T.C.
FIRAT UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLiMLERI ENSTITUSU
PARAZITOLOJI ANABILIM DALI

FASCIOLA HEPATICA CATHEPSIN 1.2
GENININ KLONLANMASI VE DNA
DIZILEMININ BELIRLENMESI

DOKTORA TEZi

Serpil BASPINAR

ELAZIG 2007



ONAY SAYFASI

Prof. Dr. Necip ILHAN

Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirii

Bu tez Doktora Tezi standartlarina uygun bulunmustur.

Doc¢. Dr. Mustafa KAPLAN
Tip Programi

Parazitoloji Anabilim Dal1 Baskani

Tez tarafimizdan okunmus, kapsam ve kalite yoniinden Doktora Tezi olarak
kabul edilmistir.
Doc¢. Dr. Mustafa KAPLAN

Danisman

Doktora Sinavi Jiiri Uyeleri

Prof. Dr. Nilgiin DALDAL

Prof. Dr. Mustafa Yilmaz

Prof. Dr. Ahmet KALKAN

Dog. Dr. Mustafa KAPLAN

Yrd. Dog. Dr. Ahmet ERENSOY




TESEKKUR

Calismalarimda her tiirlii destegi i¢cin hocalarim, tez danigmanim Dog.
Dr. Mustafa Kaplan, Dog¢. Dr. Dilek Turgut Balik, Prof. Dr. Ahmet Kalkan,
Yrd Do¢. Dr.Ahmet Erensoy, Aras. Gor. Venhar Celik’e ve sagladigi maddi
destek sebebiyle Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Proje Birimine

(FUBAP) tesekkiir ederim.

11



ICINDEKILER

TESEKKUR. ..ottt s s s iii

ICINDEKILER........cooviviiiieeeeeeeeeeeeeeseeee e iv

SEKIL LISTES. ...ttt vii
KISALTMALAR LISTESL....c.eviiiiiiiinieiieineiecneiesiesiseesise e seeone viii
LIOZET ..ottt 1
2L ABSTRACT ..ottt sttt st s 3
3. GIRIS oot 5
B L MOTTOLOJLe ettt ettt e 5
3.2, Yasam DONGUST. ......eeeriieiiiiieiiieeniieesee ettt 6
3. 4. EPIAeMiYOLO]iee..eeeesiieeniiieniiieeritie ettt ettt ettt 8
305 KINIK oottt 10
B 6. TANI o st 12
3. 7. IMMUNOIOf. ...t 15
3. 8 TEAAVL et 17
3. 9. Korunma ve Kontrol .........cccccooiiiiiiiiiiiiiiiieiceeeeceeeeeeee e 18
3. 10. Fasciola hepatica’nin molekiiler ve antijenik yapist.......c.ccceevveeenneenn. 19
4.GEREC VE YONTEM ......oooiuiiiiieeceeeeeeeeeeeee e 24
S B 1 . V.4 | O ST S PP SRPPRPI 24
4.2. Besiyerleri ve SOIUSYONIAr........c.eeecivieiiiieeiiieeeiee e 24
4.3. Plazmit (pGEM® -T EaSy VECIOT )....ceevvviiiiiieeiiieeiieeeieeeeiee e 26
4.4. Toplam RNA IZOIaSYONU ........c.cvevevivererieeeeeeeeeeeeeeeeee s 27
4.5. Primerlerin Olusturulmas...........cocovviiiiiiiieieeeiiiie e 28

iv



4.6. Tersine Transkripsiyon ile Kopya DNA (cDNA) Elde Edilmesi ............. 28

4.7. Fasciola hepatica cathepsin L2 geninin polimeraz zincir reaksiyonu ile

COZAIIMAST 1.ttt ettt e 29
4.8. Etidyum Bromiir ile Agaroz Jel Elektroforezi ...........ccoocveeeviveinieennneennnee. 29
4.9. Kristal Viyole ile Agaroz Jel Elektroforezi ...........ccceevveevvieeniiciniicnnneen. 30

4.10. Fasciola hepatica Cathepsin L2 Geninin Agaroz Jelden

Saflagtirtlmast ......ooeiii e 30
4.11. Rekombinant Plazmitin Olusturulmasi (Ligasyon) ..........ccceeeueeevveeennnne. 30
4.12. TranSfOrMaSYON ....cc..eeiiiiieiiieiiie ettt 31

4.13. Koloni PZR ile transformasyon sonras1 pozitif insert’in dogrulanmasi)..32
4.14. Rekombinant PGEM-T CL2 Vektoriiniin Miniprep ile Elde Edilmesi ...32

4.15. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile CL2 Gen Bolgesinin

GOSETIIMEST. ..ttt 33
4.16. Cathepsin L2 cDNA sekans analizi ..........cccccoevveevnieeniieeniieeniieeniees oo 33
5. BULGULAR. ...ttt ettt 34

5.1. Fasciola hepatica cathepsin L2 geninin klonlanmasi ve DNA

dizileminin belirlenmesi islemleri ile ilgili deneylerin akis semast. ... ...34
5.2. Polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢cogaltilan Fasciola hepatica

Cathepsin L2 geninin gOriniimil ..........ccueeevveeeriieeeniieeeiieeeiiee e e .36
5.3. Cathepsin L2 geninin pGEM® -T Easy vektoriine yerlestirilmesi ile

elde edilen Rekombinant pGEM-T CL2 plazmitinin transforme

edildigi E. coli KOlonileri..........ooueviiiiiiii e 37
5.4. Transforme edilen kompetan JM109 E. coli hiicrelerinde

rekombinant pGEM-T CL2 plazmitinin PZR Tarama ile gosterimi......37



5.5 Cathepsin L2 cDNA dizilemi Ve SOYaZacl..........ceevveeenueeenieenniieeriieenineen. 39

6. TARTISMA .......oooiiimieieieeeeeeeeeeeeeeee e 42
7. KAYNAKLAR ...ooooiiieeeeeeeeeeeee et 50
OZGECMIS ..ot 57

vi



SEKIL LISTESI

Sekil 1: F. hepatica cathepsin L2 geninin okaryot hiicrede klonlanmast ...... 35
Sekil 2. Polimeraz zincir reaksiyonu ile cogaltilan F. Hepatica cathepsin
L2 geninin %1’lik agaroz jelde Etidyum bromiir ile boyanarak (A)
ve kristal viyole ile boyanarak (B) elde edilen goriintiisii............. 36
Sekil 3. Rekombinant pGEM-T CL2 plazmitinin E. Coli hiicrelerine
transformasyonlarindan sonra olusan kolonilerin LB kati
besiyerindeki gOriniimil...........oooviiiiiiiiiiiiiiii i, 37
Sekil 4. Transformasyon uygulanan E. coli kolonilerinde rekombinant
pGEM-T CL2 plazmitinin PZR tarama ile elde edilerek varlig

kanitlanan F. hepatica cathepsin L2 geninin %1.5’lik agaroz

jeldeki gOorinlimil. .......o.oiiniiiiii e 38
Sekil 5. Cathepsin L2 cDNA dizilemi.........c..coooiiiiiiiiiiiiiiiii, 39
Sekil 6. Cathepsin L2 aminoasid dizilemi .................c.ooooviiiiin oo, 40
Sekil 7. Cathepsin L2 SOYa8acl. .......ooueviiiiiiiiiiii i 41

vii



DNA
KDa
ng

dk

E. coli
dH,O
RNA
Pmol

Lt

0)))
PZR
LB

Sn

ml
GST
SMV
BPV
Hb
TT

EBV

KISALTMALAR LiSTESI

:Deoksiriboniikleikasit
:Kilo dalton
:Mikrogram

:dakika

:Escherichia coli
:Distile su

:Riboniikleik asit
:Pikomol

:Litre

:Molarite

:Optik Dansite
:Polimeraz zincir reaksiyonu
:Luria Bertani

:Saniye

:Mikrolitre

:Mililitre

:Glutatyon S-Transferaz
:Sitomegaloviriis
:Bovine papilloma viriis
:Hemoglobin
:Transkripsiyon

:Ebstein Barr viris

viii



ELISA

M MLVRT
YT

TAE

SAB

CV
SYABP
dNTP

mM

:Enzime bagli immunosorbent deneyi
:Moloney Murine Leukemiea Viriis
:Yeast Tryptone

:Tris acetat edta

:Sample aplication buffer

:Crystal viole

: Stoplazmik yag asidi baglayan protein
:Deoksi niikleotid trifosfat

:Milimolar

iX



1.0ZET

Fasciolosis Fasciola hepatica’nin insan ve hayvanlarda neden oldugu
paraziter bir hastalik olup tiim diinyada ve Tiirkiye’de sik goriilmektedir.
Elaz1g ve cevresinde ise sporadik olgular seklinde goriilmekte olup saglikli
bireylerde fasciolosis seroprevalansinin %2.78 oldugu bildirilmektedir.

Fasciolosisin kesin tanist digkida yumurtalarin  saptanmas: ile
yapilmaktadir. Ancak hastaligin akut doneminde, ektopik yerlesimlerde ve
yalanci parazitlik durumlarinda bu miimkiin olmamakta ve serolojik testler
kullanilmaktadir.

Fasciola hepatica’nin ekskretuvar-sekretuvar antijenlerinin biiytik bir
boliimiinii olusturan proteazlar F. hepatica’ya 6zgiil olmalar1 ve antijenik
yapilar1 nedeniyle tani yOntemlerinde ve korunma amciyla immiinizasyon
calismalarinda kullanilabilecek potansiyel bir molekiildiir. Bu c¢alismada
F. hepatica cathepsin L2 geninin klonlanmasi ve gen dizilmesinin belirlenmesi
amaclanmustir.

Bu calismada dogal olarak infekte sigir karacigerinden elde edilen F.
hepatica’dan toplam RNA elde edildi ve RNA’dan cathepsin L2 cDNA
olusturuldu. PZR ile ¢ogaltilan cathepsin L2 cDNA pGEM-T Easy vektoriine
yerlestirildi. Olusturulan ve pGEM-T CL2 olarak adlandirilan rekombinant
vektor kompetan JM109 E. coli hiicrelerine transfekte edilerek cathepsin L2
klonlandi. JM109 E. coli kolonilerinden PZR tarama ile elde edilen cathepsin
L2 cDNA %]1.1’lik agaroz jelde yiiriitiillerek gosterildi. Cathepsin L2

cDNA’nin niikleotid dizilemi ve soy agaci belirlendi.



Fasciola hepatica cathepsin L2 Tiirkiye’de ilk kez klonlanmis olup
belirlenen niikleotid dizilemi literatiirde bildirilen ikinci F. hepatica cathepsin
L2 niikleotid dizilemidir. Daha 6nce Dowd ve ark. tarafindan bildirilen F.
hepatica cathepsin L2 (gen bank no: U62289) ile %99 benzerlik gdsterdigi
belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: F. hepatica, cathepsin L2, klonlama, niikleotid dizilemi,

soy agaci



2.ABSTRACT

Fasciolosis is a common parasite disease, caused by Fasciola hepatica
that being found throughout all regions of the world including Turkey,
affecting both human and animals. Sporadic cases of Fasciolosis have seen in
Elazi1g and its seroprevalance in healthy individuals is reported to be 2.78%.

Definitive diagnosis of fasciolosis is made by detection of eggs in the
host faeces. But, detection of eggs is impossible in early infections, ectopic
infections and false parasitosis, and serologic tests shouls be used to diagnose
these conditions. Proteases represents the major parts of the excretory-secretory
antigens of the Fasciola hepatica and due to their specific antigenic nature they
are potential candidate molecules to be used for diagnosis and immunization
methods. The aim of this study was to clone and determine the sequence of
cathepsin L2 gene.

