki TRI reagent’in her bir
ml’si i¢in en az 1 ml olacak sekilde %70°lik soguk etanol eklendi. Bekletilmeden
5 dk +4°C’de 13.500 rpm’de santrifijjlendi ve iist sivi uzaklastitildi. Hafifce
kurutulmaya birakilan RNA peleti, iginde 1 pl RNasin (Promega, Co, Madison, W1,
A.B.D. ) bulunan 100 pl steril dH,O ile sulandirilip —80°C’de stok 6rnek olarak
saklandi (64).

4.5. RNA miktarmmn dl¢iilmesi

Stok omegin 10 pl’si 490 pl steril distile su ile sulandirildi.
Spektrofotometrede (Jasco V-530, Japonya ) 260nm dalga boyunda okutuldu.
Spektrofotometrede Optik Dansite (OD),60: 1 degeri, RNA i¢in 40 pg/ml miktarina
es tutularak RNA miktar1 hesaplandi (65).

4.6. Primerlerin olusturulmasi
Tersine Transkripsiyon (TT) ve PZR igin kullandigimiz primerler F. hepatica
cathepsin L1 geninin gen kodlayan bd&lgesine uygun olarak Genbank EMBL
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L33771°den yararlamlarak dizayn edildi (Sekil 1). Dizayn edilen primerler FhP1 ve
FhP2 olarak adlandirildi. Midland (The Midland Certified Reagent Co, Texas,
AB.D.) ﬁrmasmda;n temin edildi.
FhP1 (5°- GG CTC GAG CCA CCA TGA GAT TGT TCA TAT - 3”)
FhP2 (5’- GG GTC GAC TCA CGG AAA TCG TGC - 3%)

Klonlama isleminde kullanmak tizere FhP1’e, Xhol enzimini tamiyan CTC
GAG; FhP2’ ye ise Sall enzimini tantyan GTC GAC enzim kesim bolgesi eklendi.
Ayni sekilde, ekspresyon islemi sirasinda protein ekspresyonunu arttirmak amaciyla
FhP1’in ATG baslangi¢ kodonundan énce kozak dizisi (CCA) eklendi. Ayni amagla
FhP1 primerinde Arjinin aminoasitini kodlayan CGA baz dizilimindeki ilk niikleotit

olan C, degistirilerek (mutasyon) yerine A niikleotiti eklendi (65, 66, 67).

Fassigla hepatea Cathapsin LT goni

Sinyal Peptid

Sekil 1: F. hepatica cathepsin L1 geni ve primerler. A: 5’ ucunda 1-24 nt
kodlamayan bélge, B: 3’ ucunda 1.006-1.062 nt kodlamayan bélge, 17 aa’lik sinyal
peptidi, 90 aa’lik proregion, 219 aa’lik matiir enzim, TT ve PZR’de kullanilan FhP1
ve FhP2 primerleri

4.7. Tersine Transkripsiyon ile kopya DNA (cDNA) elde edilmesi

Tersine Transkripsiyon islemi igin baslangigta FhP1 ve FhP2 primerleri
yapilacak isleme uygun olarak 20 pmol olacgk sekilde sulandirildi. Ardindan 2 pg
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stok RNA ile 20 pmol FhPl ve FhP2 primerleri bir mikrosantrifiij tlipiinde
birlestirildi. Bu tiip 70°C’de 5 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda tiipler oda
151éma gelinceye kadar sogutuldu. Bu fdirlintin 10 pl’si ile 15 pul TT karisimu
[tul Moloney-Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase (M-MLV RT)
(Promega Co. Madison, WI, A.B.D. ), 1l Reverse Transcriptase Buffer (Promega
Co. Madison, WI, A.B.D. ), 1 pl RNasin (Promega Co. Madison, W1, A.B.D. ), 4 ul
dNTP (Promega Co. Madison, WI, A.B.D. ), 8 ul dH,0] baska bir tiipte birlestirildi.
Bu karisim da 37°C’de 1 saat inkiibe edilerek cDNA elde edilmis oldu (68).

4.8. F. hepatica cathepsin L1 geninin polimeraz zincir reaksiyonu ile
cogaltilmas

Polimeraz zincir reaksiyonu i¢in; FhP1 ve FhP2 primerlerinden 20’ser pmol,
10 mM Tris-HCI (pH 9.0), 50 mM KCL, 2.5 mM MgCl,, her bir dNTP’den 200 uM,
2 pg cDNA ve 1.25U Taq DNA Polimeraz (Promega Co. Madison, WI, A.B.D. )
iceren 50 ul’lik karisim hazirlandi. F. hepatica cathepsin L1 geni 95°C’de 2 dk’lik
6n 1sitma ile baslayan ve 94°C’de 1 dk aynlma, 50°C’de 1 dk birlesme, 72°C’de
1 dk’lik uzamadan olusan 35 déngii ile devam edip 72°C’de 10 dk’Iik son uzama ile
sonlanan PZR program ile gogaltildi. Cogaltilan geni goriintiilemek igin %1.5’luk
agaroz jel hazirlandi. Bunun i¢in 0.75 gr agaroz (Promega Co. Madison, WI, A.B.D.
) 50 ml Tris-asetat / EDTA elektroforez tamponu (TAE, 0.04 M Tris-asetat, 0.001 M
EDTA) bir balon joje iginde eritilerek kaynatildi. Yaklasik 54°C’ye kadar sogutulan
karisima 0.5 pg/mi oraninda etidyum bromid (Promega Co. Madison, WI, A.B.D. )
eklenerek agaroz jel donduruldu. Ornekler jele 6X yiikleme tamponu (%0.25
bromfenol mavisi, %30 gliserol) kullamlarak ytiklendi. Marker olarak 100 baz’lik
ladder DNA (Promega Co. Madison, WI, A.B.D. ) kullanildi. Yiiz volt sabit akimla
30 dk elektroforez uygulandi. Ultraviyole (UV) 1sik kaynagi altinda agaroz jelde
F. hepatica cathepsin L1 geni goriintlilendi (65, 69).

