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ONSOzZ

Hidatik kist hastalig1 (Hidatidosis), 6zellikle az gelismis ve gelismekte olan
Ulkelerde goérilen zoonotik bir hastalik olup insan ve g¢esitli omnivor ve
herbivor hayvanlarin degisik organlarinda gorilen igi su dolu keselerle
(hidatik kist) karakterizedir.

Ulkemizde kist hidatik antijenik proteinlerine ydnelik calismalar olmakla
beraber, glikobiyoloji konusunda yapilmis bir calismaya rastlanamamistir.
Parazitin konak spesifitesi ve immunitesinde son derece 6nemli olan
antijenik glikoproteinlerin analiz edilmesinin konak-parazit arasindaki
iligkilerin aydinlatiimasina ve immun cevabin arastiriimasina yardimci
olarak, gelecekteki asi calismalarina katkida bulunacagi dastntlmektedir.

Bu calismada, dogal enfekte koyun ve deneysel enfekte farelerde
hidatik kist materyallerinin (kist sivisi, membran, protoskoleks) antijenik
proteinlerinin belirlenmesi, belirlenen antijenik proteinlerde karbonhidrat
varliginin arastirilmasi, koyun ve fare kdkenli hidatik kist materyallerinin anti-
jenik proteinler ve glikoproteinler agisindan karsilastirilmasi amaclanmistir.
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1. GIRIS

1.1. Hidatik Kist Hastaligi (Hidatidozis)

1.1.1. Tanim:

Hidatik kist hastaligi, ok uzun zamandir bilinen, insan ve hayvan sagligina
verdigi 6nemli zararlarin yani sira sebep oldugu ekonomik kayiplar
nedeniyle de guncelligini ve 6nemini koruyan paraziter bir hastaliktir.
Yurdumuzda 1861 yilindan beri bilinmesine ragmen hastaligin korunma ve
kontrolU ile ilgili bir devlet politikasi olmamasi nedeniyle blylk bir halk
sagligi sorunu olmayi strdirmektedir (Altintas ve ark., 2004).

1.1.2. Hidatik Kist Hastaligina Neden Olan Tiirler:

Hastalida Echinococcus cinsine bagh tdrler neden olmaktadir.
Echinococcus cinsine bagli en az 15 tir bildirilmesine karsin bunlarin
cogunun birbirinin sinonimi oldugu anlasiimis ve Echinococcus cinsine bagli
4 farkli t0rGn oldugu kabul edilmistir (Dunn, 1978; Tigin ve ark., 1991).

1. Echinococcus granulosus
2. Echinococcus multilocularis
3. Echinococcus oligarthrus
4. Echinococcus vogeli

Echinococcus granulosus ilk bildirilen ve en yaygin ekinokok tartdir. ilk
kez 1695 yilinda Hartmann tarafindan kdépeklerde gortlmuastir. Larvasi olan
hidatik kist ise Hipokrat' dan itibaren bilinmektedir (Tigin ve ark., 1991).



Tarkiyede cystic echinococosis (CE)'e neden olan E.granulosus ve
alveolar echinococcosis (AE)’'e neden olan E. multilocularis olmak Gzere iki
formu vardir. Calismamiz koyun karacigerlerinden elde edilen hidatik kistler
Uzerine olusturuldugu icin bundan sonra verilecek bilgiler sadece
Echinococcus granulosus granulosus alt tird ile ilgili olacaktir.

1.1.3. E. granulosus granulosus

1.1.3.1. Morfoloji

Olgun parazitler 2-7 mm uzunlugunda olup, genellikle 3 halkadan olus-
mustur. Son halka gebe, ondan bir 6nceki halka da olgun halkadir. Gebe
halkanin uzunlugu (1.02-3.2 mm) genellikle sestodun tim uzunlugunun
yarisindan daha fazladir. Uterus cok iyi gelismis olup, yanlara degisik
saylda kisa, kor dallar verir. Uterusda yaklasik 200-800 yumurta bulunur.
Genital delik halkanin daha cok arka yarisinda, seyrek olarak da ortasina
yakin yer alir. Olgun halkanin boyu eninin iki kati kadardir. Genital organlar
gelismis durumdadir. Disi délerme organlari halkanin arka Ucte birinde
bulunur. Bdbrek biciminde olan ovaryum halkanin ortasinda yer alir.
Sayilari genellikle 40-60 arasinda degisen testisler genital deligin 6n ve
arka kisminda (daha ¢ok 6nde) bulunurlar. Genital delik, gebe halkadaki
gibi tek tarafl olup, halkanin arka yarisinda yada ortasina yakin bir yerde
disari acilir. Basta iki sira halinde dizilmis 30-60 adet cengel bulunur. On
siradaki buyUk cengeller 32-42 mikron, arka siradaki kicUk ¢engeller de
20-36 mikron uzunlugundadir. Basta 4 tane cekmen vardir (Dunn, 1978;
Guralp, 1981; Lapage,1968; Thomas, 1974; Tigin ve ark., 1991; Yamaguti,
1959).



1.1.3.2. Yumurta Ozellikleri:

Ekinokok yumurtalan yuvarlak veya ovaldir. Tlr dizeyinde birbirlerinden
kesin olarak ayirt edilemezler. Diger tenya yumurtalarina benzerler ve
bayUklUkleri yaklasik 32-36 ym x 25-30 um’dir. Embriyofor embriyoyu dis
kosullardan koruyan en énemli tabakadir. Embriyofor, keratin benzeri bir
proteinden olusmus olup gecirgen degildir. Bu yumurtalarin tasidig
onkosferler tenya yumurtalarindan cok daha dayaniklidirlar. Bunlar toprakta
kuruluga ve dona bir yil diren¢ gbstermekte, formole ise iki hafta
dayanmaktadir (Giralp, 1981; Lapage, 1968; Uner,1991). Yumurtalarin 60
derecenin Ustlindeki ve -70 derecenin altindaki sicakliklarda hemen &ldigu
bildirilmistir. Yumurtalar dis cevrede zamanla blzismekte ve enfeksiyon
yeteneklerini kaybetmektedirler. Arakonaklar da bu yumurtalarin alinmasi
sonucu tam bir enfeksiyon olmamaktadir. Hatta &nceden herhangi bir
ekinokok enfeksiyonu yokken reenfeksiyonlara karsi bagisiklik gibi
izlenebilen bazi durumlarin, enfeksiyon &zelligini kaybetmis bu
yumurtalardan ileri gelebileceg@i ilgili literattirlere bagl olarak kaydedilmistir
(Guralp,1981; Tigin ve ark., 1991).

1.1.3.3. Konaklari:

Genel olarak, bu tirin olgunlari karnivorlarin ince bagirsaklarinda, larvalari
(hidatik kist) ise insan dahil ¢esitli omnivor ve herbivor hayvanlarin degisik

organlarinda gérilmektedir.