In the present study, we composed cathepsin L2 cDNA from RNA that
obtained F. hepatica from liver of naturally infected cattle by reverse
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). After PCR amplification,
cathepsin L2 cDNA was purified and was cloned into the pGEM-T Easy
vector. The presence of cathepsin L2 gene was confirmed by PCR screening.
This recombinant vector that named pGEM-T CL2 was tranfected into JM109
E. coli cells. So, pPGEM-T CL2 was obtained from JM109 E. Coli cells by
QIAGEN QIA Prep Kit and the presence of cathepsin L2 gene was confirmed

by PCR screening. Cathepsin L2 c¢cDNA was showed by agarose gel



electrophoresis. We determined DNA sequencing and performed phylogenetic
analysis.

For the first time, the cathepsin L2 of F. hepatica cloning was
performed and sequencing from a Turkey isolate and nucleotide sequence
showed 99% identity with previously published sequence of F. hepatica
cathepsin L2 (GenBank accession no.U62289) by Dowd et al.

Key words: F. hepatica, cathepsin L2, cloning, nucleotide sequencing,

phylogenetic tree.



3. GIRiS

Fasciola hepatica Digenea alt sinifindan fasciolidae ailesinde yer alan
bir tiir karaciger trematodu olup insan ve hayvanlarda fasciolosise yol acar.
Ulkemizde gecmis yillara gore tibbi ©nemi artmakta ise de asil Onemi
hayvancilik alaninda olusturdugu biiyiik ekonomik kayiplara baghdir

(80, 81, 91).

3. 1. Morfoloji

Fasciola hepatica’nin erigkinleri 1.8-5 cm (ortalama 2-3 cm) boyunda
ve 4-15 mm eninde olup yaprak seklindedir. Gen¢ formlar ise birka¢ mm
uzunlugundadir ve viicutlart mizrak ucuna benzer. Olgun parazitin kenarlar
esmer, koyu boz ortasi ise sari, turuncu renktedir (80, 90, 91).

Parazitin gévdesinin Onii koni seklindedir ve buraya bas konisi denir.
Bas konisi lizerinde ag1z cekmeni bulunur. Bas konisinden sonra viicut genisler
ve sonra tekrar daralir, boylece parazit omuzlu bir goriinim kazanir. Omuz
cikintilarinin hizasinda, orta hatta asetabulum denilen karin ¢ekmeni vardir
(80, 90, 91).

Parazit; sinir sistemi, salgi sistemi, bagirsak sistemi ve iireme
sisteminden olusan kompleks bir yapiya sahiptir. Viicudunun iizerinde arkaya
dogru yonelmis kitin yapisinda sert dikenler bulunmaktadir.

Fasciola hepatica yumurtalar1 130-140 pm boyunda ve 70-90 um

eninde olup tek kutuplarinda kapak bulunmaktadir, kapagin karsi kutbunda ise



iceri dogru hafif bir kalinlasma vardir. Sari, kahverengi olan yumurtalar digki

ile disar1 atildiginda heniiz embriyon gelismemistir (80, 90, 91).

3. 2. Yasam Dongiisii

Parazitin yasam dongiisii genel olarak su asamalardan olusur:
Yumurtanin son konaktan atilmasi, yumurtada mirasidyumun gelismesi,
mirasidyumun yumurtadan ¢ikmasi ve ara konagi olan yumusakgalara girmesi,
ara konakta gelisme ve c¢ogalma, serkaryalarin yumusakcadan c¢ikmasi ve
kistlenmesi, metaserkaryalarin son konak tarafindan alinmasi ve olgunlagmasi
(80).

Parazitin son konagi genellikle sigir ve koyun gibi gevis getiren
hayvanlardir. Ayrica keci, manda, deve, lama, beygir, domuz, fil, esek, sincap,
geyik, maymun ve laboratuvar hayvanlarindan tavsan, kobay, fare ve hamster
da son konaklar arasinda yer almaktadir. Bu parazite seyrek olarak insanlarda
da rastlanmaktadir (90).

Son konagin safra yollarina birakilan yumurtalar safra ile bagirsaga
gelir ve buradan digki ile digsar1 atilir. Yumurta icinde embriyonun
gelisebilmesi icin yumurtanin diskidan temizlenmis olmasi gerekir, bu da
ancak digkinin sulu bir ortamda ¢o6ziilmesiyle olur. Yumurtalar oksijenden
yoksun, nemin yeterli olmadigi kuru ortamlarda gelisemez fakat uzun siire
canli kalabilir (12, 80).

Yumurtalarin gelismesi i¢in gerekli sicaklik 5-30°C, pH ise 4.2-9

arasindadir. En uygun sicaklik 25°C ve en uygun pH 5.5-6’dir. Parazitin



gelisimi 23-26°C’de 2-3 haftada tamamlanirken 16°C’de bu siire 3 aya kadar
uzamaktadir (80).

Yumurtada olusan mirasidyumun yumurtadan ¢ikmasi i¢in 1s1, 151k ve
oksijen yogunlugu gibi ortam kosullarinin uygun olmasi gerekir (80).

Mirasidyumun yasam siiresi ¢ok kisa olup, dogal kosullarda iki giinden
fazla degildir. Mirasidyumlarin gelisebilmesi i¢in ara konaklar1 olan Lymnaea
cinsinden baz1 yumusakcalarin viicuduna girmesi gerekir. Kuzey Amerika’da
ara konak siklikla L. bulimoides iken, Avrupa ve diger bircok bolgede en
onemli tiir L. truncatula’dir. Bu yumusakgalar batakliklarda, su birikintilerinde
ve sulak cayirlarda yasar. Mirasidyumlar bu yumusakcalarin lenf kanallarinda
tilylerini kaybederek sporokistlere doniisiirler. Yedinci giinde sporokistlerden
rediler veya yavru sporokistler gelisir. Uygun kosullarda rediler salyangozun
hepatopankreas bezine goc eder ve burada her birinden 10-20 tane serkarya
geligir. Bir Lymnaea i¢inde yaklasik 500 kadar serkarya gelisir. Serkaryalar
salyangozu terk ettikten sonra su bitkileri iizerine yerlesirler ve kuyruklarinm
kaybedip viicut yiizeylerinin etrafinda kilif salgilayarak metaserkarya haline
doniisiirler (90, 91).

Fasciola hepatica’min bulasici formu metaserkarya olup iizerinde
metaserkarya bulunan su bitkilerinin yenilmesiyle veya sularin alinmasiyla son
konaga bulagir. Son konagin ince bagirsaginda gen¢ Fasciola hepatica’lar kist
ceperinden ¢ikar, barsak ¢eperi ve peritondan gecip karaciger parankimine ve
buradan da safra yollarina ulasarak yerlesir. Parazitin seksiiel olgunluga

ulagsmasi1 sadece safra kanallar1 ve safra kesesinde miimkiindiir. Burada



olgunlasan parazit konaga girisinden 3-4 ay sonra yumurtlamaya baglar
(37,90, 91).

Fasciola hepatica karaciger ve safra kanallar1 disinda nadiren mide,
beyin, deri alti, apandiks, venler, akciger, kalp ve plevral kaviteye de
yerlesebilir. Bu nedenle parazit larvalarinin periton yolu disinda dolasim

yoluyla da viicuda yayildig: diisiiniilmektedir (91).

3. 4. Epidemiyoloji

Fasciolosis sigir ve koyun yetistiren iilkelerde daha yaygin olmakla
birlikte hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde goriilen diinya capinda
yaygin bir sorundur. Bu hastaliga hayvanlarda sik rastlanirken insanda seyrek
olarak goriiliir (12, 37, 59, 64).

Son 10 yilda diinyada F. hepatica enfeksiyonlarinda bir artis olmustur
ve Diinya Saglik Orgiitii’niin 1995 yilinda yaptig1 bir calismada 61 iilkede 2.5
milyon kisinin infekte oldugu ve 180 milyondan fazla kisinin de risk altinda
oldugu bildirilmistir (93).

Fasciola hepatica enfeksiyonu her yasta goriilebilir ve bu enfeksiyona
kars1 dogal bagisiklik olmadigt icin tiim meslek gruplarini ve sosyal siniflart
etkileyebilir. Cocuklarda hastalifa enfeksiyonun endemik oldugu bolgelerde
rastlanir. Kirsal alanlarda hastalik kentlere gore daha fazladir (25, 56).

Giiniimiizde insan fasciolosisi i¢in yeni bir epidemiyolojik
siniflandirma sistemi Onerilmis olup, bu smiflandirmaya gore prevalansin

%1’ den az oldugu bolgelerin hipoendemik, prevalansin %1-10 arasinda oldugu



bolgelerin mezoendemik ve prevalansin %10’dan fazla oldugu bolgelerin ise
hiperendemik bolge olarak tanimlanmasi uygun goriilmiistiir (58).

Diinyada insan fasciolosisi hipoendemik bdlgelerden hiperendemik
bolgelere kadar farkli bir dagilim gostermektedir. Bu dagilim farkli cevre
kosullarina baghdir. Parazitin ara konagi olan Lymnaea’larin bulundugu sular
dagilim agisindan 6nemlidir. Ayrica iklim kosullar1 da F. hepatica’nin dagilimi
tizerinde etkilidir. Fasciolosise 1liman ve tropikal bolgelerde daha sik rastlanir
(32, 93).

Infekte olgularin ¢ogunlugu Bati Avrupa (Portekiz, Fransa, Ispanya),
Giiney Amerika, Kuzey Afrika, Uzak Dogu, Misir, Okyanusya ve iran’dan
bildirilmistir (58).

Giiney Amerika’da insan fasciolosisi Peru, Ekvator ve Bolivya’da sik
goriilmektedir. Bolivya’nin Altiplano Bolgesi insan fasciolosisi agisindan
hiperendemik bir bolge olup yapilan koprolojik methodlarla prevalansin
%70’1n lizerinde oldugu bildirilmistir. Bu bolge insan fasciolosisi prevalansinin
en yiiksek oldugu bolgedir (65, 93). Peru insan fasciolosisinin yaygin oldugu
diger yerlerden birisi olup 1995 yilinda Diinya Saglik Orgiitii’niin yaptig1
calismada 8 milyon kisinin risk altinda oldugu bildirilmistir (58).

Avrupa’da Fransa 6nemli bir endemik bolgedir. Ayrica Portekiz’de de
hastalik 6nem tasimaktadir ve iilkenin kuzeyi endemik bolgedir. Ispanya’da ise
daha cok kuzeyde insan fasciolosisine rastlanmaktadir. Afrika’da ise en biiyiik
problem Misir’da olup Nil Deltasi’'ndan bircok olgu bildirilmistir. Asya

iilkeleri icinde Iran’da uzun bir siireden beri iilkenin her bolgesinden vakalar



bildirilse de esas olarak iilkenin kuzeybatis1 yiiksek prevalansa sahiptir. Dogu
Asya’da ise Japonya ve Kore’de sporadik vakalar bulunmaktadir (93).
Tiirkiye’de F. hepatica’nin ara konagi olan L. truncatula her yerde
bulunur. Tiirkiye’de insan fasciolosisine az rastlanmakta ve hastalik sonbahar
ve kis aylarinda daha sik goriilmektedir. Elazig ve ¢evresinde sporadik olgular
seklinde goriilmekle birlikte saglikli bireylerde yapilan bir c¢alismada

fasciolosis seroprevalansinin %?2.78 oldugu gosterilmistir (45).

3. 5. Klinik

Fasciolosis patojenitesi yiiksek bir hastalik olup patogenez ve klinik
bulgular; parazitin sayisina, parazitin yerlestigi organlardaki dagilimina,
konagin tiirline, konagin bagisikligina bagh olarak degisir. Eger parazit sayisi
azsa hastalik yillarca belirtisiz ve kronik sekilde siirebilir. Nadir olmakla
birlikte fazla sayida parazit alinirsa bacaklarda ve viicutta 6dem ve kaseksi
hatta 6liimle sonuc¢lanan tablolar gelisebilir. (56, 8, 91).