4.9. F.hepatica cathepsin L1 geninin agaroz jelden saflastirilmasi

Agaroz jelde goriintiilenen cathepsin L1 DNA’s1, Wizard PCR Preps DNA

Purification System (Promega Co. Madison, WI, A.B.D. ) kullanlarak tiretici firma
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onerisine gore asagidaki gibi saflagtirldi: Once DNA steril bir bistiiri ile kesilerek
mikrosantrifiij tiipiine konuldu ve {izerine 1 mi Resin eklendi. Bu tiip 65°C’deki su
banyosunda yaklasik 5 dk bekletilerek i¢indeki jelin iyice erimesi saglandi. Birkag
dk oda 1sisida bekletilen tiip igerigi, ucuna kolon yerlestirilmis enjektsre bosaltild.
Enjektor pistonu itilerek DNA’nin kolona tutunmas: saglandi. Sonra enjektér igine
%80’lik isopropanol’dan 2 ml konularak piston itildi. Kolon bir mikrosantrifiij
tiipiine takilarak +4°C°de 7.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Yeni bir santrifiij tiipiine
aktarilan kolonun tlizerine 50 pl steril dH;O eklendi ve oda 1sisinda 5 dk inkiibe
edildi. Kolonun +4°C’de 13.000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmesi ile DNA tiipte
topland: ve kullamlincaya kadar —20°C de saklandi (70).

4.10. DNA miktarmin él¢iilmesi

Polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilarak -20°C’de saklanan DNA &rnegi
steril distile su ile sulandirild: (10 pul DNA 6rnegi + 490 ul distile su). Ornekteki
DNA  miktar1  spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda 6lgiildil.
Spektrofotometrede Optik Dansite (OD)60: 1 degeri ¢ift sarmal DNA igin 50 pg/ml
miktarina es tutularak DNA miktar hesaplandi (65).

4.11. F.hepatica cathepsin L1 geni ve pCl-neo vektoriiniin restriksiyon
enzimleriyle kesimi

Jelden saflastirilan ve miktar1 6lgiilen F. hepatica cathepsin L1 DNA’s: ile
pCI-neo vektoériiniin kesimi i¢in Xhol ve Sall restriksiyon enzimleri kullanildi.
F. hepatica cathepsin L1 DNA’smin kesim islemi igin; steril bir mikrosantrifij
tiiplinde 10 pl F. hepatica cathepsin L1 DNA’s1, 2 ul Xhol (Promega Co. Madison,
WI, A.B.D. ) enzimi, 2 pl Sall (Promega Co. Madison, W1, A.B.D. ) enzimi, 4 pl
bovine serum albumin (10mg/ml kosantrasyondaki 100XBSA), 4 ul 10X Buffer D
enzim kesim soliisyonu (25 mM tris-asetat pH 7.8, 100 mM potasyum asetat,
10 mM magnezyum asetat ve 1 mM dithiothreitol) ve 18 ul dH,O birlestirildi.
pCl-neo DNA’smin kesim islemi igin ise; steril bir mikrosantrifiij tiipiinde

2 ul pCl-neo DNA’s1, 1 pl Xhol enzimi, 1 pl Sall enzimi, 2 pl bovine serum
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albumin, 2 pl 10X Buffer D enzim kesim sollisyonu ve 12 pl dH,0 birlestirildi. Her
iki santrifiij tiipli enzim aktivasyonu igin 37°C’de bir gece bekletildi. (65).

Kesimi yapilan cathepsin L1 DNA’sin1 ve pCl-neo vektériinii goriintiilemek
i¢cin; 4.8. nolu bashkta anlatildig: sekilde %1.5’luk agaroz jel hazirlandi. Ornekler,
6X yiikleme tamponu kullanilarak jele yiiklendi. Jelde goriintiilenen DNA’lar,
4.9. nolu bashikta anlatildifn gibi jelden saflagtirildi. Saflastinllan DNA'lar
sulandinildi. F hepatica cathepsin L1 DNA’sinin ve pCI-neo vektériiniin ligasyonda
kullanilacak oramini belirlemek icin bu sulandirimin birer mikrolitresi %1.5°luk
agaroz jelde goriintiilenerek oran belirlendi. Ligasyon islemine kadar —20°C de

bekletildi.

4.12. Rekombinant plazmitin olugturulmas: (Ligasyon)

Agaroz. jelden saflagtirilarak —20°C de bekletilen F. hepatica cathepsin L1
geninin pCl-nec Mammalian Expression vektoriine yerlestirilme islemi igin; 3 ul
saflagtinilmig cathepsin L1 DNA’s1, 1 pl pCl-neo vektorii, 1 ul T4 DNA Ligase (MBI
Fermentas, Graiciuno, Vilnius, Lithuania ) enzimi, 1 pul T4 DNA Ligase Tampon
soliisyonu (MBI Fermentas, Graiciuno, Vilnius, Lithuania ) ve 4 pul dH,O’dan olusan
10 pl’lik ligasyon karisimi bir mikrosantrifiij tiipiine konuldu. Bu kanisim 16°C’de
bir gece bekletildi. Elde edilen rekombinant plazmit tiriini pFhCL1 olarak

adlandinildi ve E. coli’ye transformasyon isleminde kullamildi (65).

4.13. Kompetan Escherichia coli (E. colii JM 109 hiicrelerinin
hazirlanmasi

Kompetan E. coli hiicreleri Rubidyum klorid metoduna gére hazirland: (65,
71). Islem igin gerekli olan E. coli JM 109 susu Promega (Promega Co. Madison,
WI, A.B.D. ) firmasindan saglandi. Susun ¢ogaltilmasi1 amaciyla Luria Bertani (LB)
kati besi yeri kullanildi. Luria Bertani (LB) kat1 besi yeri; %1 Bakto-tryptone,
%0.5 Bakto-yeast extract, %1 NaCl ve %1.5 agar distile suda eritildi ve pH,
10 M NaOH ile 7.2’ye ayarlanarak hazirlandi. E. coli’nin steril kosullarda tek nokta
ekimi yapildi ve 37°C’de bir gece bekletildi.
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Besi yerinde olusan kolonilerden bir tanesi, iginde 5 ml’lik LB siv1 besi yeri
bulunan tiipe ekildi ve ¢alkalama aparat: iizerinde 37°C’de 2 saat inkiibe edildi.
Ardindan tiip icerigi 100 ml’lik LB sivi besi yerine aktarilds. Gremer;in varligs belirli
araliklarla spektrofotometrede kontrol edilerek ODgg=0.5 olana kadar yaklagik
4 saat stireyle calkalama aparati tizerinde inkiibasyona devam edildi. Bu islemin
sonunda besi yeri steril santrifiij tiiplerine aktarildi ve tiipler +4°C’de 3.000 rpm’de
15 dk santriftij edildi. Ust sivi atildi. Pelet toplam 40 ml RF1 (100 mM RbCl,,
50 mM MnCl,-4H20, 30 mM K-Acetate, 10 mM CaCl,-2H,0 %15 Gliserol ) ile
resiispanse edildi. Karisim buzlu su i¢inde 20 dk bekletildikten sonra +4°C’de 3.000
rpm’de 15 dk santrifijjlendi. Ust siv1 atildiktan sonra pelet toplam 5 ml RF2 (10 mM
MOPS, 10 mM RbCl,, 75 mM CaCl,-2H;0, %15 Gliserol) ile tekrar restispanse
edildi. On dk buzlu suda bekletilen karisim her birinde 100 pl olacak sekilde steril
mikrosantrifiij tiiplerine paylastinldi. Bu tiipler -80°C’deki metanol iginde 10 dk
bekletildi ve ardindan kullanilincaya kadar -80°C’de saklandi (65).