Rausch'a gbére Echinococcus granulosus granulosus ( E.g. granulo-
sus) ilk olarak kurtlar (Canis lupus Linnaeus) ile domuz (Sus scrofa L.), ren
geyigi (Cervus elaphus L.) ve yaban 6kizu (Bos primigenus, Bojanus) gibi

yabani toynaklilar arasinda bir biyolojik gelisme gdstermistir. Daha sonra



kesin konak olarak koépekler kurdun, evcil ruminantlar da yabani
ruminantlarin yerini almigtir. Béylece sestod, hem yabani (silvatik) hem de
evcil (pastoral) konak gruplarina adapte olarak genis bir cografik alana
yayllmistir E.g. granulosus' un olgunlari larval déneme gére ¢ok sinirh bir ko-
nak grubunda gérilmektedir. Nitekim yapilan calismalarda bu parazitin
larvalarinin en az 7 takim memelide gelisebildigi saptanmigtir (Tigin ve ark.
1991). Buna karsin olgun parazitler, basta evcil kbpekler (Canis familiaris L.)
olmak Uzere dingo (Canis familaris dingo Blumenbach) kurt (C.lupus L.),
cakal (C.aureus L.) ve Coyote (C.latrans Say), gibi cesitli karnivorlarda
gorulmektedir (Dunn, 1978; Gulralp,1981; Tigin ve ark. 1991). Tilkilerin E.g.
granulosus igin kesin konak olarak uygunlugu, tilki tirlerine ve diger
faktorlere goére degisiklik godstermektedir. Bazi tilki tdrleri (Vulpes sp.,
Uroeyon sp.) ile yapillan deneysel calismalarda halka gelisimi ve
blydkliginde duraksama oldugu ve halkalarin tim olarak olgunlasmadigi
bildirilmistir. Buna karsin kimi arastiricilar, bazi tilki tGrlerinin (V.corsac,
V.vulpes, V.bengalensis) normal sekilde E.g. granulosus ile enfekte
olabildigini ve olgun halkalarin gelisebildigini bildirmislerdir (Tigin ve ark.,
1991).

Bu durumun E.g. granulosusun farkli populasyonunun degisik tilki
tirlerine adapte olmasindan ileri gelebilecedi bildirilmistir. ingiliz atlarindan
toplanan kistlerin tilki (Vulpes vulpes) ve képekler igin enfektif oldugu ve ayni
derecede gelistigi bildirilmigtir. Buna karsin Avusturya'da koyunlardan
toplanan kistlerin tilkilerde (Vulpes vulpes) tam bir gelisme g6stermedigi ve
halkalarin olgunlagsmadigi belirtiimistir. Giiney Amerika'da tilkilerin bu
parazite daha duyarh olduklari kaydedilmistir (Schantz, 1982; Tigin ve ark.,
1991).

Evcil kedilerde bazen enfeksiyon olusturdugu, ancak parazitin higbir

zaman seksuel olgunluga erismedigi bildirilmistir (Tigin ve ark. 1991).



1.1.3.4. Yasam Donguisi

E.g. granulosusun olgunlari karnivorlarda, larvalan ise cesitli herbivor ve
omnivorlarda goértlmektedir. Son konaklar ara konaklardaki kistli organlari
ya da Kkistlerin patlamasi sonucu protoskolekslerin bulasmis oldugu
organlari yiyerek enfeksiyona yakalanirlar (Tigin ve ark., 1991).

Uygun ara konak tarafindan alinan ekinokok yumurtalarn ince
bagirsakta acilir. Acilma iki evrede olur. 1.Embriyoforu olusturan keratin
bloklarin pargalanarak onkosfer zarinin ortaya ¢ikmasi, 2. Onkosferin aktif
hale gecerek onkosfer zarini delmesi. Embriyoforun pargcalanmasinda
pepsin ve pankreatin gibi protein eritici enzimler rol oynar. Bu sirada
onkosfer aktif degildir. Onkosfer membraninin agiga c¢ikmasi ile birlikte
safra tuzlarinin etkisiyle membran gecirgenliginde degisiklikler olusur ve
onkosfer aktif hale gecer. Omurgalilardaki safra tuzlar bilesimindeki
farkliliklar nedeniyle safra tuzlarinin ara konak secgiminde rol oynadiklari
saniimaktadir. Ancak, yumurtalarin bagirsak sistemi disinda da
acllabildikleri gbézénine alinirsa safranin  yumurtalarin  acilmasi igin

kesinlikle gerekli olmadigi da bir gercektir (Uner, 1991).

Aktif onkosfer serbest hale gectiginde ritmik hareketlerle ince bagirsak
villuslarina tutunur ve 30-120 dakika igcinde onkosfer salgilarinin da
yardimiyla lamina propria’ya ulasir. Metasestod’ un son lokalizasyonunun
belirlenmesinde konagin anatomik ve fizyolojik 6zellikleri, parazitin tir veya
sus farkliliklarinin rol oynadigi distiniimektedir (Uner, 1991).

Onkosfer son yerine ulastiginda metasestod olugsumu baslar. In vivo ve
In vitro ¢alismalarda onkosferlerin ¢ok hizli bir sekilde degisim gbésterdigini
ve 10-14 gun iginde hicre proliferasyonu, onkosfer ¢engellerinin yok olmasi,

kas atrofisi, veziklllesme, orta boslugun olusmasi, germinal ve laminar



tabakalarin tesekkill ile metasestod sekline dénlstigind ilgili literattrlere
baglh olarak bildirmistir (Uner, 1991).

Kesin konak tarafindan alinan kist igcerisindeki protoskoleksler safranin,
pH ve konaga bagl diger bazi faktérlerin etkisiyle duodenumun én kisminda
evagine olup bagirsak villuslari arasina (hatta bazen liberkiihn bezlerine)
giderek bagirsak mukozasina sikica tutunur. Daha sonra halka yapisi
olusmaya basglar. Enfeksiyondan itibaren gebe halka olugsmasina kadar
gecen sure yaklasik olarak 42-59 gundur. Ekinokok tirlerinin son konaklarda
yerlesmeleri ve yasamalarinin cinsiyet, hormonal siklus, yas ve bagisiklik
gibi cesitli  konak faktdrlerinden etkilendigi ilgili literatlrlere gbre
bildirilmektedir (Tigin ve ark., 1991).

Eriskin E. granulosus granulosus'larin yaklasik 6-10 ay kadar yasadig,
bu slre sonunda enfeksiyonun kendiliginden ortadan kalktidi, bazen
halkalarin 2 yil ve daha fazla canli kalabildikleri belirtilmistir. (Tigin ve ark.,
1991).

Son konaklarda gelisimini tamamlayan Ekinokok tirlerinin son (gebe)
halkalar koparak digki ile disari atilmaktadir. Bazen bu halkalar ince
bagirsaklarda parcalanmakta ve digki ile digari yumurtalar ¢cikmaktadir.
Seyrek olarak da digki ile disari parazitin tamami atiimaktadir. Bazi yazarlar
(Guralp, 1981), E. granulosus granulosus' da gebe halkalardan gliinde
sadece bir tane disari ¢iktigini, bazilari (Schantz, 1982) ise gebe halkanin 2
haftada bir koparak disar atildigini bildirmiglerdir. Digki ile digari ¢ikan
halkalar ritmik kasilma hareketleri ile diski kimesinden uzaklagsmaktadirlar.
Daha sonra bu halkalar clrlydp parcalanmakta ve yumurtalar serbest
kalmaktadir. Yumurtalar, rizgar, su ve artropodlarla cevreye kolayca
dagilabilmektedir. Tenya yumurtalarinin 10 giinde 200.000 m? lik bir alana
yayilabildigini ilgili yazarlara atfen kaydedilmistir (Tigin ve ark., 1991).



Kist Hidatik: E.g. granulosus 'un larvalari olgunlarina oranla ¢ok daha
blylk olup buyudkltkleri genellikle findiktan portakal iriligine kadar degisir.
Cok nadir de olsa ¢apinin 50 cm’ye ulastigi ve iglerinde 16 litre kadar kist
sivisi bulundugu bildirilmigtir. BOyUkIUk kistin gelistigi organin dokusal
ozelligine gére azalmakta veya artmaktadir. ici sivi ile dolu bu kese
seklindeki larva bir katikdla ile gevrilmistir, bunun altinda tomurcuklanma
6zelligine sahip dogurucu bir zar bulunur. Kist sivisi akici ve berrak olup
protoskoleks dolu kigik kesecikleri ve serbest protoskoleksleri igerebilir.
Kistin digini paransimli organlarda ¢ kattan olusan bir adventisya tabakasi
sarmistir (Tinar ve Coskun, 1991).