Hastalik akut ve kronik olmak iizere 2 ayr1 fazdan olusur. Parazitin
viicuda alinip safra sistemine girene kadar gecirdigi doneme akut faz
denilmektedir. Bu fazda goriilen semptomlar go¢ eden larvalarin neden oldugu
hasara ve inflamatuvar yanita baghdir. Siklikla akut baslayan ates, karin agrisi,
dispepsi goriiliir. Karin agris1  6zellikle karacigere uyan bolgede; sag
hipokondriumdadir. Kilo kayb1 ve halsizlik diger sik goriilen semptomlardir.
Ayrica goglis agrisi, Oksiiriilk, anoreksia, bulanti, kusma, bagirsak
aligkanliginda degisiklik daha az goriilen semptomlardir. Bas agris1 ve terleme

tabloya eklenebilir. Hastaligin en 6nemli 3 belirtisi agri, ates ve karaciger
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biiylimesidir. Ates diizensizdir ve haftalarca siirebilir. Hepatomegali
karacigerin tutuldugunu gosterir. Bu donemde allerjiye bagh iirtiker goriilebilir.
Ayrica eozinofilili akciger infiltrasyonlari, plevral effiizyon, pndmoni gibi
akciger tutulumu bulgular olabilir.

Akciger tutulumu goriilen vakalarda tabloya hemoptizi, nefes darligi,
oksiirtik, gogiis agrist gibi semptomlar eklenir. Akut fazda eozinofili nemli bir
laboratuvar bulgusudur ve eozinofiliden dolay1 16kositoz goriilebilir (22,56,90).

Parazit safra kanallarina girdikten sonra bu semptomlar azalabilir veya
tamamen kaybolabilir. Parazitin safra sistemine yerlesmesiyle kronik faz
baglar. Bu donem insanlarda 15 yildan daha fazla siirebilir. Kronik fazda
siklikla aralikli sag iist kadran agris1 olur. Sindirim bozukluklari, kilo kaybi,
ates bu donemde goriilebilir. Safra yollarinda tikanikliga bagl pankreatit ve
kolanjit goriilebilir. Safra yollarinda tikanikligin semptomlar1 olarak ates,
sarilik, agr1 ve kasint1 tabloya eklenebilir (22, 56, 90).

Eozinofili ve hematokrit artis1 kronik fazdaki vakalarin yakalanmasi
acisindan Onemlidir. Boylece karaciger hasar1 ve anemi, kolanjit, kolesistit,
safra yollarinda tikaniklik gibi komplikasyonlar gelismeden hastalik 6nlenmis
olur (22, 36).

Baz1 vakalarda parazit hepatobilier sistem disinda viicudun farkh
bolgelerine yerlesebilir. Buna ektopik fasciolosis denir. Akciger ve bronslar,
periton, goz, beyin, kaslar, subkutan doku parazitin ektopik odaklar1 arasinda
yer alir. Larvalarin yerlestigi lokalizasyona bagli olarak gz bulgular,
lenfadenopati, meningeal ve fokal norolojik bulgular, solunum sistemi

bulgulan goriilebilir (22, 36).
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Hastaligin siddeti, hafif semptomlarla sinirhi kalabilecegi gibi ¢ok ciddi
de olabilir. Agir vakalarda bacaklarda baslayan sonra tiim viicuda yayilan
0dem ve kaseksi goriiliir. Tablo 6liime yol acacak kadar siddetli olabilir.

Hematemez, melena, subkapsiiler hematom, hematobilia, karaciger
sirozu hastaligin komplikasyonlar1 arasinda yer alir. Multipl ekstrahepatik

venoz tromboz ise Oliimle sonug¢lanabilen diger bir komplikasyondur (22).

3. 6. Tam

Fasciolosis tanisinda hastalik oykiisii, klinik ve laboratuar bulgular,
fasciolosisi akla getirse de tanitya yardimci olmaktan Steye gidemezler. Tani
icin koprolojik yontemler, serolojik testler, radyolojik goriintiileme yontemleri
ve molekiiler biyolojik yontemler kullanmilmaktadir (22, 23, 34).

Klinik semptom ve laboratuvar bulgulart kesin tani1 koydurmaz fakat
tan1y1 desteklemek acisindan onemlidir. Akut fasciolosisde goriilen agri, ates,
hepatomegali ile kronik fasciolosisde goriilen kolanjit ve biliyer kolik ayirici
tanida fasciolosis diisiindiiren semptomlardandir (36, 56).

Kesin tanm i¢in esas olarak kullanilan koprolojik yontem yumurtalarin
gosterilmesidir (80, 90). Bu amacla diski ve duodenum suyu incelemeleri
yapilir. Fakat yumurtalarin digkida goriilmesi ancak parazitin safra kanalina
girisi ve olgunlasmasindan sonra miimkiindiir. Bu donem infeksiyondan
yaklasik 12 hafta sonra olur. Bu nedenle hastaliga ait semptomlar basladigi
halde akut donemde diskida yumurtalar gosterilemeyebilir. Ayrica olgun
parazitin yumurtlamamasi, digkidaki yumurta sayisinin az olmasi, yumurtalarin

belirli araliklarla digkiyla atilmasi gibi nedenlerle de diski incelemesi tani i¢in
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yetersiz kalabilir. ilave olarak parazitli koyun, sigir gibi hayvan karacigeri
yenilmesi sonucu bagirsakta agiga cikan yumurtalarin digkida goriilebilmesi
nedeniyle yalanci parazitlik de s6z konusu olabilir. Bu nedenle diskisinda
Fasciola hepatica yumurtas1 bulunan kisilerde fasciolosis tanisi konmadan
once kisinin karaciger yeme Oykiisi mutlaka sorgulanmali ve siipheli
durumlarda karacigersiz diyet uygulandiktan sonra birka¢ giin ara ile diski
incelemesi yapilmalidir (34, 54, 90, 91).

Laboratuvar bulgular1 arasinda en ¢ok dikkati ¢eken eozinofilidir. Akut
fasciolosisde hastalarin %45-95 kadarinda eozinofili goriiliir (34, 36, 56).
Kronik donemde ise akut doneme gore eozinofilik hiicre sayist artabilir veya
azalabilir. Eozinofiliye bagh olarak hastalarda 16kositoz goriilebilir. Hastalarin
yaklagik yarisinda akut faz reaktanlarinda artis olabilir. Bunlardan biri eritrosit
sedimentasyon hizidir. Ayrica hastalarda parazitin kanla beslenmesine bagl
olarak normokrom normositer anemi goriilebilir. Karaciger enzimlerinden
alanin aminotransferazdaki artis hepatoselliiler hasar1 gostermektedir. Gama
glutamil transpeptidaz (GGT) ve alkalen fosfatazdaki (AF) artis ise safra
yollarindaki hasar1 gostermektedir. Tiim bu laboratuar bulgular1 fasciolosis
tanisim1 desteklemekte fakat kesin tan1 koydurmamaktadir (22, 34, 92).

Fasciolosisde taniya yardimci yontemlerden birisi de radyolojik
yontemlerdir. Ultrasonografinin (Uus) karaciger anormalliklerini
gostermesindeki duyarliligi degisken olmakla birlikte karacigerde kiiciik kistik
hepatik lezyonlara bagli olusan parankimal heterojenite gosterilebilir.
Ultrasonografi kronik donemde safra kesesinin gosterilmesinde tanida daha

yararli olabilir. Kronik donemde safra kesesinde bircok ekojenik, golge
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koyulugu olmayan kisimlar goriilebilir. Kullanilan radyolojik yontemlerden
digeri ise abdominal bilgisayarli tomografidir (BT). Bilgisayarli tomografi ile
akut fasciolosisli hastalarin %90’1indan fazlasinda anormallikler gosterilebilir
ve subkapsiiler hemorajiler tanimlanabilir. Son yillarda manyetik rezonans
goriintileme (MRG) yontemi fasciolosis tamisinda ¢ok fazla kullanilmaya
baslanmis olup karaciger parankim hasarininin gosterilmesinde oldukga
basarili sonuglar alinmaktadir. Ayrica akut fasciolosisde sintigrafinin yararli bir
yontem oldugu bildirilmistir (13).

Tan1 amach invaziv teknikler de kullanilmaktadir. Endoskopik
retrograd kolanjiopankreatografi (ERCP) ile F. hepatica’nin safra kesesinde
meydana getirdigi tipik lezyonlar gosterilebilir. Bunlar dilate safra kanallar1 ve
kiiciik, radyoliisen golgelerdir (13, 36, 66). Fasciolosis tanisinda 6zellikle akut
fasciolosisde tamida serolojik yontemler sik kullamilmaktadir. ELISA, IHA,
Counterelektroforez ve Western Blot (WT) tercih edilenlerdir. Bu testlerde
kompleks yapida antijenlerin immunolojik 6zellikleri benzer olan parazitlerle
capraz reaksiyon vermesini engellemek amaciyla parazit tarafindan salgilanan
E/S (ekskresyon-sekresyon) iiriinleri veya kismen purifiye edilmis parazit
triinleri kullanilir. E/S antijenleri icinde en fazla bulunan sistein proteinazlar
hem eriskin hem de gen¢ formlar tarafindan sekrete edilir ve hayvan ve
insanlarda oldukg¢a antijenik 6zellik gosterir, bu agidan tani i¢in degerli bir
kaynaktir (23, 80).

Son yillarda ise daha c¢ok purifiye ve rekombinant antijenler

kullanilmaktadir. Bunlarin arasinda yag asidi baglayan protein, cathepsin
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proteaz proteinleri, glutatyon-stransferaz yer alinmaktadir (18, 41, 49, 65, 78,

87).

3. 7. immunoloji

Parazitin konakta yerlesebilmesi ve gelisebilmesi i¢in konagin
biyokimyasal ve fizyolojik ortamina uyum saglamasi gerekmektedir. Konak ise
dogal ve edinsel bagisiklik sistemi ile parazite karst koyar. Bu iki tip bagisiklik
sistemi parazitin viicuda girisini, eger etken viicuda alinmigsa parazitin viicutta
yerlesmesini ve gelismesini engellemeye yonelik rol oynar.

Konagin dogal bagisiklik sistemi i¢inde deri, mukoza, mide asidi, viicut
1s1s1 ve viicudun bazi biyokimyasal ve fizyolojik ozellikleri yer alir. Bu
ozellikler ile parazitin viicuda girisi engellenir. Fakat bu bariyerler her zaman
etkenin viicuda girisini engellemek icin yeterli degildir. Dogal bagisiklik
sisteminin ayni zamanda makrofajlar, dogal oldiiriicii hiicreler ve
graniilositlerden olusan hiicresel elemanlar1 da vardir. Savunma bariyerlerini
gecebilen parazite karsi bu hiicresel elemanlar aktive olur ve etkeni viicuttan
uzaklastirmaya calisir.

Tim bu yanitlara ragmen etken viicuttan uzaklastirilmazsa edinsel
bagisiklik sistemi aktive olur. Edinsel bagisiklik sisteminin aktive edilmesinde
sitokinler gorev almaktadir. Bu sitokinler arasinda interlokin (IL)-1, IL-6, IL-
12 ve tiimor nekrozis faktor o (TNFo) bulunur. Bu sitokinler araciligiyla
yardimc1 T lenfositler aktive olur. Ayrica T lenfositlerin salgiladiklar
interferon gama (IFNy) gibi sitokinler bu hiicrelerin etkinliklerini daha da

artirir. Aymi zamanda yardimci T lenfositler salgiladiklar1 sitokinlerle B

15



lenfositleri de uyarir, B lenfositler ise parazite karsi antikor olusturur
(9, 48, 67, 69, 86).