4.14. Rekombinant pFhCL1 plazmitin kompetan JM 109 E. coli
hiicreleri icine sokulmasi (Transformasyon)

Transformaéyon islemi i¢in; 6nceden hazirladigimiz 100 pul JM 109 kompetan
E. coli hiicrelerinin bulundugu mikrosantrifiij tiipiine 5 pl ligasyon karigimi eklendi.
Bu mikrosantrifiij tiipii sirasiyla buz iginde 30 dk, 42°C’lik su banyosunda 1.5 dk,
buz icinde 1.5 dk bekletildi ve tizerine 400 pl LB siv1 besi yeri eklenerek ¢alkalayici
aparat tizerinde 37°C’de 1.5 saat inkiibe edildi (65). Boylece elde edilen
transformasyon drtiniiniin 100 pl’si, 6nceden hazirlanan 60 pl/ml ampisinli LB kati
besi yerine ekilerek 37°C’de bir gece inkiibe edildi. Stire sonunda besi yerinde
kolonilerin varlign goriildi. Bu kolonilerdeki hiicrelerin transforme edilen

rekombinant plazmiti igerip icermedigini anlamak igin PZR tarama islemi yapildi.
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4.15. Kolonilerdeki rekombinant pFhCL1 plazmitinin PZR Tarama
(PCR Screening) ile gosterilmesi

Yukarida s6zii edilen kolonilere degdirilen steril kﬁrcian bir santrifiij tiipii
i¢indeki 15 pl’lik PZR kanigimina [2 pl 25 mM’lik MgCl, (Promega Co, Madison,
WI, AB.D. ), 2 ul 10XPCR buffer (Promega Co, Madison, WI, A.B.D. ),
3 pul 1.25 mM dNTP (Promega Co, Madison, WI, A.B.D. ), 4 ul 10 pmol/ul
cathepsin L1 genine 6zgii primerler ve 4 ul dH,O] temas ettirildi. Mikrosantrifiij
tlipti, 95°C’de 10 dk bekletildi. Hafif¢e santriftij edilen tiipe 1 IU Tag DNA
Polimeraz (Promega Co. Madison, WI, A.B.D. ) eklendi ve lizerine mineral ya§
damlatildi. Bu islem her bir koloni i¢in tekrarlandi. 95°C’de 5 dk &n 1sitma ile
baglayan 94°C’de 1 dk, 55°C’de 1 dk, 72°C’de 1 dk’lik 25 dongii ile sonlanan PZR
programi uygulandi. Elde edilen irtinler %1.5’luk etidyum bromidle boyanmis
agaroz jelde UV altinda goriintiilendi (65, 72, 73).

4.16. Alkali lizis metoduyla rekombinant pFhCL1 plazmit DNA’smn
elde edilmesi

Alkali lizis metodu PZR-T ile pozitif bulunan kolonilere uygulandi. Bu
amagla; bir cam tiipiin i¢ine 10 ml LB sivi besi yeri ve 60 pg/ml’lik ampisilinden
10 pl konuldu. Steril kosullarda kolonilerden bir tanesinden tiipe ekim yapild: ve
37°C’de 14 saat siireyle inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda tiip +4°C’de 4.000 rpm’de
10 dk santrifiij edildi. Ust siv1 dokiildd, pelet 1 ml STE (0.1 M NaCl, 10 mM Tris-CI
pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0) ile restispanse edildi ve mikrosantrifiij tiipiine aktarilds.
13.500 rpm’de +4°C°de 10 dk santrifiij edildi. Ust siv1 uzaklastirilarak pelet izerine
150 pl Soliisyon I [50 mM glucose, 25 mM Tris-HCI (pH 8.8), 10 mM EDTA (pH
8.8)] eklenerek pipetle homojen hale getirildi. Buzlu suda 10 dk bekletildi. Sonra
i¢ine taze hazirlanmis 300 pl Soliisyon II (0.2 N NaOH, %1 SDS) eklendi ve buzlu
suda 5 dk bekletildi. Daha sonra iizerine 200 pl Soliisyon II (5 M Potasyum asetat ve
%10 glasiyel asetik asit igeren soliisyon) eklenerek buzlu suda 10 dk bekletildi. Bu
tiip +4°C’de 13.500 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Ust siv1 yeni bir mikrosantrifiij
tiiptine aktanildr. Uzerine esit miktarda fenol kloroform izoamilalkol (25:24:1)

(Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, A.B.D. ) eklenerek vortekslendi. +4°C’de
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santrifiij edildi. Yeni bir mikrosantrifiij tiipline aktarlan ist siviya esit miktarda
kloroform (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, A.B.D. ) eklenerek vortekslendi ve
+4°C’de 13.500 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Ust siv1 yeni bir mikrosantrifiij tiipiine
aktarild ve lizerine 10 pg/ml DNase free panreatik RNase (Sigma Chemical Co. St.
Louis, MO, A.B.D. 10 pg/ml stok konsantrasyonu) eklendi. 37°C’lik su banyosunda
2 saat bekletildi. Siire sonunda {izerine esit miktar fenol kloroform izoamilalkol
(25:24:1) eklenerek vortekslendi. +4°C’de 13.500 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Ust
sivi yeni bir mikrosantrifiij tiiptine aktarilarak {izerine sivinin 1/10°u kadar sodyum
asetat ve iki kati soguk etanol eklendi. —20°C’de bir gece bekletildi. Ardindan
—20°C’den alinarak 4°C’de 13.500 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Ust siv1 dékﬁldii,
pelet tizerine %70 soguk etanol eklenerek vortekslendi. +4°C’de 13.500 rpm’de 10
dk santrifiij edildi. Ust siv1 atilarak pelet oda 1sisinda kurutuldu. Steril dH,0 ile
sulandirildi ve ~20°C’de sakland: (65).