1.1.3.5. Kist Hidatigin Morfolojisi

Kist membrani iki katmandan sekillenmigtir, icte kist sivisi bulunur ($ekil
1.1.).

a) Katikdla: Dis katman kitikula olarak adlandinlir. Kitikdla proteinlere
siki sikiya bagh glikozamin ve polisakkarit yapisinda kitinoid tabakalarindan
sekillenmigtir. Bu yapi nedeniyle, kitiklla suya batirnidiginda bir boru gibi
kendi ekseni etrafina kivirilir ki, bu 6zellik kistin tanimlanmasinda kullanilr.
Katikilanin dis katmani sirekli olarak ayrilip dékdlir ve bu ic membran
tarafindan sdrekli yenilenen kuitiklla tirlere gbére az cok kalin (300 um -1
mm), kesintisiz ve i¢ elementlerle tamamen kusatiimig, ya da kesintili olabilir.
Bu yapi farklilklari Echinococcus cinsinde spesifik faktorleri tegkil eder, bu

nedenle degisik tlrlerde anatomik yapi farklidir (Tinar ve Coskun, 1991).

b) Cimlenme zar (Germinatif membran): Kist cidarinin ic katmani
cimlenme zari, graniler yapida olup Greme yetenegine sahiptir. Larvanin
batin elementleri 10-25 milimikron kalinligindaki sarimsi beyaz veya st

beyazi renginde olan bu zardan olusur. Germinatif membranin dig



ylzeyinden kitikula, i¢ ylzeyinden ise ¢imlenme kapsdulleri, protoskoleksler
ve kiz keseler meydana gelir. Kistin icinde ¢iplak gézle gérilebilen 300-500
um capinda yuzlerce c¢imlenme kapsuli ve 100-160 x 140-190 pm
boyutlarinda ¢ok sayida protoskoleks bulunabilir. Ekinokok kisti cok sayida
protoskoleks icermesiyle Cysticercus ve Coenurus larva formlarindan ayirt
edilir. Germinatif membrandan kopan cimlenme kapsdulleri kist bogluguna
diser, bunlarin yirtiimasiyla protoskoleksler kist sivisi igine dagilirlar.
Cokerek kist tabanina toplanan protoskoleks ve ¢imlenme kapsdilleri karigimi
hidatik kumunu meydana getirir. Bu germinatif elementler belli yastaki
kistlerde olusur ki bunlara “fertil kist" denir. Germinatif elementlerin
gbrilmedgi kistler ise "steril kist" olarak adlandirilir (Dunn, 1978; Guralp,
1981; Tinar ve Coskun, 1991).

Protoskoleks

Kist smisl

Sekil 1.1. Kist hidatigin morfolojisi (Altintas ve ark., 2004)

Fertilitenin olusum sdresi parazitin genetik yapisina, parazitin ve
konagin tlrlne gore dedisir. Bazi kistler higbir zaman fertilite kazanamaz,
bazilari ise asiri fertil olabilirler. Fertilitedeki bu asirihk kiz keselerin
sekillenmesine baglidir (Tinar ve Coskun, 1991). Bunlar iki orijinlidir:



1. Germinatif orijinli olanlar, germinatif membranin bir bdliminden
sekillenen kiz keselerin ana kesenin disina dogru gelismesiyle olusur. Bu
olay daha ¢ok sigirlarin E.granulosus ile enfeksiyonlarinda géralar (Tinar ve
Coskun, 1991).

2. Sefalik orijinliler, ana kesedeki protoskolekslerin keselenmesiyle
olusur ve ana kesesin iginde veya disinda gelisirler. Ana keselerin veya
dista gelisen kiz keselerin herhangi bir nedenle yirtilmasi sonucu serbest
kalan protoskolekslerden ya da germinatif membran pargalarindan ikincil
keseler olusabilir. Yani protoskoleksler, kesin konaklarda olgun paraziti, ara
konaklarda kiz keseleri olustururlar (Tinar ve Cogkun, 1991).

c) Kist sivisi: Normal kistlerde antijenik ve toksik olan berrak su
g6rindmundedir. Hidatik sivisi veya halk arasinda kaya suyu olarak
adlandinilir. Bu sivi sodyum klordr, glikoz, albumin, amino asit, globulin,
glikolitik ve proteolitik enzimler igermektedir. Dagildig1 dokularda nekroza
sebep olur. Bu 6zellik kist yirtildiginda veya kist cidarinda bir sizinti yada
anormal bir gecirgenlik oldugunda goérulir (Tinar ve Coskun, 1991).

1.1.3.6. Kist Elemanlarinin Antijenik Ozelligi

Tinar ve Cogkun (1991) ilgili liteatlrlere bagh olarak laboratuvar sartlarinda
kist sivisi verilen tavsanlarda 5 gln igcinde antikorlarin olustugunu, bunlarin
hidatidozun anaflaktik komplikasyonunun nedeni olabildigi gibi hastaligin
serolojik teshisini de mimkan kildigini kaydetmislerdir.

Sekonder hidatidoz (ekinokokoz): Hayvanda immunitenin olmadigi
hallerde primer kistlerden kiz keselerin olusmasi sonucu meydana gelir. Bu
olay akciger ve karacigerin ylUzeyindeki fertil kistlerin yirtilmasi sonucu
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pleura veya periton boslugunda veya karaciger, akciger gibi organlarin
paransiminde sekillenir (Tinar ve Coskun, 1991).

1.1.3.7. Ekinokok Antijenleri

Antijen 5

ilk kez Capron ve arkadaslar tarafindan immunelektroforez ile at kist
sivisindan izole edilmistir. Cimlenme zarinda, protoskolekslerin paran-
kiminde ve bosaltim sisteminde bulunur (Facon ve ark. 1991, Gékgen, 2002,
Karaman ve ark. 2002). Antijen 5 molekul agirliklari 37-38 kDa ve 20-24 kDa
olan iki alt Uniteden olusmaktadir (Di Felice ve ark. 1986, Shepherd ve
McManus, 1987, Shibi ve ark.,1996, Poretti ve ark. 1999). Onceleri kistik
ekinokokkosis hastaldi igin spesifik oldugu dustinilmis ancak daha sonra
E. multilocularis ve E. vogeli ile enfekte hasta serumlarinda da bu antijene

kars! antikor gelistigi saptanmistir (Facon ve ark. 1991).

Antijen B

ilk kez Oriol ve ark. (1971) tarafindan koyun kist sivisindan izole
edilmiglerdir. Isiya dayanikli bir lipoprotein olan antijen B disg kutikulde,
¢cimlenme kapsulinde ve protoskolekslerin dig 6rtisinde bulunur
(Maddison ve ark. 1989, Poretti ve ark. 1999, Karaman ve ark. 2002).
Molekul agirliklar 8-12, 16, 23-24 kDa olan ¢ alt Gniteden olugsmaktadir (Di
Felice ve ark. 1986, Shepherd ve McManus, 1987, Maddison ve ark. 1989,
Poretti ve ark. 1999). Antijen B’nin Antijen 5’e gére immunreaktivitesi daha
azdir. Onceleri antijen B'nin de E.granulosus icin spesifik oldugu saniimis
fakat sonralari E. multilocularis ve schistosoma tlrlerince de sentezlenip

salinabildigi anlasiimigtir (Shibi ve ark. 2001).
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P-29 Antijeni

Gonzalez ve ark. (2000) E. granulosus’un 29 kDa'luk yeni bir antijenini (P-
29) karakterize etmislerdir. Bu proteinin protoskoleksin tegiment ve
rostellumunda, kistin Ureyici kapstlinde bulunurken kist sivisi ve erigkin
parazit ekstraksiyonunda bulunmadig bildirilmistir. Hidatik kist sivilarinda
bilinenlerden farkli, alternatif antijen arayisglari sirasinda karsilagilan ve izole
edilen P-29 antijeninin parazitin metasestod asamasinda sinirli kaldigi ve
tedavide degerli olabilecedi bildirilirken sbz konusu antijenin Ag5 ile
immunolojik olarak iligkili fakat farkh proteinler oldugu belirtilmigstir.