Fasciola hepatica infeksiyonlarinda ortaya c¢ikan immun yanit heniiz
tam olarak aydinlatilamamistir. Koyun, fare ve ineklerde kronik infeksiyonda
dominant antikor IgGl’dir. Ayrica infekte fare ve ineklerde etkenin
antijenlerine kars1 IgE olustugu gosterilmistir. Koyunlarda akut F. hepatica
infeksiyonunda karacigerde CD4+ T lenfositler, B lenfositler, noétrofiller,
eozinofiller ve makrofajlar gozlenir. Kronik primer infeksiyonda ise
karacigerde esas olarak CD8+ve TCR+ lenfositler artar. Sekonder infeksiyonda
ise karacigerde CD4+ lenfositler, eozinofil ve B lenfosit infiltrasyonu
hakimdir. Primer infeksiyondan 3-13 hafta sonra sistemik eozinofili gozlenir
(57,67,71, 82, 86, 97).

Fasciola infeksiyonlarindan sonra 24 saat i¢cinde aktive makrofajlar
periton bosluguna go¢ eder. Ayrica konaga parazitin salgiladigi molekiiller
enjekte edilince de makrofajlarin peritona gog ettigi gosterilmistir (27, 82, 86).

Ineklerde T lenfosit proliferasyonu ve IL-2 iiretimi goriiliir. Infekte
ineklerde lenfositlerin ThO ve Th2 fenotipi gosterilmigken, Thl tipi
bulunmamistir. Bu nedenle kronik fasciolosiste Th2 yamiti oldugu
diistiniilmektedir (10, 11, 63).

Insanlarda ise parazit infeksiyonunun tipine goére farkli antikor
olusturulmaktadir. Insan IgG alt simiflari mentese bolgelerine gore farkl
biyolojik fonksiyonlara sahiptir. Insanlarda fasciolosisde IgG4 yiikselir

(8, 22, 67).
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3. 8. Tedavi

Insan fasciolosisinin tedavisinde giiniimiize kadar bircok ilac
denenmistir. Birkag y1l 6ncesine kadar dihidroemetin tedavide tercih edilen ilag
olmustur. Fakat toksisitesi nedeniyle yerini bithionol almistir. 5 giin boyunca
30 mg/kg/giin’liik bithionol tedavisinin ardindan hastalarin %20-30’unda ikinci
bir kiir tedavi gerekmistir. Bithionolun yan etkilerinin fazla olmasi, giinde 3
doz ila¢ uygulamasi gerektirmesi ve tedavinin 10-15 giin siirmesi nedeniyle
yerini praziquantel almistir. Fakat praziquantel tedavisinden de olumlu sonug
alinamamustir (5, 43, 44, 76, 93).

Giintimiizde insan fasciolosisinde tercih edilen ilag triclabendazol’diir.
Triclabendazol bir benzimidazol derivesi olup F. hepatica’nin hem gen¢ hem
de eriskin formlarmma karsi etkilidir. 10-12 mg/kg seklinde tek doz
uygulanmaktadir. Bu dozun iki giin uygulanmasinin tedavi etkinligini artirdigi
bildirilmektedir. Ayrica yemeklerden sonra alinmast da ilacin etkinligini
artirmaktadir. Triclabendazol genellikle iyi tolere edilen bir ilactir. Tek
kontrendikasyonu triklabendazole veya diger benzimidazollere Kkarsi
hipersensitivite gelisen durumlardir. Triclabendazol’iin en sik goriillen yan
etkisi bilier kolik ve abdominal agridir. Diger yan etkileri; epigastrik agri,
terleme ve daha az siklikta bulanti, kusma, ates, iirtiker, kasintidir
(4,13,17,41, 43, 61, 62).

Ilaglara kars1 gelisen direng giiniimiiziin énemli sorunlarindan birisidir.
Diren¢ gelisen durumlarda normal dozdaki ila¢ parazitin eriskin formlarinin
sayis1 iizerinde etkili degildir. Giiniimiizde triklabendazole kars1 direng gelistigi

gozlenmistir.  Ancak heniiz  bu direncin molekiiler mekanizmasi
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aydmlatilamamistir. Triclabendazole direncli parazitlerin tedavisinde ilk tercih
edilen ila¢ nematod ve sestodlarin da tedavisinde kullanilan albendazoldiir
(16).

Ila¢ kullanimini takiben birkag hafta veya birkac ay icinde semptomlar
diizelmeye baslar. Diskida yumurtalar kaybolur. Eozinofili azalir ve 3 ay i¢inde
normale doner. Radyolojik bulgular diizelir. Antikor seviyeleri 6-12 ay i¢inde
normal seviyeye iner. Bu degisiklikler tedavinin basarisinin gosterilmesi
acisindan Onemlidir. Tedaviye ragmen herhangi bir degisiklik olmazsa tedavi

tekrarlanmalidir (4, 5, 13, 17).

3. 9. Korunma ve Kontrol

Fasciola hepatica’nin son konaga gecisi metaserkaryalarla kontamine
su bitkileri ve sularin alinmasiyla olmaktadir (12, 80, 90). Bu nedenle
fasciolosisden korunmak icin alinan onlemlerin basinda metaserkarya tasiyan
su bitkilerinin ve sularin siki kontrolii gelmektedir. Ozellikle endemik
bolgelerde su bitkileri pisirilmeden yenilmemelidir. Ayrica gen¢ parazitle
infekte karacigerlerin pisirilmeden tiiketilmesi de insanda hastaliga yol
acmaktadir. Bu nedenle karacigerlerin tam pismeden yenilmemesi
gerekmektedir.

Saglik Bakanlig1 ve ilgili kuruluslar hastaligin kontrol ve 6nlenmesi i¢in
caligmalar yapmalidir. Ayrica saglik c¢alisanlar1 hastalik ve bulas yollar
hakkinda bilgilendirilmeli, hastaligin ciddiyeti hakkinda uyarilmalidir.

Endemik bolgelerde koruyucu halk saghigi egitimi verilmesi Onerilmektedir.
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Universiteler ve arastirma merkezleri infeksiyonun varligmi ve yayginhigim

tespit etmeli ve tedavi icin gerekli ilaclar1 bulundurmalidir (33).

3. 10. Fasciola hepatica’nin molekiiler ve antijenik yapisi

Son yillarda biyokimya, molekiiler biyoloji, immunoloji ve biyofizik
alanindaki gelismeler helmintlerin biyolojisinin, biyosentezinin, yiizey
antijenlerinin ve genomik organizasyonlarinin anlasilmasmna yardimci
olmustur. Fakat bu gelismelere ragmen F. hepatica’nin molekiiler biyolojisi
hakkindaki bilgiler simirhdir. Fasciola hepatica ¢ok hizli olan gelisimi
sirasinda farkli gelisim donemlerinde degisen gereksinimlerine uygun sekilde
farkli antijenler salgilamaktadir. Parazit konaga girdikten sonra protein
ekspresyonunda degisiklik yapar. Boylece konagin immun yanitindan kagmis
olur. Ayrica F. hepatica olgunlasirken gen regiilasyonu ve ekspresyonunda da
degisiklik olmaktadir. Parazitin geng¢ ve eriskin formlarinin enzimleri farklilik
gostermektedir. F. hepatica populasyonlar1 arasinda genetik cesitlilik vardir
(12, 26, 80).

Fasciola hepatica‘nin tan1 ve immiinizasyon i¢in énemi olan antijenleri
yag asidi baglayan proteinler (YABP), glutatyon S-transferazlar (GST),
hemoglobin (Hb), paramyosin ve proteazlar olarak siralanabilir.

Yag asidi baglayan proteinler o6zellikle parazitlerin parankim
hiicreleri ve reprodiiktif dokularinda bulunurlar ve parazitin konak sivilarindan
yag asitlerin alinmasi ve tasinmasina yardim ederler. Yag asitleri oleat,
palmitat, safra asitleri gibi maddeleri icerir. YABP’ler ilk saflastirilan ve

fasciolosise karsi as1 olarak ilk denenen antijenlerdir. Deneysel immiinizasyon
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calismalarinda YABP’ler ile farelerde %69—78, buzagilarda %55 koruyuculuk
bulunmustur (30, 86).

Glutatyon S-Transferazlar bol miktarda salgilanan ve konak immiin
yanitim1 giiclii bir sekilde uyaran oldukca antijenik enzimlerdir. GST’ler
organizmada cesitli kimyasal maddelerin salgilanmasinda ve bazi1 zararh
hiicresel metabolitlerin detoksifikasyonunda gorevli izoenzimlerden olusur.
Immunositokimyasal calismalara gore GST’ler eriskin parazitlerin bagirsak,
parankim, tegiiment ve kas hiicrelerinde yaygin olarak bulunur. GST’lere kars1
olusan immun yanitta antikorlar dogrudan GST’leri notralize eder veya substrat
baglanan kismini engelleyerek aktivitesini azaltir.

Bunun sonucunda nitrik oksit (NO) ve reaktif oksijenler detoksifiye
edilemedigi icinparaziter dokularda hasar olusur. Yapilan caligmalarda
sigirlarda GST’lerin protein asis1 olarak kullanilmasiyla %19-69 koruma
saglanmstir (20, 86).

Hemoglobin (Hb), oksijen tasima ve depolama ozelligi ile safra
kanallar1 gibi diisiik oksijen basincina sahip yerlerde parazit i¢in hayati oneme
sahiptir. Yapilan deneysel immiinizasyon c¢alismalarinda, F. hepatica
hemoglobini (FHb) ile parazit yiikiinde %43,8 azalma saglanmistir. FHb
sigirlarda cathepsin L1 ile kombine edildiginde % 42,5-52 ve cathepsin L2
proteini ile kombine edildiginde parazit sayisindaki azalma % 72’ye ulagmistir.
Immiinizasyon calismalarinda en etkili sonuglar yumurta canlilii iizerinde
alinmistir.  F. hepatica’da yumurta {iretimi oksidatif metabolizma ile
saglanmakta olup asilama amaciyla kullanilan biitiin antijenlerde yumurtalarin

canlilik oraninda azalma saptanmistir. Ancak en fazla diisiisiin cathepsin L2/Hb

20



kullaniminda oldugu goriilmiis ve dol veriminde %98’den fazla azalma
bulunmustur. (20, 86).

Paramyosin, F. hepatica’nin subtegiimental bir proteini olup
immiinizasyon ¢alismalarinda parazit yiikiinde koyunlarda %45, sigirlarda %47
oraninda azalma sagladig bildirilmistir (20)

Proteazlar, proteinlerin hidrolizini katalizleyen bir grup enzimdir.
Fizyolojik ve patolojik kosullarda hiicresel diizeyden organ diizeyine kadar
etkili olabilen degisik fonksiyonlara sahiptirler. Proteazlarin gérevleri arasinda;
zimojenik enzimlerin aktivasyonu, kanin pihtilagsmasi, fibrin pihtisinin
eritilmesi, sekretuvar proteinlerin islenmesi ve membrandan transportu yer
almaktadir (21, 73).

Proteazlar etki ettikleri yere gore endopeptidaz ve ekzopeptidaz olmak
tizere 2 ana gruba ayrilir. Ekzopeptidazlar substratin amino veya karboksi
terminal ucuna yakin peptid baglarin1 kirarken, endopeptidazlar terminal
uclardan uzaktaki baglar1 kirarlar. Ayrica proteazlar etki ettikleri yerdeki
fonksiyonel gruplara gore 4’e ayrilmaktadir. Bunlar: serin proteazlar, aspartik
proteazlar, metalloproteazlar ve sistein proteazlardir. Serin proteazlarin etki
ettikleri bolgede bir serin grubu bulunmaktadir. Aspartik proteazlar ise katalitik
aktiviteleri i¢in aspartik aside ihtiyag¢ duymaktadirlar. Metalloproteazlarin
aktiviteleri icin cift degerlikli iyonlar gerekmektedir. Sistein proteazlar ise
sistein ve histidin iceren bir katalitik bolgeye sahiptir (73).