4.17. Rekombinant plazmit (pFhCL1) varh@mmm kesim deneyleri ile
dogrulanmasi

Alkali lizis yontemiyle elde edilen plazmit DNA’s1 Xhol- Sall ve EcoRI- Sall
kesim enzimleriyle kesildi ve etidyum bromidle boyanmis %1.5’luk agaroz jelde

goriintiilendi (65).
4.18. Rekombinant pFhCL1 plazmitinin Vero hiicrelerinde agiklatiimasi

4.18.1. Rekombinant plazmit ile Vero hiicrelerinin transfeksiyonu

Rekombinant pFhCL1 plazmitinin Vero hiicrelerine gegici (transient)
transfeksiyonu TransFast Transfection Reagent (Promega Co, Madison, WI, A.B.D.)
kiti kullanilarak kit prosediiriine gore yapildi. Buna gore; transfeksiyondan bir giin
dnce, oda 1s1sinda 1sitilan TransFast Transfection Reagent’in konsantrasyonu 1 mM
olarak hazirland1 ve —20°C’ye kaldinldi. Yirmi bes cm®lik hiicre iiretim kabimn
%80’ Vero hiicreleri ile kaplandiktan sonra transfeksiyon islemi yapild1.
Transfeksiyon éncesi —20°C’de bekletilen TransFast transfeksiyon soliisyonunun oda

isisinda ¢ozillmesi saglandi. Mikrosantrifiij tiiptinde 1 pg rekombinant pFhCLI
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plazmiti ile 3 pl TransFast Transfection Reagent karistirilip vortekslendi ve oda
1sisinda 15 dk bekletildi. Bu sirada hiicre tiretim kabindaki vasat bosaltilarak iki kez
PBS ile yikandi. Sonra rekombinant plazmit ve TransFast karigimina 1 ml DMEM
eklenerek hiicre {iretim kabina kondu ve 37°C’de bir saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda kabin igine 3.5 ml DMEM, 0.5 ml fotal sigir serumu eklenerek 37°C’de 72
saat daha inkiibasyona birakild: (74).

4.18.2. Transfekte Vero hiicre}lerinin par¢alanmasi ve Sodyum dodesil
siilfat-poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) i¢in hazirlanmasi

Inkitbasyon sonunda hiicre {iretim kabindaki sivi dokiildii. Kap iki kere PBS
ile yikandi. Uzerine 2 ml PBS konularak hiicreler kaptan plastik bir kaziyici ile
dikkatlice kazind1 ve kap icerigi mikrosantrifiij tiiplerine konuldu. +4 °C’de 13.000
rpm’de 10 dk santrifijj edildi. Ust siv1 atilarak pelet 450 pl SDS yiikleme soliisyonu
(loading buffer; %0.2 Sodyum dodesil sulfat, 125 mM Tris-HCI, %10 gliserol, %0.2

2-merkaptoetanol, %0.002 bromfenol mavisi) ile sulandirildi (65).

4.18.3. Rekombinant cathepsin L1 proteininin Sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) '

Rekombinant cathepsin L1 proteininin varhgim gdstermek amaciyla
SDS-PAGE ile transfekte Vero hiicrelerinin protein analizi yapildi. SDS-PAGE
analizi su sekilde yapildi: Biri cam digeri mika olan 20x20x0.5 cm ebatlarindaki
elektroforez kasetinin her iki yanina ve alt tarafina 0.5 cm kalinhigindaki ¢ubuklar
yerlestirildi ve sivi sizdirmayacak sekilde bantlandi. Hazirlanan 50 ml %10’luk
ayirict jel (seperasyon jel; 19.8 ml dH,0, 16.7 ml %30 poliakrilamid, 12.5 ml 1.5 M
Tris pH=8.8, 500 pl %10’luk SDS, 500 pl amonyom persiilfat, 30 pul N,N,N,-N
tetrametiletilenamin (TEMED) soliisyonu) elektroforez kasetinin igine dokiildii.
Yiizey gerilimini azaltmak ve jelin hava ile temasim keserek polimerizasyonu
kolaylastirmak amaciyla jelin tizerine hemen 2 ml biitanol (Sigma Chemical Co. St.
Louis, MO, A.B.D. ) eklendi ve polimerizasyon i¢in 30 dk bekletildi. Biitanol
dokiildii ve dH,0 ile yikanarak kurutma kagid: ile kurutuldu. Kaset i¢inde polimerize

olan jelin tizerine 20 ml %5°lik yigmlayici jel (stacking jel; 12.6 ml dH,0, 3.4 ml
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%30 akrilamid kangimi, 2.5 ml 1 M Tris pH=6.8, 200 ul %10 amonyum persiilfat,
20 ul TEMED igeren soliisyon) dokiildii. Vakit kaybetmeden &rneklerin yliklenecegi
kuyucuklarin olugmasi igin tarak yerlestirildi ve polimerizasyon i¢in 30 dk beklendi.
Tarak c¢ikanlarak kuyucuklar dH,O ile yikandi ve jel pargaciklari temizlendi.
Elektroforez kaseti sogutmal1 elektroforez tankina Owl seperation systems (Apogent
Technologies, Portsmouth, NH, A.B.D. ) yerlestirildi. Tank, Tris-glysine
elektroforez solusyonu (950 ml dH,O igerisinde 94 gr glisin ve 1.51 gr Tris base
¢oziildii ve 50 ml %1 SDS ilavesi ile 5X stok hazirlandi) ile dolduruldu. Anot ve
Katot kablolar tanka baglanarak 150 Volt sabit akimla 10 dk oda 1sisinda 6n
elektroforez yapildi. 4.18.2.°de anlatildigi sekilde hazirlanan 6rneklere %10
dithiothretiol (DDT) eklendi ve kaynar suda 3 dk bekletildi. Molekiiler agirlik
markeri (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, A.B.D. ) ise kaynar suda 20 sn
bekletildi. Kuyucuklara, rnekler 40 pl, molekiler agirlik markeri 5 pl olacak.sekilde
yiiklendi. Elektroforez islemi oda 1sisinda 150 Volt akimla 8 saatte gergeklestirildi
(65).