Tn Antijeni

Errico ve ark. (2001) tarafindan E. granulosusun larval ve eriskin
ekstraktinda bulunan glikoprotein yapisindaki Tn antijeni kanserle iliskili olup
O-glikolizedir. 43 ve 49 kDa'luk baslica iki komponentten olusur. Serumda
bulunan Tn antijenin hastahdin belirteci olarak distnulebilecedi ve bu
durumun potansiyel olarak terapiye cevabi izlemede ve hidatik hastalardaki

niksu tahmin etmede yararl olabilecegi bildirilmistir (Errico ve ark. 2001).

Eg 20 ve Eg 48

Koyun hidatik kist sivisindan Al-Yaman ve Knobloch (1989) tarafindan izole
edilmislerdir. Her ikisi de glikoprotein yapisinda olup molekal agirliklari 20 ve
48 kDa'dur. Eg 20’nin kist hidatik hastaligi icin spesifik oldugu digtnalirken
Eg 48 E. multilocularis’li hasta serumlariyla gapraz reaksiyon vermektedir
(Al-Yaman ve Knobloch,1989).
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1.1.4. Hastaligin Tanisi

Ekinokok tlrleri ile enfekte karnivorlarda hemen hemen higbir klinik belirti
gbriimemektedir. Bu hayvanlarda ekinokokozun teshisi otopsi yada digki
bakisi ile yapilabilmektedir (Tigin ve ark. 1991).

Ekinokok enfeksiyonlarinda digki ile disari genellikle gebe halkalar,
seyrek olarak da parazitin tamami atiimaktadir. Ancak, halkalarin kiguk
olmalari ve az sayida atilmalan nedeniyle digkida gorilmeleri ¢ok gug
olmaktadir (Giralp, 1981). Bundan dolayl son konaklarda ekinokokozun
saglikli teshisi hayvanlara Arecoline hidrobromide (1-2 mg/kg) gibi bir
tenyaf(j verildikten sonra mimkin olabilmektedir (Tigin ve ark. 1991).

Her ne kadar digkida ekinokok yumurtalarina rastlanabilirse de
morfolojik benzerlikleri nedeniyle bu yumurtalari tenya yumurtalarindan ayirt
etmek olanaksizdir (Tigin ve ark.1991).

Digkida halkalarin géralebilmesi igin, digkinin dnce makroskobik olarak
dikkatli bir sekilde gézden gecirilmesi gerekir. Daha sonra rutin digki kontrol
yontemleri ile digkida yumurta ve halka bakisi yapilir. En gecerli yontem
diskinin tamaminin sulandinlarak, bir sizgec¢ten gecirilmesi ve Ustte kalan
kisminin halka ydéntunden dikkatli kontroltdir (Tigin ve ark. 1991).

Hidatidozda klinik tablo ¢ok farkli olup, kistler, her yasta insan ve
hayvanin batin organlarinda gérilebilmekle birlikte 6zellikle karaciger ve
akcigerde bulunmaktadir (llica ve ark. 2007). insanlarda siklikla Klinik
belirtiler gbzlenmesine ragmen, hayvanlarda ¢ogunlukla higbir klinik belirti
gbrilmez. Bir kistin varhdini onaylamak i¢in gorintileme tekniklerinin ve
bunlarin sonucunu desteklemek amaciyla serolojik tekniklerin kullanimi
gerekmektedir (Akyol, 2001).
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1.1.4.1. Gorintileme Yontemleri

Hidatidoz’ un tanisinda kullanilan baslica gérintlleme yéntemleri sunlardir.

e Ultrasonografi (USG)
e Bilgisayarli tomografi (BT)
e Manyetik resonans Gérintileme (MR)

¢ X - Ray (Rdntgen)

Herhangi bir organi izleme olanadi sunan BT, daha kigik Kistleri
saptamasi, boyutlarini  dlgmesi, parazitik kist olusumlarini parazitik
olmayanlardan ayirt edebilmesi nedeniyle USG’ ye oranla daha Ustlndur.
Ancak BT’ nin yiksek maliyeti kullanimini kisitlamaktadir (Akyol, 2001).

1.1.4.2. Serolojik Yontemler

GUnOmuizde hidatidozun radyolojik tani ydntemleriyle teshis edilmeye
calisiimasina ragmen Kkistin timoér, apse gibi olgularla ayirici tanisinin
yapilabilmesi icin serolojik tani yéntemleriyle desteklenmesi gerekmektedir.
Hidatidoz’'un tanisinda kullanilan baslica alerjik ve serolojik testler sunlardir
(Akyol, 2001):

¢ Casoni deri testi

e Kompleman fikzasyon testi (CF) (Weinberg)

e Latex Aglutinasyon (LA) Testi

e Indirekt Hemaglutinasyon (IHA) Testi

e Immunodiffuzyon (ID) ve Immunoelektoforez (IE) Testleri
e Indirekt Fluoresan Antikor (IFA) Testi
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e Enzyme - Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Testi
¢ Blotting yontemleri

¢ Bentonit Flocculasyon (BF)

¢ Double Diffusion 5 (DD5)

Kist hidatik genetik materyali (PCR) gibi daha ileri tekniklerle kolayca
saptanabilmekte ise de su siralarda kulanimi genelde arastirma amach olup
kisithdir (Akyol, 2001).

Veteriner hekimlikte klinik teshis hemen hemen imkansizdir; ¢lnki
teshise yardimci olacak karekteristik bir semptom tespit edilemez.
Turkiye’de serolojik testlerin kullanimi ile ilgili yapilan bir galismada IFAT’ in
% 78.95, IHAT’ In ise % 78.29 sensitivite gdsterdigi bildiriimistir (Akyol,
2001).

Kesin teshis otopsi ile konur. Hidatik kistler kalin ve opak olusu, delince
fiskiracak derecede Dbasinch kist sivisi icermesi, fertil kistlerde
protoskolekslerin bulunmasi, kist cidarinin suya batinidiginda boru gibi
kivrilmasi ile hidatik olmayan kistlerden kolayca ayrilir (Akyol, 2001).

1.1.5. Sagaltim

1.1.5.1. Son konaklarda sagaltim

Kedi ve kdpeklerde ekinokok enfeksiyonlarinin sagaltiminda cesitli ilaclar
kullaniimaktadir. Bunlardan baslicalari sunlardir:
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Arecoline hydrobromide: Képeklerde agiz yolu ile 1-2 mg/kg dozda
verilmektedir. Kedilerde brongial sekresyonu artinp bogulmalarina neden
oldugundan kullaniimasi tehlikelidir. Onceleri képeklerde ekinokok
enfeksiyonlarinin sagaltiminda kullanilan bu ilag glnimizde daha c¢ok
teshis amaciyla kullaniimaktadir (Tigin ve ark. 1991).