Sistein proteazlar bir preproenzim olarak sentezlenmektedirler ve
tizerlerinde sinyal peptidi ve propeptidden olusan bir proregion bdolge

tasimaktadirlar. Bu sekilde endoplazmik retikuluma giden proenzim
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glikozilasyona ugrar ve daha sonra golgi kompleksinde mannoz rezidiileri
fosforilasyona ugrar, ardindan enzimin proregion bdlgesi enzimden ayrilir
(2,75, 88).

Sistein proteazlar prokaryot ve Okaryotlarin her ikisinde de
bulunmaktadir. Yan zincir spesifitesine gore 4 gruba ayrilmaktadirlar. Bunlar;
papain benzeri, glutamik asit benzeri, tripsin benzeri ve digerleridir. Sistein ve
histidin rezidiilerinin sirasina gore yaklasik 20 cesit sistein proteaz
tanimlanmastir (73).

Sistein proteazlar konak-parazit iliskisinde biiyiik bir dneme sahiptir.
Parazitin beslenmesi, konak dokuya gocii ve konagin immiin sisteminden
kacisinda etkilidirler (8, 73, 83).

Fasciola hepatica’nin geng ve olgun formlar konak dokuda birtakim
proteazlar sekrete ederler ve bunlarin icinde en iyi bilinenleri sistein proteazlar
arasinda yer alan cathepsin L ve cathepsin B proteazlardir. Ozellikle cathepsin
L1 ve cathepsin L2 olmak iizere 2 cathepsin L parazitin E/S (ekskresyon-
sekresyon) Uriinlerinden elde edilir. Parazitin gen¢ formlar1 hem cathepsin B
hem de cathepsin L sekrete ederken bazi cathepsin L’ler sadece erigkin formlar
tarafindan sekrete edilir (8, 20, 83).

Yapilan ilk caligmalarda parazitten elde edilen tiim cathepsin L
proteazlarin homolog oldugu diisiiniilmiistiir. Daha sonra deneyler cathepsin L
proteazlarin aslinda heterojen oldugunu ve genel olarak cathepsin L1 ve L2
olmak {izere 2 ana formunun oldugunu ortaya koymustur. Bu iki enzim
arasinda molekiil biiyiikliigii, etkili olduklar1 pH gibi fizikokimyasal 6zellikleri

acisindan belirgin farkliliklar vardir (20, 28, 29).
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Cathepsin L1’in molekiil agirhigr 27 kDa iken cathepsin L2’nin 29.5
kDa’dur. Ayrica cathepsin L1’in yedi numarali proteini prolin, cathepsin
L2’nin ise arjinindir (94).

Cathepsin L1 proteazlar immunoglobulinleri parcalayarak parazitin
geng¢ formlarina karst olusturulan antikor aracilikli immiin yaniti engeller ve
eozinofillerin tutunmasimni Onler, bdylece paraziti konagin bagisiklik
sisteminden korur. Cathepsin L2 proteazlar ise fibrinojeni parcalayarak pihti
olusumunu saglar. Parazit etrafinda olusan pihtinin, parazitin yiizeyini immiin
sistem hiicrelerinden korudugu diisiiniilmektedir. Ayrica her iki proteaz
kollajen, laminin ve fibronektin gibi matriks proteinlerini parcalamaktadir
(8, 19, 20).

Bu calismada F. hepatica cathepsin L2 geninin klonlanmasi ve gen
dizelemesinin belirlenmesi amaglanmistir. F. hepatica’nin  ekskretuvar-
sekretuvar antijenlerinin biiyiik bir boliimiinii olusturan cathepsin L1 ve
cathepsin L2 proteinleri F. hepatica’ya 6zgiil olmalar1 ve antijenik yapilar
nedeniyle tan1 yontemlerinde ve korunma amaciyla immiinizasyon
calismalarinda kullanilabilecek potansiyel bir molekiildiir. Bu c¢alismada
klonlama sonucu elde edilen cDNA iceren vektor veya rekombinant cathepsin
L2 proteini ile DNA ve rekombinant protein asi caligmalar1 yapilabilmesine

olanak saglanacaktir.
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4.GEREC VE YONTEM

4.1. Parazit

Fasciola hepatica’min erigkin sekli Malatya Malet kesimhanesinde
kesilen dogal olarak infekte sigir karacigerinin safra yollarindan elde edildi.
Karacigerler kontrol edilerek parazit siipheli olanlar diseke edilerek safra
yollarindaki F. hepatica’lar toplandi. Parazit serum fizyolojik ile 5-6 kere
yikanarak fosfatla tamponlanmis PBS (8gr NaCl, 0.2 gr KH,PO,, 2.3 gr
Na,HPO4+12H,0, 0.1gr MgS0O4+7H,0, 0.132 gr CaCl,) icine alinarak zaman
kaybetmeden laboratuvara getirildi. Parazitten toplam RNA izolasyonu islemi

baslatilincaya kadar 37 °C’de tamponlu PBS icerisinde bekletildi.

4.2. Besiyerleri ve Soliisyonlar

Minimal Agar

2x Minimal Tuzlar 500 ml/1
% 3,3 Agar 500 ml/1
% 20 Glikoz 10 ml/1
% 20 Mg SO4.TH> O 1 ml/l
% 0,1 Tiamin hidrokloriir 0,5 ml/1
SOC Medium (100 ml )

Tryptone 2 gr
Yeast extract 0,5gr
IM NaCl 1 ml

IM KCl 0,25 ml
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2M Mg+2 stok 1ml (Filtrede steril edilir)

2M Glikoz 1ml (Filtrede steril edilir)

Tryptone Yeast extract NaCl ve KCI 97ml. distile suya tamamlanir,
otoklavlanir. Daha sonra final konsatrasyonu 20 M olacak sekilde 2 M MgCl
stok soliisyonu ve 2M glikoz ilave edilir. Steril distile su ile 100ml‘ye

tamamlanir. Final Ph’nin 7 olmasi gerekir.

2 M Mg*? stok soliisyonu
MgCl, 6H,0 20,33 gr
MgSO,4 7TH,0O 24,65 gr

Distile su ile 100ml "ye tamamlanir. Filtre ile steril edilir.

2x YT Agar

Bacto Yeast extract lgr
Bacto Tryptone 1,6gr
NaCl 0,5 gr
Agar 1,5gr

LB broth (Luria Bertani) Buyyon 100ml

Tryptone lgr
Yeast Extract 0,5gr
NaCl 0,5gr

2x YT Broth (Yeast Tryptone) 100ml

Bacto Yeast extract lgr
Bacto Tryptone 1,6gr
NaCl 0,5 gr
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Yiikleme Tamponu

Sukroz 4gr

2M TrisCl

0,5M ETDA

Brom fenol blue 4mgr

100mM CacCl, 100ml

100 mM CaCl, 6H,0 21,9 g/L

5mM MgCl, 6H,O 1,02¢g/L

SmM Tris 5ml (1M P 47,6)
TAE

0,04 M Tris acetat

0,001M ETDA

pH:8.0

SAB+CV (Sample aplication buffer + crystal viole)
% 50 gliserol

1x TAE buffer 10 pl

2pg/mlson konsantrasyonda kristal viole

4.3. Plazmit (pGEM® -T Easy Vector )

pGEM® -T Easy Vector System (Promega Co. Madison, WI, ABD)

vektorii kullanildi (50).
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4.4. Toplam RNA izolasyonu

Toplam RNA izolasyonunun biitiin asamalar1 steril kosullarda yapildi.
PBS icerisinde canlt olarak tutulan ii¢ eriskin F. hepatica tartilarak PBS ile
birkac kez yikandi. Steril kosullarda bistiiri ile oldukca kiiciik parcalara ayrildi.
Mikrosantrifiij tiiplerine konulan parcaciklarin her 50-100 mg’ina 1ml TRI
reagent (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, ABD) eklendi. 10 dakika siireyle
+4°C’de 13.500 rpm’de santrifiij edildi. Tiipte olusan iist siv1 pipetle yeni bir
mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. Uzerine kullanilan TRI reagent’in her ml’si
icin 0,2 ml kloroform eklendi. 15 saniye siire ile elle hafif¢ce calkalandiktan
sonra oda 1sisinda 10 dk. bekletildi ve 15 dk siireyle +4°C’de 13.500 rpm’de
santrifiij edildi. Tipte iisten alta dogru sirayla olusan RNA, protein ve DNA
tabakalarindan RNA iceren iist siv1 tabakasi pipetle yeni bir mikrosantrifiij
tiipiine aktarildi. Uzerine baslangicta kullamlan TRI reagent’nin her ml’si icin
0.5ml isopropanol eklenerek 10 dk. oda 1sisinda bekletildi. Bu siirenin sonunda
yine 10 dk. siireyle +4°C’de 13.500 rpm’de santrifiijlendi. Tiipte olusan iist s1v1
tiipten uzaklastirildi ve cokiintii iizerine baslangictaki TRI reagent'in her bir
ml’si icin en az Iml olacak sekilde % 70’lik soguk etanol eklendi.
Bekletilmeden 5 dk +4°C’de 13.500 rpm’de santrifiijlendi ve iist sivi
uzaklastirildi. Hafifce kurutulmaya birakilan RNA peleti, icinde 1ul RNasin
(Promega Co, Madison, WI, ABD) bulunan 100 pl steril dH,O ile sulandirilip -

80°C’de stok 6rnek olarak saklandi.
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4.5. Primerlerin Olusturulmasi

Tersine transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (TT-PZR) icin
kullandigimiz primerler F.hepatica cathepsin L2 geninin gen kodlayan
bolgesine uygun olarak Genbank EMBL U62289’dan yararlanilarak tasarlandi
(29). Tasarlanan primerler P1 ve P2 olarak adlandirildi ve “The Midland
Certified Reagent Co, Texas, ABD” firmasindan siparis edildi.

P1 (GGCTCGAGATGCGGTGCTTCGTA)

P2 (GGGTCGACTCACGGAAATCGTGCC)

4.6. Tersine Transkripsiyon ile Kopya DNA (¢cDNA) Elde Edilmesi

Tersine Transkripsiyon islemi i¢in baslangicta P1 ve P2 primerleri
yapilacak isleme uygun olarak 20 pmol olacak sekilde sulandirildi. Bir
ependorf tiiptine Sul RNA ve Pl ve P2 primerlerinin her birinden 2.5ul
aktarildi. Bu tiip 70°C’de 5 dk. Inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda tiipler oda
1isisina - gelinceye kadar sogutuldu. Bu karisimdan 10pl alindi ve 1pul
M-MLVRT (Moloney—Murine Leukemiea Viriis Reverse Transcriptase,
Promega Co Madison, WI, ABD), 5ul Reverse Transcriptase Buffer (Promega
Co Madison, WI, ABD), 0.7ul RNasin (Promega Co Madison, WI, ABD), 4ul
dNTP (Promega Co Madison, WI, ABD), ve 14.3ul dH,O ile baska bir tiipte

birlestirildi. Bu karigim da 37°C’de 1 saat inkiibe edilerek cDNA elde edildi.
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4.7. Fasciola hepatica cathepsin L2 geninin polimeraz zincir

reaksiyonu ile cogaltilmasi

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) i¢in, 20’ser pmol konsantrasyondaki
P1 ve P2 primerlerinden 2pul alinarak 2,5 mM konsantrasyondaki dNTP’den
4ul, cDNA’dan Sul, MgCl iceren buffer’dan Sul ve 5U/ul konsantrasyondaki
Tag DNA polimerazdan (TaKaRa Ex Tag) 1ul eklendi ve dH,O ile 50ul’ye
tamamlandi. F.hepatica cathepsin L2 geni 95°C’de 2 dk 6n 1sitma ile baslayan
ve 94°C’de 1 dk ayrilma, 44°C’de 2 dk’lik birlesme, 72°C’de 2 dk’lik
uzamadan olusan 35 dongii ile devam edip 72°C’de 10 dk son uzama ile

sonlanan PZR programi ile ¢cogaltildi.