4.18.4. SDS-PAGE’te elde edilen rekombinant cathepsin L1 protein
bandimin Western blotting yontemiyle dogrulanmasi

Elektroforezin sekizinci saatinin sonunda elektirik akimi kesilerek
elektroforez kaseti tanktan ¢ikanldi. Yiginlama jeli kesilip atildi. Jel ile aym
ebatlarda nitroseliiloz membran (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, A.B.D. ) ve
6 adet Whatmann 3M kurutma kagidi hazirlandi. Nitroseliiloz membran distile suda;
ikiser adet kurutma kagid1 ise Anot Soliisyonu I (0.3 M Tris pH=10.4, %20 metil
alkol), Anot Soliisyonu II (0.0025 M Tris pH 10.4, %20 metil alkol) ve Katot
Soliisyonu (0.025 M Tris pH 9.4, %20 metil alkol)’nda 10°ar dk. bekletildi. Jeldeki
proteinlerin nitroseliiloz membrana transferi Semi Dry System (WED Camp, Seattle,
WA, AB.D. )’de gergeklestirildi. Transfer cihazina anottan Katota dogru sirasiyla;
Anot I ve Anot II’de 1slatilmig kurutma kagitlari, nitroseliiloz membran, jel ve en son
olarak da katotta bekletilmis kurutma kagitlar1 konuldu. Anot ve Katot kablolar gii¢
kaynagina baglandi. Transfer islemi oda 1sisinda 10 mA akimla 2 saatte tamamlandi.

Islem sonunda nitroselilloz membran seritler halinde kesildi. Molekiiler agirlik
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markerinin bulundugu serit kurutulup sakland:., Serit seklinde kesilen membranlarin
bloklanmasi amaciyla; sulandirma soliisyonu (%0.02 Tween 20 PBS) ile sulandirilan
%5°1lik yagsiz siit tozunun bulundugu kaba konulan membranlar 37°C’de sallaylél
lizerinde 2 saat inkiibe edildi. Membranlar PBS ile yikand: ve fasciolosis yoniinden
ELISA’da pozitif ve negatif bulunan insan serumlar: ile inkiibe edildi. Bu amagla
pozitif ve negatif serumlar sulandirma soliisyonu ile 1/50 oraninda sulandinldi ve
lizerlerine membranlar birakilarak 4°C’de sallayic1 {izerinde bir gece bekletildi. Kap
icindeki serumlar dokildii. Membranlar yikama soliisyonu (%0.1 Tween 20 PBS) ile
oda 1sisinda 5 dk. yikand:i. Bu islem 5 kez tekrarlandi. Ardindan membranlar
sulandirma soliisyonu ile 1/1000 oraninda sulandirilan goat Anti human IgG Biotin
konjuge (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, A.B.D. ) ile bir kap igersinde 37°C’de
sallayici lizerinde 1 saat inkiibe edildi. Kap i¢indeki konjuge dokiilerek membranlar
5’er dk’lik stirelerle 5 kez oda 1s1sinda yikama soliisyonu ile yikandi. Bu membranlar
daha sonra, sulandirma soliisyonu ile 1/1000 oraminda sulandirilan Avidin-
Horseradish Peroxidase (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, A.B.D. ) ile bir kap
icinde 37°C’de 1 saat sallayici iizerinde inkiibe edildi. Membranlar 5’er dk’lik
stirelerle 5 kez daha oda 1sisinda yikama soliisyonu ile yikandi. Cathepsin L1’e 6zgii
banti gézlemek amaciyla, karanlik bir kutu iginde kromojen DAB soliisyonu [15 ml
0.05 M Tris-HCI pH 7.6 i¢inde 0.5 mg DAB tablet (Sigma Chemical Co. St. Louis,
MO, A.B.D. ) eritildi, siiziildii ve kullanimdan hemen 6nce %20 HyO,’den 25 ul
eklendi] ile birka¢ dk inkiibe edildi. Membranlar dH,O ile yikanarak reaksiyon
durduruldu.

Onceden kesilip kurutulan molekiiler agirlik markeri ile membranlar
karsilastirilarak beklenen molekiiler agirliktaki cathepsin L1’e 6zgii bant gozlendi.

Kurutma kagidinda kurutulan membranlar saklandi (65).
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5. BULGULAR

5.1. F. hepatica cathepsin L1 geninin dkaryotik hiicrelerde agiklatilmasi
islemi ile ilgili deneylerin semas:.
F. hepatica cathepsin L1 geninin 6karyotik hiicrelerde agiklatilmasi islemi

ile ilgili tiim islem basamaklar Sekil 2 ve 3°de sematize edilmistir.
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Sekil 2: F. hepatica cathepsin L1 geninin klonlanmasi
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Sekil 3: pFhCL1 plazmitinden cathepsin L1 proteininin elde edilmesi ve

Western blot ile gosterilmesi
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5.2. Polimeraz zincir reaksiyonu ile cogaltilan F. hepatica cathepsin L1

geninin goriiniimii

Polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilan 981 bazlik I hepatica cathepsin

L1 geninin %1.5"1uk agaroz jeldeki goriintimii Sekil 4°de sunulmustur.

1000 =
900 - -—J
»

-

kil 4: %1.5"luk agaroz jeldeki F. hepatica cathepsin L1 geni. Siitun 1; 100

baz’lik ladder DNA, Siitun 2; 981 bazlik cathepsin L1 geni
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5.3. Cathepsin L1 ~geninin  pCl-neo memeli expresyon vektiriine
yerlestirilmesi ile elde edilen rekombinant pFhCL1 plazmitinin transforme
edildigi E. coli kolonileri

Rekombinant pFhCL1 plazmitinin kompetan IM109 E. coli hiicrelerine
transforme edilerek ampisilinli LB kati besi yerine ekimi sonucu elde edilen

koloniler Sekil 5°de goriilmektedir.