Bunamidine hydrochloride: Agiz yoluyla 40-100 mg/kg dozda 2-3 kez
verilen ilacin E. granulosus ve E. multilocularis'e yUksek etki gdsterdigi
bildirilmistir (GUralp, 1981; Tigin ve ark. 1991).

Mebendazole: Normalde nematodlara kargi kullanilan bu ilacin, E.
granulosus' un larvalarina karsi da etkili oldugu bildirilmistir. Mebendazol’ un
10 mikrondan daha kiguUk pargalara ayrilmis (mikronize edilmig) formulasyo-
nu E.granulosus' un geng ve erigkinlerine % 100 etkili bulunmustur. Tablet

formulasyonunun etkisi ise daha kiguk olmustur (Tigin ve ark. 1991).

Praziquantel: Son vyillarda geligtirilen bu ilacin, ekinokok
enfeksiyonlarina karsi en etkili ilag oldugu bildirilmektedir. Agiz yoluyla yada
i.m. olarak 2.5-5 mg/ kg. dozda bir defa verilen ilacin gen¢ ve erigkin
ekinokoklara % 100 etkidigi bildirilmistir (Tigin ve ark. 1991).

Epsiprantel: Yapi olarak praziquantele benzeyen bu ilacin tablet
formUlasyonu képeklerde 5.5 mg /kg, kedilere 2.75 mg/kg dozda uygulanir.
Epsiprantel etki dozunda verildigi zaman kopeklerde 28-41 gunlik E.
granulosus’larin ortalama %99.9 unu elimine eder. Glvenirlik endeksi
kdpekler de 90, kediler de ise 36 oldugunu ve praziquantele oranla daha az
emildigini ilgili literatUrlere gére bildirmistir. (Cirak 2004).

Niklosamid: Gerek insan gerekse kdpeklerin sestod enfeksiyonlarinda
yaygin olarak kullanildigi ve E. granulosus'a yiksek dozlarda (500 mg/kg)
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etkidigi bildirilmistir (Tigin ve ark. 1991).

Bunlarin disinda nitroscanate, fospirate’in da ekinokok enfeksiyon-
larinda olduk¢a yuksek etki g6sterdigi, ancak parazitlerin tamamen vicuttan
atiimalan icin uygulamasinin birkac kez tekrarlanmasi gerektigi kayde-
dilmistir (Tigin ve ark. 1991).

Ekinokok enfeksiyonlarina kargi kullanilan ilaglar genelde geng
parazitlere erigskin parazitlerden daha az etkili bulunmustur. Bunun, geng
parazitlerin  bagirsak villuslari arasinda genellikle daha derince
yerlesmesinden, bdylece konagin mukoza salgisinin bunlari ilacin etkisinden
korumasindan ileri geldigi bildirilmigtir (Tigin ve ark. 1991).

Ekinokok enfeksiyonlarina kargi képeklerde bagisiklik olusturma
calismalarinda kesin bir sonu¢ elde edilememistir. Deneysel calismalarda
kdpeklerin bagisik olabilmesi icin parazitlerin sekslel gelismesini gegirmesi
gerektigi ve bdyle kbpeklerde parazitlerin sayisinda, buydkliginde ve
yumurta Uretimlerinde azalma oldugu saptanmistir. Bununla birlikte bazi
bagisik képeklerle kontroller arasinda belirgin bir fark gértlmedigi gibi direng
olusturulan bazi kdpeklerin de daha sonraki enfeksiyonlara duyarl olabildigi
saptanmistir. Olgun parazitlerden elde edilen salgi antijenleri kullanilarak
diren¢ olusturulan kdpeklerde, parazitin yumurta Gretiminin édnemli 6lctde
durdugu kaydedilmistir (Tigin ve ark. 1991).

1.1.5.2. Arakonaklarda sagaltim:

Koyun, keci ve sigir gibi kasaplik hayvanlarda ekinokok larva formlarinin
sagaltiminda, operatif girisimler anlamsiz olmakta bazi ilaglarin (Albendazol,
mebendazol, thiabendazol, cambendazol, fenbendazol, oxfendazol,

praziquantel) etkili oldugu, ancak bu ilaglarin etki dozlarinin genellikle
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ylksek olmasi, uzun sire uygulama gerektirmesi nedeniyle sagaltimin ¢cok
pahali ve pratik olmayisi, ayrica kasaplik hayvanlar da bu denli yogun ila¢
kullanimi sonucu et ve sitte bulunacak ilag kalintisinin insan sagligi
acisindan da sakinca yaratmasi veteriner hekimlikte ekinokok kistlerininin
ilagla sagaltiminda anlamsiz oldugunu ilgili literatlrlere bagli olarak
bildirmistir. Bu arastiricilar tarafindan kist hidatikle deneysel olarak enfekte
edilen kuzularda, mebendazol, thiabendazol, cambendazol, praziquantelin
etkili oldugunu bildirilmigtir (Cirak 2004, Tinar 1979).

insanlarda kist hidatigin tedavisi 1970’ li yillarda, sagaltimin yalnizca
operatif oldugu kabll edilmekteydi. Bu operasyonlarda da perforasyon,

enfeksiyon, fistll olusumu gibi komplikasyonlar s6z konusudur.

Cerrahi midahaleler baslica Ug¢ sekilde yapiimaktadir:

1- Kistli organ veya dokunun total ya da parsiyel cikariimasi
(Akcigerden segmentektomi, karacigerden lobektomi, splenektomi
V.S.)

2- Intakt unilokiler kistin patlatiimadan (Beyin, akciger) buatandyle
cikariimasi

3- Perikist agildiktan sonra kist sivisinin cevreye bulastiriimadan

germinal membranin ¢ikariimasi.

Bu son sekilde, kist oldugu gibi birakilabilir, kapitone edilebilir, ice veya
disa drene edilir ya da omentoplasti gibi endojen bir yapi ile kist boslugu
doldurulur. Bu operasyonlarda reklrrensin énlenmesi amaciyla, skolisidal
madde (Formalin, hidrojen peroksit, iodin, cetrimid, hipertonik HCL, gimuUs
nitrat) gibi maddelerin belirli konsantrasyonlarda, belirli sUrelerde
uygulamasi énem tasimaktadir (Coker ve Zeytunlu 2004).
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Cerrahi girisimlerde basarinin artmasi igin;

Properatif ddbnemde kemoterapi uygulanmal

MUmkinse operasyona 6lU kist ile girilmesi

Kistin ruptire edilmeden ¢ikariimali

Kemoterapi postoperatif dénemde de devam edilmeli (Coker ve
Zeytunlu 2004).

Hastaligin kemoterapi yolu “Benzimidazole carbomate” I bilesiklerin
(Mebendazol, albendazol, flubendazol, thiabendazol, cambendazol gibi)
bulunmasi ile mimkin olmustur. Bu gibi ilaglar arasinda en popdler olanlari
ise mebendazol, albendazoldir (Kihgturgay 2004).

e Mebendazol 50 -200 mg/kg/gln 3ile12 ay
e Albendazol 10 - 15 mg/kg/gun bir aylik kirler (Kiligturgay 2004).

Cerrahi tedavideki yiksek mortalite, morbibite ve reklirrens oranlari,
tibbi tedavinin ise tek basina yeterli olmayisi alternatif tedavi arayislarini
devam ettirmistir. Son zamanlarda PERKUTAN ydntemi kullaniimaktadir. iki
ile doért hafta, mebendazol 50 mg / kg / gliin veya albendazol 10 mg / kg /
gun ile tedavi sonrasi ultrason veya ultrason + flaroskopi klavuzlugunda lokal
anestezi ile girilerek kist sivisi ¢ekilir, hipertonik ¢ozeltiyle yikanir. Bu
uygulama sonrasi yeniden kemoterapi uygulanir (Akhan 2004).