4.8. Etidyum Bromiir ile Agaroz Jel Elektroforezi

Cogaltilan geni goriintiilemek i¢in %1°lik agaroz hazirlandi. Bunun i¢in
bir erlene 0,3 gr agaroz Tris Asetat /EDTA elektroforez tamponu (TAE; 0,04
M Tris Asetat 0,001 M EDTA, pH: 8.0) alindi. Mikrodalga firinda kaynatildi.
Yaklasik 540C‘ye kadar sogutulan karisima 0,5pugr/ml edityum bromid
(Promega Co. Madison, WI, ABD) eklenerek agaroz jel donduruldu. Ornekler
jele yiikleme tamponu (sukroz 4gr, 2M TrisCl 0,5M EDTAve 4mg brom fenol
blue) kullanilarak yiiklendi. Marker olarak 100 baz’lik hyper ladder DNA
kullanildi. 60 amper akim uygulandi. Jelin 2/3’iinii kosuncaya kadar beklendi.
Ultraviyole (UV) 1s1k kaynag altinda agaroz jelde F. hepatica cathepsin 1.2

genine uygun biiyiikliikte bant goriintiilendi.
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4.9. Kristal Viyole ile Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi yatay bir jel aparatinda yapildi. %1lik agaroz
jel IXTAE (0,04 M Tris Asetat, 0,001 M EDTA, pH: 8.0) tampon ¢ozeltisi ile
hazirlanarak mikrodalgada kaynatildi. Elin dayanabilecegi 1sida sogutuldu. Son
konsantrasyon 2ug/ml olacak sekilde kristal viyole ilave edildi ve agaroz jel
donduruldu. DNA oOrneklerine 2ul SAB+CV ilave edilerek yiiklendi.
Elektroforez i¢in 40-50 mA akim uygulandi. Jelin 2/3’linii kosuncaya kadar
beklendi. Spesifik DNA bantlar1 miimkiin oldugu kadar kiigiik kesilerek QIA

quick jel ekstraksiyon kiti kullanilarak saflastirildi (6, 72).

4.10. Fasciola hepatica Cathepsin L2 Geninin Agaroz Jelden

Saflastirilmasi

Agaroz jelde goriintiilenen cathepsin L2 DNA’sina ait bantlar kesildi.
Qiagen QIA guick jel ekstraksiyon kiti kullanilarak iiretici firma Onerisine gore
saflagtirilldi.  Saflastirma sonucunda elde edilen DNA tiipte toplandi ve

kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi (72).

4.11. Rekombinant Plazmitin Olusturulmasi (Ligasyon)

Agaroz jelden saflagtinlarak -20°C’de bekletilen F. hepatica cathepsin
L2 geninin PGEM-T Easy vektoriine yerlestirilme islemi icin 1.5 pl
saflagtirilmis cathepsin L2DNA’s1, 0.5 pl pGEM-T Easy vektortii, 1 pl T4 DNA
ligaz (Promega Co Madison, WI, ABD) enzimi, 5 pl 2x Rapid T4 DNA Ligase

Tampon soliisyonu (Promega Co Madison, WI, ABD) ve 2 ul dH,O’dan olusan
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10 pl’lik ligasyon karisimi bir mikrosantrifiij tiipiine konularak 4°C’de bir gece
bekletildi. Elde edilen rekombinant plazmit iiriini pGEM-T CL2 olarak

adlandirildi ve E. coli’nin JM109 susuna aktarildi.

4.12. Transformasyon

E. coli’nin JM109 stok kiiltiiriinden alinarak minimal agarda bir gece
gelistirildi. Daha sonra E. coli JM109 LB-Broth besiyerine alindi ve bir gece
gelistirildi. LB-Broth besiyerindeki bir gecelik E. coli JM109 kiiltiirii ODgo’de
Olciilerek ODgpo= 0.1 olacak sekilde LB ile 60 ml’ye tamamlandi. 37°C’de
ODgpo= 0.45-0.55 arasinda bir degere ulasincaya kadar inkiibasyona birakildi. 2
falcon tiipe boliindii, 4400 rpm’de +4°C’de 5 dk santrifiij edilerek siipernatant
dokiildii. Pelet 10 ml 100mM CaCl2’de ¢oziildii. 30 dk buzda inkiibe edildi.
4400 rpm’de +4°C’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant atildi. Pelet 2 ml
100mM CaCl,’de ¢oziildii. Bir gece +4°C’de bekletildi.

Ligasyon diiriinii ve 50 pl kompetant hiicre karistirildi. 20 dk buzda
inkiibe edildi. 42°C’lik su banyosunda 50 sn sicak soku uygulandi ve iizerine
950 ul SOC medium ilave edildi ve calkalayici aparat iizerinde 1,5 saat
37°C’de inkiibe edildi. Boylece elde edilen transformasyon iiriiniiniin
100 ml’si 100 mg/ml ampisilin eklenmis LB kat1 besiyerine ekilerek 37°Cde
bir gece inkiibe edildi. Daha sonra besiyerinde koloniler incelenerek hiicrelerin
transforme edilen rekombinant plazmiti icerip icermedigini anlamak i¢in koloni

PZR islemi yapildi.
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4.13. Koloni PZR ile transformasyon sonrasi pozitif insert’in

dogrulanmasi)

Bakteri kolonisi 50 pl dH,O icine alinarak yarisi icerisinde 100 pl/ml
ampisilin eklenmis LB kat1 besiyerine aktarildi. Geriye kalan1 10 dk kaynatild
ve daha sonra 13000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi. Stipernatantin 10 pl’si

kosullar1 asagida verilen PCR i¢in kullanildi.

Bilegenler konsantrasyon Miktar (ul)
dH,O 3l
Buffer (MgCl; 1) 5
dNTP, 2.5 mM 4
Py 20pmol/ul 2
Py 20pmol/ul 2
cDNA 5
Takara (3T ul) |
95°C’de 2 dk
94°C’de 1 dk

44°C’de 2 dk | 35 siklus

72°C’de 2 dk

72°C’de 10 dk

4.14. Rekombinant PGEM-T CL2 Vektoriiniin Miniprep ile Elde
Edilmesi
Rekombinant PGEM-T CL2 Vektorii QTAGEN QIA prep Miniprep kiti

kullanilarak izole edildi. Bu amacla 100mg/ml ampisilin i¢ceren 5 ml LB sivi
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besiyerine 6ze yardimi ile bir koloni alinarak ekim yapildi. Calkalayici aparat
yardimi ile 100 rpm de 37°C"de bir gece inkiibe edildi.

Bir gecelik kiiltiirden 1.5 ml alinarak bir ependorf tiipe konuldu ve
tiretici firma Onerisine gore rekombinant pGEM-T CL2 vektorii elde edildi

(71).

4.15. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile CL2 Gen Boélgesinin

Gosterilmesi

Miniprep sonrasinda elde edilen iiriin P1 ve P2 primerleri kulanilarak
PZR yapildi. Kristal viyole ile jel -elektroforezi yapilarak beklenen

biiyiikliikteki bant gozlemlendi.

4.16. Cathepsin L2 cDNA sekans analizi

Ligasyon isleminden sonra ve JMI109 E. coli hiicrelerine
transformasyondan sonra hiicrelerin lizisi ile elde edilen Rekombinant pGEM-
T CL2 Vektorii (lontek ilag tan1 ve biyoteknoloji iiriinleri arastirma gelistirme
sanayi ticaret A.S inde) sekans analizi uygulandi. Elde edilen veriler ile

Chromas 2 for Windows programinda soy agaci olusturuldu.
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S. BULGULAR

5.1. Fasciola hepatica cathepsin L2 geninin klonlanmasi1 ve DNA

dizileminin belirlenmesi islemleri ile ilgili deneylerin akis semasi

Yetiskin F. hepatica’dan toplam RNA izolasyonu ile baslayan ve E.
Coli hiicrelerine transformasyonlarindan sonra E. coli kolonilerinden PZR’da
dogru biiyiikliikte bant elde edilerek sonuglandirilan F. hepatica cathepsin L2
geninin dkaryot hiicrede klonlanmas1 ve DNA dizileminin saptanmasi islemleri

ile ilgili tiim basamaklar Sekil 1°’de sematize edilmistir.
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Eriskin Fasciola hepatica

|

Toplam RNA izolasyonu
(Tersine Transkripsiyon ve PZR)

F. hepatica cathepsin L2 ¢cDNA

|

F. hepatica cathepsin L2 cDNA pGEM- )
J

\
\ S S

Ligasyon
relu:mbif:;ml FhCL2
Plazmi El\ = I'}ELI =
z ——» sekans analizi
Ehele) flogenetik
pGEM-T CL2 L _
Transformasyon
./’___ﬂ__—_—_hh'“--\m. cathepsin L2 cDNA
N P
3 # o i i ™ .r?nkumhlnnn;‘-\. i iy
% /i dl‘:l';'::: ::i'“‘) Y i l:::’;rt:f} ;_l' — 1'_[ plazmid E
t . (FhCR2) J — A\ #
SR P4 pGEM-T CL2 L
._\_R—_—_—_—#’j//
%1.5’lik agaroz jelde cathepsin
E. coli IM109 Hiicresi L2 geninin gdsterilmesi

Sekil 1: Fasciola hepatica cathepsin L2 geninin ékaryot hiicrede klonlanmasi
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5.2. Polimeraz zincir reaksiyonu ile cogaltilan Fasciola hepatica

Cathepsin L2 geninin goriiniimii

Polimeraz zincir reaksiyonu ile cogaltilan F. hepatica cathepsin L2
geninin %1’lik agaroz jelde etidyum bromiir ile boyanarak elde edilen
goriintiisii Sekil 2 A’da

kristal viyole ile boyanarak elde edilen goriintiisii Sekil 2 B’de sunulmustur.

Marker CL2 CL2

1 2 3 4
ELY k2 wWLE (GE

Sekil 2. Polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilan F. hepatica cathepsin L2
geninin %1’lik agaroz jelde Etidyum bromiir ile boyanarak (A) ve kristal
viyole ile boyanarak

(B) elde edilen goriintiisii. Siitun 1; 1000 baz ¢ifti Hyper Ladder marker, Siitun;
2,3,4,5 ise cathepsin L2 geni.
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5.3. Cathepsin L2 geninin pGEM® -T Easy vektoriine

yerlestirilmesi ile elde edilen Rekombinant pGEM-T CL2

plazmitinin transforme edildigi E. Coli kolonileri

Rekombinant pGEM-T CL2 plazmitinin JM109 E. coli hiicrelerine
transformasyonlarindan sonra ampisilinli LB kat1i besi yerinde olusan

kolonilerin goriiniimii Sekil 3’de sunulmustur.

Sekil 3. Rekombinant pGEM-T CL2 plazmitinin E. coli hiicrelerine
transformasyonlarindan sonra olusan kolonilerin LB kati besiyerindeki

goriiniimil.