Sekil 5: Rekombinant PFhCL1  plazmitinin £ coli hiicrelerine

transformasyonundan sonra olusan kolonilerin LB kat1 besiyerindeki gériiniimii
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5.4. Transforme edilen kompct:nﬁ JM109 E. coli hiicrelerinde
rekombinant pFhCLI plazmitinin PZR Tarama ve enzim kesim deneyleri ile
gosterimi

Ampisilinli LB kati besi yerinde ireyen kompetan IM109 E. coli
kolonilerinden yapilan PZR Tarama deneyi sonucu elde edilen catepsin LI

bantlarinin %1.5°luk agaroz jeldeki gériinimii Sekil 6°da gosterilmistir.

1000 -
900 =

Sekil 6: %]1.5’luk agaroz jelde PZR tarama ile cathepsin L1 DNA’smin
gosterilmesi. Siitun 1; 100 baz'lik ladder DNA, Siitun 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 ve 9;

cathepsin L1 DNA’s1

w
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Kompetan JM109 E. coli kolonilerinden alkali lizis metodu ile elde edilen
plazmit DNA’larin enzimlerle kesilerek %1.5’luk agaroz jelde yiiriitiilmesi sonucu
elde edilen bantlar Sekil 7°de gosterilmistir. pCl-neo Xhol — Sall enzim kesimleriyle
kesilmis ve boylece plazmitin klonlama bélgesindeki EcoRI kesim bolgesi ortadan

kaldinlmistir. Xhol — Sall enzimleriyle kesilince 981 bazhk cathepsin L1 geni

gozlenmistir. Ayrica rekombinant plazmitin EcoR/ Sall enzimleriyle kesimi

sonucunda 761 bazhik bant elde edilmistir

Sekil 7: pFhCL1 plazmitinin %1.5’luk agaroz jelde enzim kesim deneyleriyle
gosterilmesi. Siitun 1: 100 baz’lik ladder DNA, Siitun 2: pFhCL1 plazmitinin
EcoRI — Sall enzimleriyle kesilmesi Siitun 3: pFhCL1 plazmitinin Xhol — Sall

enzimleriyle kesilmesi Siitun 4: Rekombinant pFhCL1 plazmiti




5.5. Vero hiicrelerinde agiklatilan cathepsin L1 proteininin Western blott

deneyi ile dogrulanmasi
ELISA ile F. hepatica’ya karsi pozitif ve negatifligi kamtlanmis serumlar

kullanilarak gergeklestirilen Western blott deneyi sonucu clde edilen 27 kDa

agirh@imdaki cathepsin L1 protein banti Sekil 8°de gosterilmistir.

Sekil 8: Reckombinant cathepsin L1 proteinin Western blott’lama ile
gosterilmesi. Stitun 1: Marker Siitun 2: 27 kDa agirh@indaki cathepsin L1 proteini

Stitun 3: F. hepatica negatif serumla yapilan Western blott sonucu Nitroseluloz

membran
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6. TARTISMA

Bu calisma gelecekte fasioliosis tanisi i¢in ELISA kiti gelistirilmesi ve
korunma i¢in DNA as1 ¢aligmalarina temel olusturmak amaciyla Tiirkiye’de ilk kez
yapilan bir ¢alisma olup F. hepatica cathepsin L1 geni 6karyatik Vero hiicresinde
aciklatilmustir. Bu amagla, dogal olarak infekte sigir karacigerinden elde edilen
F. hepatica’dan toplam RNA ve RNA’lardan cathepsin L1 ¢cDNA elde edilmis,
cDNA PZR ile ¢ogaltilarak pCl-neo memeli expresyon vektoriine yerlestirilmistir.
Bu rekombinant vektdr, Vero hiicrelerine transfekte edilerek cathepsin L1 proteini
elde edilmis ve bu protein Western blott ile dogrulanmistir.

Galismada F. hepatica cathepsin L1 geni proregion bolgesi ile birlikte
klonlanmis ve okaryotik Vero hiicrelerinde agiklatilmistir. Proregion bdélgesinin
buluﬁmam cathepsin L1 proteinin dogru bir sekilde katlanmasi, stabilizasyonu,
endoplazmik retikulumdan ¢ikist ve son seklini almasini saglamistir (42, 43, 44).

Gen agiklatilmas: calismalarinda kullanilan vektérlerin  promotor bélge
icermesi gerekmektedir. Bunun i¢in sik olarak Simian virus 40 (SV40), Bovine
papilloma virus (BPV), Ebstein Barr virus (EBV) ve SMV promotorlar
kullanilmaktadir. Simian virus 40, BPV ve EBV promotoru i¢eren vektdrler memeli
hiicrelerde diistik-orta derecede expresyon saglarken, SMV promotoru igeren
vektorler bir ¢ok hiicre tipinde yiiksek derecede expresyon olusturmaktadir. Etkin
bir protein sentezi i¢in RNA transkriptine poli A eklenmesi ve uzamanin
durdurulmasi gerekmektedir. Bunu saglamak i¢in vektorlere erken ve ge¢ SV40
poliadenilasyon bolgeleri eklenmektedir. Ge¢ SV40 poliadenilasyon bolgesi, erken
SV40 poliadenilasyon bolgesine gore bes kat fazla RNA stabilizasyonu
saglamaktadir.

Bu ¢alismada SMV promotoru ve geg SV40 poliadenilasyon bélgesi igeren
pCl-neo  vektorli secilerek etkin  bir protein sentezinin  olusturulmasi
amaglanmigtir. Ayrica protein sentezinin verimliliginin arttirilmasinda okaryotik
genlerin kozak dizisi igermesi o6nemlidir. Bu nedenle ¢alismada primer

olusturulurken kozak dizisi eklenmistir.
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Vektore yerlestirilen genin varligi, hiicrelerdeki rekombinant vektorin elde
edilmesini takiben PZR, enzim kesim deneyleri, dizi analizi ve transforme
hiicrelerdeki rebombinant vektoriin varhigini gosteren PZR-T ile yapilmaktadir. Bu
amagcla kullanilan PZR-T diger yontemlere gore daha kisa siirede sonu¢ veren daha
kolay uygulanabilir bir yontemdir. Bu nedenle, calismamizda E. coli JM109
hiicrelerindeki rekombinant vektoriin varligi enzim kesim deneylerinin yani sira
PZR-T ile de gosterilmistir.