1.1.6. Koruma ve Kontrol

Hidatidoz bir yandan toplum saghgini ciddi olarak tehdit ederken, diger

yandan da koyun, keci, sigir gibi kasaplik hayvanlarda et, sit, yapagi ve dél
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veriminin azalmasina, basta karaciger ve akciger olmak Uzere Kistli
organlarin imhasina ve vicut direncinin  kirilarak diger hastaliklara
yakalanma riskinin artmasina neden olarak tlke ekonomisini olumsuz yénde
etkilemektedir (Koktirk ve ark. 2002), (Simsek ve ark. 2004), (Craig ve ark.
2007) Bu ekonomik kayibin, ¢iftlik hayvanlarinda %7-10 sit verimi, %5-20
karkas agirligr %10-40 yapag: verimi kaybi olusturdugu ve enfekte anneden
dogan yavrularin, enfekte olmayan anneden dogan yavrulara oranla dogum
agirhginin %20-30 oraninda daha az oldugunu, Civi ve ark.(1995) Turkiye
icin 1994 yilini baz alarak yillik ekonomik zararin 1,705,050 ABD $
oldugunu tahmin etmigler, insanlarda ise ekonomik agidan hasta basina

ortalama olarak 1840 ABD $ harcandigini bildirmiglerdir.

Hastaligin giderek daha blylk saglik ve ekonomik sorun haline
gelmemesi igin ivedilikle eradike edilmesi gerekmektedir.

Kist hidatik'ten korunmak amaciyla asi gelistirme calismalarinda
oldukca 6nemli adimlar atiimis ve EG95 asisi gelistiriimistir. EG95 asisi
parazit yumurtasindaki onkosferde bulunan bir proteini icermektedir. EG95
asisinin hayvanlarda ticari olarak kullanilabilmesi icin arastirmalar ve saha
denemeleri devam etmektedir (Akyol, 2001; Koktlrk ve ark. 2002).

E.g. granulosus’un yayillmasini énlemek igin:

a) Kopekler periyodik olarak prepatent slre géz énidne alinarak
paraziter ilacglarla tedavi edilmelidir.

b) Tedaviyi takip eden 3-5 gin boyunca digki toplanarak derince
topraga gémulmeli,

c) Enfekte organlarin mezbahalarin etrafina gelisi glizel atilmasinin
6nlenmeli mezbahalara yakma firinlari saglanmali veya enfekte
organlar pisirilmeli

d) Kacak hayvan kesimleri engellenmeli,



20

e) Enfekte kbpek digkisiyla bulasabilecek sebze ve meyveler
yenilmeden énce bol suyla yikanmali,

f) insanlarin hijyen ve sanitasyon hakkinda egitimine ©&nem
verilmeli, ayrica halkin zoonoz hastaliklar konusunda medya ve
yazih basin tarafindan sirekli veya periyodik slrelerde
bilgilendiriimesi saglanmahdir (Akyol, 2001; Ko&ktirk ve ark.
2002).

1.2. Glikoproteinler

1.2.1. Tanim

Glikoproteinler polipeptid iskeletlerine kovalan olarak bagl oligosakkarit
(glikan) zincirlerini iceren proteinlerdir (Gottschalk, 1972; Emekli, 1981;
Gabius ve Gabius, 1997; Murray ve ark.1996). Glikoproteinler glikokon-
jugatlarin veya karma karbonhidratlarin bir sinifidir. Bunlar protein veya
lipidlere kovalan olarak baglanmis bir veya daha fazla sayida karbonhidrat
zinciri igeren molekdlleri belirtmek icin kullanilan esanlamli terimlerdir (Feizi,
1991; Faillard, 1998). Kisaca karma karbonhidratlarin Gg¢ sinifi olan
glikoproteinler, proteoglikanlar ve glikolipidler genellikle hep birlikte
“Glikokonjugat” olarak adlandirilirlar (Karagali, 2003).

1.2.2. Glikoproteinlerin Yapisi

Glikoproteinlerin karbonhidrat zincirleri ¢cogunlukla dallanmis yapidadir ve
negatif yUkli olmayabilir. Glikoproteinler ¢ok degdisik miktarda karbonhidrat
icerirler. Ornegin immunglobulin G kitlesinin %4’(i kadar, kollajen genellikle
%1’den az, ribonikleaz B %8, eritrosit zarinda bulunan glikoforin %20’den
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fazla, gastrik glikoprotein olan muisin ise %60°dan fazla, kan grubu
maddeleri ise %85’e kadar , mukopolisakkaritler ise %100’e yakin karbon-
hidrat igerir (Champe ve Harwey, 1994; Montgomery ve ark. 1996). Zarlara
bagll glikoprote-inler pek cok hiicresel olayda gorev alirlar. Ornegin
hormonlar, virisler ve baska maddeler tarafindan hiicre ylzeyinin
taninmasinda ayrica hiicre ylzey antijenleri (kan grubu antijenleri), hlcre
digi matriksin elemani, gastrointestinal ve Urogenital yolun musin salgisi
olarak gérev yaparlar. Bunlarin yaninda albimin hari¢ plazmadaki globuler
proteinlerin hemen hepsi, salgilanan enzimler ve proteinler glikoprotein

yapisindadirlar (Champe ve Harvey, 1994).

1.2.2.1. Glikoproteinlerin Yapisinda Bulunan Sekerler

Glikoproteinlerin karbonhidrat kisminda baslica 7 c¢esit monosakkarid bulu-
nur. Bu monosakkaridler o kadar degisik siralama ve farkli bag yapilari ile
bir araya gelirler ki sonugta ¢ok sayida karbonhidrat zinciri yapisi ortaya
cikar. Glikoproteinlerde yer alan monosakkaridler asagida goésterilmistir.
(Sekil 1.2)
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Sekil 1.2. Glikoproteinlerde en yaygin bulunan sekerler (Varki ve ark. 1999).

e  Glikoz (Glc) sadece kollajende bulunur. N bagh glikoproteinlerin

sentezi sirasinda yer alir, olgun glikoproteinlerde bulunmaz

(UDP-glikoz).

e  Galaktoz (Gal) N bagh glikoproteinlerde bulunur (UDP-Gal).
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. Mannoz (Man) N bagl glikoproteinlerde sik bulunur (GDP-Man).

e N-asetil galaktozamin (Gal-NAc) Hem N hem O bagl
glikoproteinlerde bulunur (UDP-Gal-Nac).

e N-asetil glikozamin (Glc-Nac) N bagh glikoproteinlerde Asn
Uzerinden baglanir ( UDP-Glc-NAC).

. Fucoz (Fuc) ( 6 deoksigalaktoz) Hem N hem O bagh glikopro-
teinlerde dista yer alir ( GDP-Fuc).

. N-asetil néraminik asit (NANA) (siyalik asit)(Sekil 1.3.) hem N
hem O bagh glikoproteinlerin uc sekeridir.

e  Arabinoz (Ara) Pentoz (UDP-Ara).

e Ksiloz (Xyl) Pentoz (UDP- Xyl) (Yavuz, 2001; Altintas ve ark.
2004).

Sialik asitler  (N-asetil neuraminik asit, N-glikolil neuraminik asit)
glikoproteinlerde ve glikolipid-lerde en yaygin bulunan ve en O6nemli
sekerlerdir.