5.4. Transforme edilen kompetan JM109 E. coli hiicrelerinde

rekombinant pGEM-T CL2 plazmitinin PZR Tarama ile gosterimi

Fasciola hepatica CL2 proteinini kodlayan gen pGEM-T vektorlerine
klonlama yapilarak E. coli hiicrelerine transformasyonlarindan sonra kompetan
JM109 E. Coli kolonilerinden koloni PZR yontemi ile elde edilen plazmit

DNA’larin PZR tarama sonrasinda %]1’lik agaroz jelde yiiriitiilmesi sonucu
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elde edilen F. hepatica cathepsin L2 gen bantlarinin goriiniimii Sekil 4’de

sunulmustur.

1 1 & 3 4 3 K L2

Sekil 4. Transformasyon uygulanan E. coli kolonilerinde rekombinant pGEM-
T CL2 plazmitinin PZR tarama ile elde edilerek varligi kanitlanan F. hepatica
cathepsin L2 geninin %1.5’lik agaroz jeldeki goriinlimii. M1; Fermentas
SMO139, M2; Lambda Marker, 1., 2., 3., 4. ve 5. siitunlar; Taq polimeraz
kullanilan insert ile ligasyon, 6., 7., 8., 9. ve 10. siitun; Takara polimeraz
kullanilan insert ile ligasyon, K; Kontrol (Insert genin PZR iiriinii).
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5.5 Cathepsin L2 cDNA dizilemi ve soyagaci

Ligasyon isleminden sonra ve JMI109 E. coli hiicrelerine

transfeksiyonundan sonra hiicrelerin lizisi ile elde edilen Rekombinant pGEM-
T CL2 Vektoriiniin sekansanalizi sonucu elde edilen cathepsin L2 cDNA

dizilemi Sekil 5’de, aminoasid dizilemi Sekil 6’da ve soyagaci sekil 7°de

sunulmustur.

CGCCTCGAAT GACGATTTGT GGCATCAATG GAAACGAATA TACAATAAAG AATATAATGG
GGCTGACGAT GAGCACAGAC GAAATATTTIG GGGGAAAAAT GTGAAACATA TCCAAGAACA
CAACCTACGT CACGATCTCG GCCTCGTCAC CTACAAGTTG GGATTGAACC AATTCACTGA
TTTGACATTIC GAGGAATTCA AGGCCAAATA TCTAATAGAA ATCCCACGCT CGICTGAGTT
ACTCTCACGC GGTATCCCGC TATAAGGCGA ACAAGCTTGC CGTACCCGAG AGCATTGACT
GGCGTGACTA TTATTATGTG ACTGAGGTGA AAGATCAGGG ACAATGTGGT TCCTGTTGGG
CTTTCTCAAC AACCGGTIGCT GTGGAGGGAC AGTTTAGGAA GAACGAAAGA GCTAGTGCTT
CATTCTICTGA GCAACAACTG TCGATTGTAC CCGTGATTTT GGCAATTATG GTTGCGGTGG
AGGATATATG GAAAACGCTT ATGAATATTT GAAACACAAC GGATTCCAAA CTGAGTCCTA
TTATCCATAC CAGGCTGTGG AAGGTCCGTG TCAATACGAT GGGCGGTTGG CATATGCCAA
AGTGACTGGC TACTATACTG TGCATTCTGG CGATGAGATA GAATTAAAGA ATTTGGTCGG
TACCGAAGGA CCTGCGGCGG TCGCTTTGGA TGCGGATTCT GACTTICATGA TGTACCAGAG
TGGTAGGGAG CAGAGCCAAA CTTGTTTACC GGATCGCTTG ACTCATGCAG TCTTGGCTGT
CGGTTATGGA TCACAAGATG GTACTGACTA TTGGATIGTG AAAAATAGTT GGGGAACGTG
GTGGGGTGAG GACGGTTACA TTCGGTTTGC CAGGAACCGA GGTAATATGT GTGGAATTGC
TTCTCTGGCC AGTGTCCCGA TGGTGGCACG ATTTCCGTG

Sekil 5. Cathepsin L2 cDNA dizilemi.
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ASNDDLWHQW KRIYNKEYNG ADDEHRRNIW GKNVKHIQEH NLRHDLGLVT YKLGLNQFTD
LTFEEFKAKY  LIEIPRSSEL LSRGIPYKAN KLAVPESIDW  RDYYYVTEVK DQGQCGSCWA
FSTTGAVEGQ  FRKNERASAS FSEQQLVDCT RDFGNYGCGG GYMENAYEYL KHNGKETESY
YPYQAVEGPC QYDGRLAYAK VTGYYTVHSG DEIELKNLVG TEGPAAVALD ADSDFMMYQS

GIYQSQTCLP DRLTHAVLAV GYGSQDGTDY WIVKNSWGTW WGEDGYIRFA RNRGNMCGIA

SLASVPMVAR FP

Sekil 6. Cathepsin L2 aminoasid dizilemi.
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® Fasciola gigentica cathepsin L AT4Z8949
: Fasciols hepafica cathepsin L AF27 1285

a & Fasciola hepatica cathepsin L-like profease 133772
3 4 F hepatica cathepsin L-like protease 22276
] & Fasciola gigantica cathepsin L AF239265

# Fasciola giganfica cathepsin L AF?39265
_JO Fastiola gigantica cathepsin L AF239264
s & Fasciol gigantica cathepsin L AF239267
® Fasciolasp. cysteine profease S350
¥ @ Fastiola hepadica cathepsin L AB00#306
rFesciola gigantica cathepsin L2 AF11756%
9 # Fasciola giganfica cathepsin L1 AFS10856
& Fasciola qiganfica cathepsin L AB010923
& Fasciola hepafice cathepsin L AF490984
5 T & Fasciola hepatica cathepsin L-like proteinase 133771
& #Fascinla hepafica cathepsin L AY27%28
r——@Fasciola hepatica cathepsin L AYS19971
& Fusciols hepafica secrefed cathepsin L 1 Us22es
9 Iy & Fasciola hepatica cathepsin L-like A¥029229
& & # Fasciola hepatica cathepsin L1 AJ270082
= i # Fasciola hepatica cathepsin L AYS19972
# Fhepafice cathepsin L-like protease 220769
# Fasciola hepafica strain Firat cathepsin L1 AYSTaSen
# Fasciola hepatica vitelline profein B2 193025
#Fasciola gigantica cathepsin L AB010924
# Fasciola hepatica procsthepsin L3 AT279091

&
a & Fasciols gigantica cathepsin L AF419329

I .Fasciolahepaﬁca procathepsin L3 AT279093
& Fascinla gigantica cathepsin L AE239268
9 # Fasciola hepatica secrefed cathepsin L2 Us22e
“-pFhELY (Bu ahsmada | 20l edlien cathepsin L2)

"B_E hepatica cathepsin L-like profease 222765
#F. hepafica cathepsin L- like protease 222764

Sekil 7. Cathepsin L2 soyagaci. Calismamizin {iriinii olan cathepsin L2
literatiirdeki cathepsin L2 (genbank no: U62289) (29) ile %99, Cathepsin L
like proteaz (genbank no: Z22764) (40) ile %98, Cathepsin L1 (genbank no:
AYS573569) (53) ile %85 benzerlik gostermektedir. Diger F. hepatica cathepsin
L veya L-like proteazlar [AF271385 (83), L33772 (38), S70380 (95),
AB009306 (95), AF490984 (7), L33771 (94), AY277628 (51), AY029229
(14), AJ279092 (18), AY519972 (15), 222769 (40), M93025 (74), AJ279091
(38), AJ279093 (39), 722765 (40), 722764 (40)] ile Fasciola gigantica
cathepsin L proteazlar [AY428949 (60) AF239265, AF239266, AF239268,
AF239264, AF239267, AF112566 (35), AF510856 (42), AB010923,
AB010924 (96), AF419329 (84)] arasindaki benzerlik sirasiyla gosterilmistir.
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6. TARTISMA

Fasciolosis tiim diinyada oOzellikle hayvanciligin yaygin oldugu
tilkelerde halen oldukg¢a sik goriilen paraziter bir hastaliktir. Her ne kadar
koyun ve sigirlarin hastaligi olarak tanmimlanmakta ise de insanlarda da sik
olarak goriilmekte ve hiperendemik oldugu bolgeler bulunmaktadir
(12, 58, 93).

Bu calismada F. hepatica cathepsin L2 geni kompetan JM109 E. coli
hiicresinde agiklatilmistir. Bu amagcla, dogal olarak infekte sigir karacigerinden
elde edilen F. hepatica’dan toplam RNA elde edilmis ve RNA’dan cathepsin
L2 cDNA olusturulmustur. PZR ile ¢ogaltilan cathepsin L2 cDNA pGEM-T
Easy vektoriine yerlestirilmistir. Olusturulan ve pGEM-T CL2 olarak
adlandirilan rekombinant vektor kompetan JM109 E. coli hiicrelerine
transfekte edilerek cathepsin L2 klonlanmasi tamamlanmis JM109 E. coli
kolonilerinden PZR tarama ile elde edilen cathepsin L2 cDNA %]1.lik agaroz
jelde yiiriitiilerek gosterilmistir.

Calismada F. hepatica cathepsin L2 geni matiir enzim yani sira
proregion bolgesi ile birlikte klonlanmistir. Proregion bolgesinin varligi
cathepsin L2 proteinin dogru katlanarak iic boyutlu yapisinin sekillenmesi ve
stabilizasyonu i¢in gereklidir. Ayrica endoplazmik retikulumdan ¢ikista da rol
aldig bilinmektedir (2, 29, 75, 88).

Vektorlerde ekspresyon igin promotor bolge bulunmasi da
gerekmektedir. Bu amagla genellikle sitomegaloviriis (SMV), Bovine

papilloma virus (BPV), Simian virus 40 (SV40), Ebstein Barr virus (EBV) gibi
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viral ve T7 gibi bakteriyel promotorlar kullanilmaktadir. Promotor bolgeye
bagli olarak vektorler farkli diizeylerde ekspresyon ozellikleri sergilemektedir.
Bu calismada c¢ok degisik hiicre tiplerinde yiiksek derecede expresyon
olusturma avantaji nedeniyle T7 promotoru iceren vektorler kullanilmigtir.
Ligasyon islemi icin genellikle kesim enzimlerine gereksinim vardir. Diger
vektorlerden farkli olarak A kuyrugu igerdigi ve bu nedenle kesim enzimi
gerektirmedigi icin bu calismada p-GEM T vektorii tercih edilmistir. Bu
vektorde A kuyrugu yanisira kesim bolgelerinin de bulunmasi yerlestirilen gen
bolgesinin degisik amaclarla baska vektorlere aktarimi i¢in enzimlerle
kesilerek alinmasina da olanak saglamaktadir (50).

Rekombinant vektoriin hiicre i¢cine sokulmasi yani transfeksiyon igin
kalsiyum fosfat, DEAE-dekstran, elektroporasyon, mikroinjeksiyon ve lipozom
kaynakli yontemler kullanilabilir. Yontem secimi ¢alisilan hiicre tipine gore
degismektedir. Kalsiyum fosfat ve DEAE-dekstran yontemleri uygulamasi
basit ancak her hiicre tiiriine uygulanamayan yontemlerdir. Mikroinjeksiyon
yontemi pahali ve deneyim gerektiren bir yontem, elektroporasyon yontemi ise
calisilan hiicreye zarar verme riski yiliksek yontemlerdir. Lipozom kaynakli
sentetik lipidler hiicre zan ile pozitif-negatif yiik farki sonucu niikleik asidler
ile kompleks olusmasimna ve endositozla veya fiizyonla hiicrelere girisi
kolaylastirmaktadir (89). Lipozom kaynakli yontemler kolay ve cabuk sonug
vermesi, in vitro ve in vivo uygulanabilmesi ve farkli hiicre tiirlerinde
calisilabilmesi gibi nedenlerle bu ¢alismada tercih edilmistir.