Transfeksiyon i¢in yaygn olarak; kalsiyum fosfat, DEAE-dekstran,
elektroporasyon, mikro injeksiyon ve lipozom kaynakli yéntemler kullanilmaktadir.
Kalsiyum fosfat ve DEAE-dekstran yéntemleri basit olmalarina karsin bir ¢ok hiicre
tipi igin etkin degildirler. Bilgisayar destekli bir sistem olan mikro injeksiyon
oldukga pahali ve zahmetli bir yontemdir. Elektrik akimi ile hiicre membran
porlarini agarak DNA’nin stoplazmaya verilmesi esasina dayanan elektroporasyon
ile hiicre membranm ve transfekte DNA zarar gérebilmektedir. Lipozom kaynakli .
TransFast™ Transfection Reagent yapisindaki sentetik lipidlerin pozitif yiikli bas
kismi negatif yiikli niikleik asidler ile kompleks olugturmakta ve ntikleik asidlerin
hiicrelere endositozla veya plazma zarindan fiizyonla girisini kolaylagtirmaktadir.
Ayrica, uygulamasi basit olan ve ¢abuk sonug¢ veren TransFast™ Transfection
Reagent in vitro ve in vivo uygulanabilmekte, DNA ve RNA’y1 da igeren bir ¢ok
molekiilin NIH3T3, CHO, K562 gibi hiicrelere transfekte edilebilmektedir. Bu
ozellikleri nedeniyle transfeksiyon i¢in c¢alismamizda TransFast™ Transfection
Reagent kullantimistir (74).

Proteinin elde edilmesi stabil transfeksiyon ile bir ay kadar stirmektedir.
Opysa transient transfeksiyon ile proteinler 48-72 saat gibi kisa bir zamanda elde
edilmektedir (74). Bu nedenle bu ¢aligmada transfeksiyon islemi transient (gegici)
olarak yapilmustir.

Fasciola hepatica tim diinyada yaygin olarak gortilen bir parazittir. Diinya
saglik orgtitth 180 milyon kisinin de risk altinda oldugunu bildirmistir. Fasciolosis
genellikle sporadik olgular seklinde olup siklign bolgelere gore farklilik
gostermektedir. Endemik ve epidemik oldugu bolgeler vardir. Yakin

komsularimizdan Iran’da endemik oldugu bildirilmektedir (6). Ulkemizde
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genellikle cerrahi girisimle tan1 konan olgil bildirimleri diginda, insanlarda
fasciolosis insidansi ve prevalansi konusundaki ¢alismalar oldukga az sayidadir (32,
75, 76).

Infeksiyonun klasik tanisi, digkida F. hepatica yumurtalarinin gériilmesi ile
yapilmaktadir. F. hepatica’nin alinmasi ve yumurtlayacak olgunluga erismesi
arasmda gegen dénemde diskida yumurta bulunmamaktadir. Olgunlasan parazitin
diizensiz yumurtlamamasi nedeniyle her zaman digkida yumurta gériilmemesi, diski
bakisinda gériilen yumurtalarin baska parazitlerle karisabilmesi ve yalanci parazitoz
gibi nedenlerle digki bakisi tanmida tek bagina yeterli olmamaktadir. Ayrica
fasciolosis genellikle asemptomatik seyretmekte, semptomatik olgularda gériilen
semptom ve bulgular da 6zgiil olmadig1 icin gdzden kacabilmektedir. Laboratuvar
tetkiklerinde sik rastlanan eozinofilinin yani sira ultrason, BT, MR gibi radyolojik
yontemlerle saptanan bulgular da fasciolosise 6zgii degildir ve ancak tamiyi
destekleyebilirler (1, 2, 3). '

Fasciolosise 6zgii antikorlarn arastinnldigit IHA ve ELISA gibi serolojik
yontemler tani ve epidemiyolojik ¢alismalarda sik kullamilan yontemlerdir.
Serolojik yontemler mikroskobik bakiya gére oldukca duyarli-ve 6zgiil olmakla
birlikte duyarhlik ve 6zgiilliikleri kullanilan antijene gore degismektedir (16).
[lk dénemlerde kullanilan somatik antijenler nedeniyle Dicrocoelium dentriticum,
Taenia saginata, Echinococcus granulosus, Ascaris suum, Schistosoma mansoni ve
Trichinella spiralis gibi helmint enfeksiyonlar ile oldukga fazla ¢apraz reaksiyon
gortiliirken, daha sonra ayni amagla E/S antijenlerinin kullanilmas: ile ¢apraz
reaksiyon goriilme sikligi azalmistir (77, 78). Son zamanlarda rekombinant
antijenlerin kullanilmasi ile serolojik tami yontemlerinin duyarlihik ve zgiilliikleri
artirilmaya calisilmaktadir (16).

Fasciola  hepatica’ya  6zgl  antikorlarinin  aranmasinda  kullanilma
potansiyeli olan {i¢ recombinant antijenle ¢alismalar siirmektedir. Bunlar yag asidi
baglayan protein, glutathione S-transferaz ve catepsin proteazlar olup ilk ikisi
S. mansoni antijenleri ile ¢ok benzerlik gostermekte ve ¢apraz reaksiyonlara neden
olmaktadir. Bu antijenlerle yapilan immiinizasyon calismalari ile S. mansoni’ye

kars1 degisik diizeylerde korunma saglandigi da goriilmiistiir. Cathepsin L1 ile
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yapilan calismalar; cathepsin L1 proteininin hem insan hem de hayvan fasciolosis
olgularinin tanisinda kullanilabilecegini goéstermistir. Bu antijenin kullanildig:
ELISA ile 6zgiilligin %96.5-100, duyarhiligin ise %98.9-100 arasinda degistigi
bildirilmektedir (16).

Bu calismada elde edilen rekombinant cathepsin L1 proteininin serolojik
testlerde kullanilmasi tilkemizde gereksinim duyulan fakat ticari olarak bulunmayan
ELISA kitlerinin tretilebilmesine olanak saglayacaktir. Ayrica tilkemizde sik olarak
cerrahi girisim sirasinda tan1 konan fasciolosis olgularinda cerrahi girisim &ncesi
erken tani igin gereginde hasta baginda uygulanabilecek basit ve ¢abuk sonug veren
hizli tan1 yontemlerine olan gereksiniminin karsilanmasina da olanak saglayacaktir.