1.2.2.2. Glikoproteinlerin Yapisinda Bulunan Aminoasitler:

Batin aminoasitler farkli oranlarda glikoproteinlerin yapisinda yer alabilirler.
Oligosakkarit zincirleri glikoproteinlerin peptid omurgasina 5 amino asit
artigindan birinden baglanmiglardir (Champe, 1994; Gabius ve Gabius,
1997; Montgomery ve ark. 1996; Murray ve ark. 1996; Yavuz, 2001). Bunlar;
Asparajin (Asn), Serin (Ser), Treonin (Thr), Hidroksilizin (Hyl) veya
Hidroksipirolin (Hyp)'dir.
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1.2.3. Glikoproteinlerin Siniflandiriimasi

1.2.3.1. icerdikleri Bag Tipine Goére Glikoproteinlerin Siniflandiriimasi

icerdikleri bag tipine gore glikoproteinler {g ana sinifa ayrilirlar.

N-Glikozidik Bag: icerenler:

Bu sinifa ait glikoproteinlerde seker asparajin yan zincirinin amid grubuna
baglanir (Sekil 1.3.). Ovalbumin, immunglobulinler, orosomukoid baslica N
bagli glikoproteinlerdir (Nigam ve Cantero, 1973; Akman, 2002).

HOCH,
0
Ho/H H H |
—N—C—CH-C
H\oH H

asparagin
H HN-CO—CH3

Sekil 1.3. Bir N bagh glikoprotein (N asetil glikozaminin asparajine baglanmasi)
(Murray, 1996).

N bagh glikoproteinlerde 3 ana sinif oligosakkarit bulunur:

a. Karma oligosakkaritler

b Mannozdan zengin oligosakkaritler

c. Melez oligosakkaritler (Murray ve ark 1996; Varki ve ark.
1999) dir.

Her 3 sinif glikoproteinde de ortak bir pentasakkarit ¢ekirdek bulunur.
(Man3 Glc NAc2) Bu ortak pentasakkaritin varligi bunlarin biyosentezlerinde

ortak bir baslangic mekanizmasinin bulunmasi ile aciklanir.
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Karma tip glikoproteinler genellikle u¢ NeuAc kalintilari ile tabanda
yatan Gal ve GIcNAc kalintilari icerir. (Sekil 1.4.). Bunlarin ¢ogu 3 veya 4
tane dis dal icerirlerse de 5 dal iceren catilar da yayinlanmigtir.
(Oligosakkarit dallarina ¢ogunlukla anten adi verilir.) Karma tip zincirler
sasirtacak kadar cok sayida olup asagidaki sekilde bunlardan sadece bir
tanesi verilmigstir. Diger karma zincirler Gal veya Fuc ile sonlanabilir. (Murray
ve ark. 1996) Karma glikoproteinler hayvan glikoproteinlerinde bulunur.
100’den fazla tipinin belirlenmis olmasi kimyasal isaretleme ve tanima

olaylarinda karbonhidratlarin farkliligini gésterir (Nelson ve Michael 2000).

02,30r6 | \

B14 | |
GIcNAc GlcNAc
B1.2| |
Man Man
W3 a6
+/- GIcNAc——— Man
| p1.4
GlcNAc

| p1,4
o Fuor— 8 GieNAc

Asn

p1,4

Sekil 1.4. Karma tip glikoprotein (Murray, 1996).

Mannozdan zengin oligosakkaritler tipik olarak, pentasakkarit ¢cekirdege
bagli 2-6 ek Man kalintisi igerirler (Sekil 1.5.). Butiin N bagli oligosakkaritler
baslangicta mannozdan zengin yapilar halinde olusurlar, daha sonra farkli
tipte kompleks oligo-sakkaritlere farklilasirlar. Bunlar hayvan glikoproteinleri
icinde sinirh sayida yer alirlar. Daha ¢ok disUk o6karyotlarda ve viral zarf
glikoproteinlerinde bulunurlar (Elbein, 1999; Kobata, 1992).
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Man Man Man
12 |a a1,2| 1,2 |
ot Man Man
Man
a1z | 1,3 M,e
Man Man
a173 A,G
Man
| p1.4
GIcNAc
| 1.4
GIcNAc
Asn

Sekil 1.5. Mannozdan zengin oligosakkarit (Murray, 1996).

Melez oligosakkaritler ise diger iki sinifin her ikisine ait nitelikleri de
tasirlar (Sekil 1.6.).

p1.4 | Man Man

GlcNAc
B12| a1N 1,6

Man GlcNAc

Man
‘31,4
OL1N A ,6
Man
| 1.4
GlIcNAc
| 1.4
GiIcNAc

Asn

Sekil 1.6. Melez oligosakkarit (Murray, 1996).

N bagh glikoproteinler glikoproteinlerin ana sinifini olugturur. Kolayca
erigilebilen proteinler (6rn. Plazma proteinleri) esas olarak bu gruba ait
olduklari igin bu glikoproteinler daha fazla incelenmistir. Bu grupta hem zara
bagli hem de dolasimda yer alan glikoproteinler bulunur.
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O-Glikozidik Bagi icerenler:

Bu sinifa ait glikoproteinlerde seker serin veya treoninin R grubunun
hidroksiliyle baglanir (Sekil 1.7). Birgok membran proteini, musinler,
proteoglikanlar, kollajenler baslica O bagl glikoproteinlerdir (Lennarz, 1980;
Anumula, 2000; Yavuz, 2001).

H HN-CO-CH,

Sekil 1.7. Bir O bagh glikoprotein (N asetil galaktozaminin serine baglanmasi)
(Murray, 1996).

1.2.3.2. Bulunduklari Yere Goére Glikoproteinlerin Siniflandiriimasi
(Faillard, 1998)

1. Memeli Glikoproteinleri
a. Gastrointestinal kanal glikoproteinleri
i. Mide-bagirsak sivisinin mukus materyali
b. Diger Glikoproteinler
i. Solunum yolu glikoproteinleri
ii. Genital kanal glikoproteinleri
iii. Amniyon sivisi glikoproteinleri
iv. Eklem sivisi glikoproteinleri
c. Kan Plazmasi Glikoproteinleri
d. Konnektif Doku Glikoproteinleri
e. Uriner Glikoproteinler
f. Muhtelif glikoproteinler
2. Balik ve intervertebrali Glikoproteinleri
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3. Bitki Glikoproteinleri
4. Viral Glikoproteinler
5. Bakteriyel Glikoproteinler

1.2.4.1. Glikoproteinlerin Oligosakkarit Zincirlerinin Fonksiyonlari

J Hlcre icinden ve disindan gelen proteolize kargi korunma

saglar.

e Oncll proteinlerin daha kiigiik (iriinlere proteolitik islemlenmesini
etkiler.

. Fizikokimyasal nitelikleri (6rn: ¢6zUnarlik,akiskanlik,yik ve

denaturasyon) degistirir.
e  Biyolojik etkinlige katilir (6rn: koriyonik ganadotropini).

e Zarlara yerlesmeyi, hlcre ici gbcl, siniflandiriimayr ve
salgilamay etkiler.

. Embriyonik gelismeyi ve farklilagsmay: etkiler.

. Kanser hucreleri tarafindan secilen metastaz noktalarini etkiler
(Murray, 1996; Yavuz, 2001).