Transfekte hiicrelerdeki rekombinant vektoriin elde edilmesi igin

degisik fiziksel ve kimyasal yontemler kullanilabilmektedir. Yontemin secimi
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laboratuvar olanaklar1 ve calisilan iriin 6zelliklerine gore yapilmaktadir. Bu
caligmada ticari Qiagen QIA Miniprep kiti kullanilmagtir.

Vektore yerlestirilen genin varligi, hiicre lizisi ve hiicrelerdeki
rekombinant vektoriin elde edilmesini takiben PZR, enzim kesim deneyleri,
dizi analizi ve transforme hiicrelerdeki rebombinant vektoriin varligini gosteren
PZR-T ile yapilmaktadir. Transforme hiicrelerdeki rebombinant vektoriin
varligin1 gostermek icin daha kisa siirede sonug¢ verdigi ve kolay uygulanabilir
bir yontem oldugu i¢in PZR-T tercih edilmis ve niikleotid dizi analizi ile de
sonucu dogrulanmustir.

Cathepsin L2 geninin hem PZR iiriini cDNA hem de rekombinant
vektor asamalarinda niikleotid dizilemi ve aminoasid dizilemi belirlenmistir.
Calismamizdaki cathepsin L2 niikleotid dizilimi literatiirde bildirilen ikinci F.
hepatica cathepsin L2 niikleotid dizilimi olup Dowd ve ark. (29) tarafindan
bildirilen F. hepatica cathepsin L2 (gen bank no: U62289) ile %99 benzerlik
gostermektedir. Calismamizda 273 niikleotidten (91 amino asid) olusan
propeptid bolgesi ve 660 niikleotidten (220 amino asid) olusan matiir enzim
bolgesi verilmistir. Matiir enzimin biiytikliigii 24 459 Da’dur.

Calismamizdaki cathepsin L2’nin Heussler ve Dobbelaere (40)
tarafindan bildirilen F. hepatica cathepsin L-like protease (gen bank no:
722764) ile %98, Elazig bolgesinde daha oOnce izole edilen F. hepatica
cathepsin L1 (gen bank no: AY573569) ile %85 benzerlik gosterdigi de

goriilmiistiir (53).
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Ulkemizde fasciolosise gecmiste daha cok cerrahi girisimler sirasinda
tan1 konmakta oldugu ve bu nedenle sporadik olgular seklinde rastlandigi
kanist yaygin idi. Giinlimiizde ayirici tanida daha sik diisliniilmesi gerektigi,
laboratuar olanaklarinin gelismesi nedenleriyle sanilandan daha fazla
goriildiigi ortaya konmustur. Ancak fasciolosis insidansi ve prevalansi
konusundaki calismalar hala oldukc¢a az sayidadir (45, 46, 79).

Kozmopolit bir parazit olan F. hepatica’ya tim diinyada
rastlanmaktadir. Son yillarda diinyada F. hepatica enfeksiyonlarinda bir artis
olmustur ve Diinya Saglik Orgiitii’niin 1995 yilinda yaptig1 bir calismada 61
tilkede 2.5 milyon kisinin enfekte oldugu ve 180 milyondan fazla kisinin de
risk altinda oldugu bildirilmistir (22, 25, 93). Fasciolosis goriilme sikligr iklim,
ara konaklarin dagilimi ve sosyokiiltiirel yapiya bagli olarak degismekte ve
diinyada hiperendemik oldugu bolgeler bulunmaktadir. Batt Avrupa (Portekiz,
Fransa, Ispanya), Giiney (Peru, Ekvator, Bolivya) Amerika, Kuzey Afrika,
Uzak Dogu (Japonya, Kore ), Okyanusya ve komsumuz Iran fasciolosisin
endemik veya hiperendemik diizeyde goriildiigii bolgelerdir (24, 25, 31, 58).

Fasciolosisin klasik kesin tanisi, diskida F. hepatica yumurtalarinin
goriilmesidir. Ancak inkiibasyon donemi ve hastaligin akut doneminde parazit
heniiz yumurta yapacak olgunluga ulasamadig i¢in digkida yumurta
bulunmamaktadir.  Olgunlastiktan  sonraki  donemde ise  diizenli
yumurtlamamasi nedeniyle her zaman digkida yumurta goriilmeyebilir. Digkida
goriilen yumurtalarin bagka parazitlerle karisabilmesi veya yalanci parazitoz
gibi nedenlerle de digki bakisi tanida tek basina yeterli olmamaktadir. Ayrica

laboratuvar tetkiklerinde sik rastlanan eozinofili ile radyolojik yontemlerle
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saptanan bulgular da ancak taniy1 destekleyebilir 6zellikte olup fasciolosise
ozgii degildir (13, 34, 36, 54, 56, 66, 80, 90, 91).

Bu durum fasciolosisin tamisinda serolojik yontemleri 6n plana
cikarmaktadir. F.hepatica’ya 6zgii antikorlarin arastirildigi IHA ve ELISA gibi
serolojik yoOntemler tani ve epidemiyolojik calismalarda sik kullanilan
yontemlerdir ve ticari kitleri bulunmaktadir. Serolojik yontemler her ne kadar
mikroskobik bakiya gore duyarli ve ozgiil ise de duyarlilik ve ozgiilliikkleri
kullanilan antijene gore degismektedir (23). Ge¢miste sik kullanilan somatik
antijenler  Dicrocoelium  dentriticum, Taenia saginata, Echinococcus
granulosus, Ascaris suum, Schistosoma mansoni ve Trichinella spiralis gibi
helmint enfeksiyonlar: ile oldukc¢a fazla capraz reaksiyon vermeleri nedeniyle
terkedilirken, daha sonra ayn1 amagcla ekskretuvar-sekretuvar (E/S) antijenlerin
kullanilmas: ile ¢apraz reaksiyon goriilme sikligi azalmistir (10, 41). Son
zamanlarda piiriifiye E/S antijen ve rekombinant antijenlerin kullanildig:
calismalarda serolojik tan1 yontemlerinin duyarlilik ve 6zgiilliiklerinin arttig1
bildirilmektedir (22). Ancak heniiz ticari olarak kullanima sunulamamuislardir.

Fasciolosis tanisinda rekombinant antijenle calismalar yag asidi
baglayan protein, glutathione S-transferaz ve cathepsin proteazlar iizerinde
yogunlagsmistir. Ancak yag asidi baglayan protein ve glutathione S-transferaz S.
mansoni antijenleri ile oldukc¢a fazla benzerlik gosterdigi ve capraz
reaksiyonlar nedeniyle tami i¢in uygun goriilmemektedir. Bu antijenlerle
yapilan immiinizasyon ¢alismalarinda S. mansoni’ye kars1 degisik diizeylerde
korunma saglandig1 goriilmiistiir. Cathepsin L1 ile yapilan calismalarda ¢apraz

reaksiyonlarin goriilmedigi ve antijen olarak kullanildigi ELISA yonteminde
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ozgilligiin - %96.5-100, duyarliligin ise %98.9-100 arasinda degistigi
bildirilmektedir (23). Ancak cathepsin L2’nin fasciolosis tanisindaki yeri
konusunda heniiz yeterli ¢calisma bulunmamaktadir.

Fasciolosisin bir baska 6nemli yonii 6zellikle besi hayvanlarinda neden
oldugu verim kaybi ve oOliimler sonucu olusturdugu ekonomik kayiplardir.
Hayvanciligin yaygin oldugu iilkelerde her yil milyarlarca dolarlik ekonomik
kayba yol a¢cmaktadir. Tiim diinyada fasciolosis nedeniyle olusan yillik
ekonomik kaybin 2 milyar dolardan fazla oldugu (85), sadece Ingiltere’de
yillik kaybin 50 milyon sterlin oldugu bildirilmistir (3). Fasciolosisin iilkemiz
ekonomisi i¢in de onemli kayiplara neden olabildigi, fasciolosisin yayginlig: ve
ekonomik kayiplarin boyutu ile ilgili yapilan calismalarda gosterilmektedir
(47). Acil ve etkili bir korunma stratejisinin uygulanmast gerektigi ortadadir.
Ancak heniiz yeterli diizeyde immiinizasyon ¢alismasi olmadig1 goriilmektedir.

Fasciolosisden korunmada uygulanabilecek hazir ticari bir asi
bulunmamaktadir. Ancak as1 gelistirme ¢alismalari siirmektedir. F. hepatica’ya
kars1 as1 olarak cathepsin L1, cathepsin L2, 16sin aminopeptitaz (LAP),
glutatyon S-Transferaz (GST), hemoglobin, yag asidi baglayan protein (Y ABP)
ve paromyosin gibi ¢esitli molekiiller as1 olarak denenmektedir (26).

Fasciolosise karsi as1 olarak kullanilan yag asidi baglayan proteinlerden
sitoplazmik yag asidi baglayan proteinin (SYABP) koruyuculugu farelerde
%69-78, buzagilarda %55 olarak bulunmustur. Ancak, sigirlarda koruma
saglamadig1 gosterilmistir. Glutatyon S-Transferaz ile sigirlarda ancak %69
basar1 saglanmis, F.hepatica’nin subtegiimental proteini olan paramyosin ile

koyunlarda parazit sayis1 %45, sigirlarda %47 oraninda azaltilabilmistir. F.
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hepatica hemoglobini ile asilanan sigirlarda ise parazit sayist %43.8 oraninda
azalmisgtir (26, 86). Sistein proteinazlar ile yapilan as1 calismalaryla
koyunlarda %65, 16sin aminopeptidazlar ile yapilan calismalarla ise %81
koruyuculuk saglanmistir (26, 70).

Fasciola hepatica’nin E/S iirlinii sistein proteinazlardan cathepsin L1 ve
cathepsin L2 tek basina veya birlikte as1 olarak denenmis ve umut verici
sonuclar alinmustir (26, 70). Cathepsin L1 ile yapilan caligmalarda parazit
sayisinda koyunlarda %33-69 sigirlarda ise %42.5 azalma saglandigl
bildirilmistir. Ayrica yumurta ¢ikarmanin da %40-71 diizeyinde azaldig:
goriilmiistiir (26). Sigirlarda cathepsin L1 proteini ve F.hepatica hemoglobini
as1 olarak birlikte uygulandiginda parazit sayisinin %51.9 oraninda atilan canli
yumurta sayisinin ise %0-80 diizeylerinde azaldig bildirilmistir (26).
Cathepsin L1 ve cathepsin L2’nin birlikte uygulanmasi halinde koruyuculuk
%60, cathepsin L1, cathepsin L2 ve LAP’1n birlikte uygulanmasi halinde ise
%78 olarak saptanmistir (20, 70, 94).

Tam bir korumadan uzak bu sonuglar yeni arayislara yol agmis ve DNA
astlarin1 giindeme getirmistir (1, 52, 55). F. hepatica cathepsin L1 genini
kodlayan cDNA ile 50 pg tek injeksiyon seklinde as1 uygulanan bir calismada,
asinin koruyuculugu disi sicanlarda %74, erkek sicanlarda ise %100 oldugu
bildirilmistir (51). Ancak heniiz cathepsin L2 cDNA agis1 ile ilgili herhangi bir
as1 calismasi bulunmamaktadir. Heniiz ¢cok yeni olan DNA asilar1 konusunda
ileri calismalarin yapilmasina gereksinim vardir. Calismamizda olusturulan
cathepsin L2 cDNA’sinin as1 ¢alismalarinda kullanilabilecegi ve bu alandaki

bilgi gereksinimine katki saglayabilecegi kanisindayiz.
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Sonug olarak, bu ¢alismada F. hepatica cathepsin L2 genini kodlayan
cDNA klonlanmis, kompetan JM109 E. coli hiicresinde aciklatilmistir. F.
hepatica cathepsin L2 niikleotid ve aminoasid dizilimi ortaya konarak bu

konuda literatiirdeki ikinci veri olarak sunulmustur.
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