Fasciolosisin tanisi kadar 6zellikle hayvancilikta fasciolosisden korunmada
Oonem tasimaktadir. Hayvanciligin yaygin oldugu tilkelerde 6nemli bir sorun olan
fasciolosis besi hayvanlarinda verim kaybina ve &liimler nedeniyle her yil
milyarlarca dolarlik ekonomik kayba yol agmaktadir. Her tiirlii immiinizasyon ve
eradikasyon ¢alismalarina ragmen tiim diinyada her yil fasciolosis nedeniyle olusan
ekonomik kaybin 2 milyar dolardan fazla oldugu (79), sadece Ingiltere’de yillik
~ kaybin 50 milyon sterlin oldugu bildirilmistir (80). Ulkemizde hayvancilik sektorii
ekonomimiz igin Snemli bir sektordiir. Hayvanlardaki fasciolosisin yayginlhigt ve
ekonomik kayiplarin boyutu ile ilgili ¢alismalar yillik ekonomik kaybin onemli
diizeylerde oldugunu gostermektedir (81). Buna karsilik fasciolosis i¢in alinacak
etkili ve ekonomik 6nlemlerden diizenli asilama ve eradikasyon ¢alismalart oldukga
yetersizdir.

Fasciola hepatica’ya kars1 asilamada ¢esitli molekiiller protein asist olarak
denenmistir. Cathepsin L1, cathepsin L2, 16sin aminopeptitaz (LAP), glutatyon
S-Transferaz (GST), F. hepatica hemoglobini, yag asidi baglayan protein (YABP)
ve paromyosin gibi proteinler tek veya karigimlar halinde as1 olarak kullamilmistir
(82).

Yag asidi baglayan protein, oleat, palmitat, safra asitleri ve bir ¢ok hidrofobik
ligandlarin baglanmasi ve tasinmasinda rol alan biliyiik bir protein gurubudur. Bu
ailenin en iyi tanimlanan: sitoplazmik yag asidi baglayan proteindir. Sitoplazmik yag

asidi baglayan protein (SYABP) fasciolosise karsi asilamada ilk kullanilan molekiil
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olup koruyuculugu farelerde %69-78, buzagilarda %55 olarak bulunmugtur. Ancak,
yilksek derecede saflastiran YABP adjuvan ile birlikte sigirlarda uygulanmis ve
koruma saglamadif1 gosterilmistir. Glutatyon S-Transferazin siirlarda protein asisi
olarak kullanimiyla ancak %69 basar1 saglanmistir. F. hepatica’nmin subteglimental
bir proteini olan paramyosin ile asilama sonucu koyunlarda parazit sayisinin %45,
sigirlarda %47 oraninda azaldig: bildirilmistir. F. hepatica hemoglobini ile asilanan
sigirlarda ise parazit sayist %43.8 oraninda azalmistir (82).

Koyunlarda yapilan c¢alismalar sistein proteinazlar ile %65, losin
aminopeptidazlar ile %81 koruyuculuk saglandigm g6stermistir. F. hepatica’nin
E/S trtinliniin biiylik bir kismint olusturan bir sistein proteinaz olan cathepsin L,
fasciolosisde as1 adayi olarak ilk kez koyunlarda denenmistir. Asilanan hayvanlarda
parazit sayisinda azalma gériilmez iken parazitin ¢ikardigl yumurta sayisinda %69.7
oraninda azalma goriilmiistiir. Cathepsin L1 ile yapilan diger ¢alismalarda
koyunlarda parazit sayisimin %33-69 ve yumurta ¢ikarmanin %40-71 diizeyinde
azaldig: bildirilmistir. Sigirlarda 1se cathepsin L1 asis1 ile parazit sayisinda %42.5
azalma gorildigi bildirilmistir. Sigirlarda ast amaciyla cathepsin L1 proteini ile
F. hepatica hemoglobini beraber kullanildiginda parazit sayisinin %51.9 oraninda
azaldigi, atilan yumurtalarin canhihigmin ise %0-80 dizeylerinde oldugu
bildirilmistir (82). Cathepsin L1 ve cathepsin L2’nin birlikte uygulanmast halinde
koruyuculuk %60, cathepsin L1, cathepsin L2 ve LAP’in birlikte uygulanmasi
halinde ise %78 olarak saptanmistir (83).

Protein astlarimin bu disiik koruyuculuk oranlarn fasciolosise karst korunma
icin daha etkili asilarin arayisu baglatmis ve DNA asilart giindeme gelmistir (84,
85, 86). F. hepatica sistein proteaz genini kodlayan ¢cDNA ile 50 pg tek injeksiyon
seklinde as1 uygulanan bir ¢alismada, asinin koruyuculugu disi ratlarda %74, erkek
ratlarda ise %100 oldugu bildirilmistir (87). DNA asis1 ile ilgili ¢alismalar heniiz ¢ok
yeni olup yeterli bilgi birikimi olugsmamistir. Bu konuda ileri ¢aligmalarin
yapilmasina gereksinim vardir. DNA agilan antijenik bir proteini kodlayan genin bir
plazmite yerlestirilmesi ile olusturulur. Bu plazmitin etkin bir promotor ve Poli A

kuyrugu icermesi gerekmektedir (63). Calismamizda bu 6zellikleri tagiyan pCl-neo
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vektortintin kullanilmig olmas: elde ettiimiz rekombinant plazmitin DNA as1
calismalarinda kullanilabilmesine olanak saglayacaktir. :

Sonu¢ olarak, bu ¢alismada elde edilen cathepsin L1 proteini fasciolosis
tanisinda gereksinim duyulan 6zgiil ve duyarli serolojik testlerin gelistirilmesi ve
lretimi, ¢alismalarimiz i¢in temel olusturacaktir. ELISA tam kiti gelistirilmesi ile
tilkemizde tan1 ve epidemiyolojik calismalarla ilgili verilerin artacag: kanisindayiz.
Diger yandan cathepsin L1 proteini ile gelistirilebilecek hasta basinda
uygulanabilecek hizli tani yontemleri rutinde gereksinim duyulan bir eksikligi
giderecektir. Ayrica, bu calismada elde edilen rekombinant plazmit, hayvanlarda
fasciolosise karst imminizasyon i¢in ileri calismalarin yapilmasina olanak

saglayacaktir.
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