1.2.5. Glikoproteinler ve Parazitizm

Bazi protozoal ve helmintik parazitler parazitizmlerini saglamak igin
genellikle antijenik olan ve konaga invazyonda gerekli olan karbonhidrat
bagh proteinlere (glikoprotein) ihtiyac duyarlar. Simdiye kadar yapilan bir cok
calisma parazit tirevli lektin ve glikanlarin paraziter enfeksiyonlarda rolu
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oldugunu gosterse de gunumuizdeki caligsmalar glikokonjugatlarin bir ¢ok
parazit icin her hangi bir rolden 6te son derece 6nemli oldugunu ifade
etmektedir (Varki, 1999). Ayrica glikozile edilmis proteinlerin dogal ve
deneysel hidatik enfeksiyonlarindaki immundominant &zellikleri (Khoo ve
ark.,1997), onlar diger proteinler icinde 6éne ¢ikarmaktadir.

Kist hidatik glikoproteinlerine yonelik ilk calismalar 1953 yilinda Cmelik
ve Briksi ile baslamis olup, arastirmacilar kist duvarinin protein ve
karbonhidrat kompleksinden yapildigini acgiklamiglardir (Ghouri ve ark.
1971). GUnd-mlUzde 6nemi daha da anlasilan glikoproteinler gelisen
molekiler teknikler sayesinde ¢ok daha ayrintili sekilde incelenmektedir.

Bu alanda gelecekteki calismalar blyUk olasilikla parazit glikokonjugat
sentezini engelleyecek ya da konak reseptérlerinin paraziti tanimasina engel
olan ilgili faktérleri ortadan kaldirmaya yoénelik yeni ilaglarin gelistiriimesi
dogrultusunda olacaktir. Buna ek olarak, bir gcok parazitin hiicre adhezyonu
icin sentezledigi ve salgiladigi spesifik lektinleri hedef alan asilar
enfeksiyonlari sinirlamada kismen etkili olabilirler (Varki ve ark. 1999).

1.2.6. Glikoproteinlerin Antijenik Ozellikleri

Protein ve glikoproteinler hlcre ici iletisimi saglamada etkili elemanlardir ve
bunlar hi¢c kuskusuz larval parazitlerin fizyolojik aktivitelerini etkiler.
Karbonhidrat fraksiyonundaki herhangi bir degisiklik biyolojinin degismesine
neden olabilir (Warren ve ark. 1978’e atfen Ghorui ve ark. 1990). Ayrica
protein ve glikoproteinlerin detayll analizleri konak-parazit arasindaki
iliskilerin aydinlatiimasina bdylece immun cevabin arastiriimasindaki eksik
bilgilerin tamamlanmasina yardimci olacaktir. Proteinlerin bir gok kompleks
oligosakkarit yapilarla dekore edilmis olmasinin nedeni uzun slre

anlasilamamis ancak son yirmi yilda glikobiyoloji alanindaki gelismeler
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glikolizasyonun rolinin kismi olarak anlasiimasini saglamistir. Protein
glikozilasyonu proteinlerin en yaygin posttranslasyonel modifikasyonudur ve
proteinin antijenik 6zelliklerine katkida bulunur. Bagisiklik sisteminde yer
alan cogu molekll de (hlcre reseptérleri, sitokinler, antikorlar) glikozile
sekilde bulunurlar. Glikozilasyona ugramis proteinler farkl tip antijenik
epitoplar tasirlar (Lisowska, 2002), (Walsh ve Jefferis 2006) ve
glikoproteinler immun sistem efektérlerinin  anahtar komponentleridirler
(Rudd ve ark. 2001), (Zhang, 2006).

Tezin amaci:

Yapilan bu tez ¢calismasinda;
1.  Dogal enfekte koyun ve deneysel enfekte farelerde hidatik kist

materyallerinin  (kist sivisi, membran, protoskoleks) antijenik

proteinlerinin belirlenmesi

2. Belirlenen antijenik proteinlerde karbonhidrat varliginin arastiriimasi

3. Koyun ve fare kdkenli hidatik kist materyallerinin antijenik proteinler
ve glikoproteinler ydninden karsilastiriimasi amaclanmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu tez ¢alismasinda, koyun ve farelerde yapilacak uygulamalar i¢in Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Etik Kurulu'ndan 29 Aralik 2004 tarihinde

onay alinmistir.
2.1. Koyunlardan Ornek Toplanmasi ve Antijen Hazirlama

Galisma materyali icin Ankara’nin Kazan ve Gubuk ilceleri mezbahalarinda,
kesimi yapilan koyunlarin kanlari tiplere alindi, daha sonra bu hayvanlarin
kesimleri takip edilerek kist hidatikli olanlar belirlendi. 20 pozitif, 10 negatif
hayvandan karaciger ve kan drnekleri alindi. Ticari olarak birer adet enfekte

olmayan koyun ve fare serumlari temin edildi.

Ornekler en kisa siirede laboratuvara getirilerek kanlarin serumlari
ayrildi ve -80°C’de saklandi. Koyun karacigerinden toplanan kist hidatik
sivisi 10.000 x g’de 30 dakika santriflij edilerek protoskoleksler ¢ékturuld.
Ustte kalan kist hidatik sivisi alinarak 0.45 pm’lik membran filtreden gegirildi.
Daha sonra solusyon diyaliz torbasina konularak 36 saat distile suya karsi
+42C’de diyaliz edildi. Béylece tuzlarindan arindirilarak hazir hale gelen kist
hidatik sivisi antijeni -80°C’de saklandi.

Onceki santrifiij islemi sonunda dipte toplanan protoskoleksler birkag
kez distile su ile yikandiktan sonra %10 SDS ile 30 dakika calkalayicida
birakilarak pargalandi ve elde edilen sivi 0,45 pm’lik membran filtreden
gecirildi ve solusyon diyaliz torbasina konularak 36 saat distile suya karsi
+4°C’de diyaliz edildi. Hazir hale gelen protoskoleks antijeni -80°C’de

saklandi.



32

Kist hidatiklerin sivilari ve protoskoleksleri yanisira kist hidatik
memblanlari da karacigerden dikkatlice ayrildiktan sonra ¢ok iyi temizlenmis
ve Islya dayanikli bir havan icerisine konularak Uzerlerine sivi azot ilave
edildi. Sivi azotun ugmasiyla beraber asiri derecede donmus olan parazitler
havan tokmagi ile ddvilerek toz haline getirildi. Proteaz inhibitorleri ilave
edilerek vorteksle iyice karistirildi ve ses dalgali su banyosunda 30 dakika
bekletildi.

Daha sonra 13000 RPM’de +4°C’de 30 dakika santrifilj edildikten sonra
sUpernatant diyaliz torbasina konularak +4°C’de 24 saat diyaliz edildi.
Hazirlanan kist membrani antijenleri 0,45 pm’lik membran filtreden

gecirilerek -80°C’de saklandi.

2.2. Farelerin Deneysel Enfeksiyonu

Farelerin deneysel enfeksiyonu icin 15-25 gunlik 30 adedi enfekte edilmek,
10 adedi kontrol olmak Gzere toplam 40 beyaz fare (Swiss albino) kullanildi.
Denemeler icin gerekli E. g. granulosus protoskoleksleri toplanan fertil
ekinokok kistlerinden elde edildi. Kist sivisi alinan proskoleksler
temizleninceye kadar fizyolojik tuzlu su ile yikandi. Protoskolekslerin
canliligi; morfolojilerine, hareketliligine, alev hucrelerinin aktivitelerine ve
eozin ile boyanip (6l0) boyanmamalarina (canh) gbre kontrol edildi.
Fizyolojik tuzlu su ile 0.5 mlI'de yaklasik 3000 protoskoleks olacak sekilde
protoskoleks sispansiyonu ayarlandiktan sonra Uzerine, 1 mI'de, 1000 Unite
penicilin, 0.001 g streptomicin bulunacak sekilde antibiyotik eklendi. Enfekte
edilecek 30 fareye hazirlanan stispansiyondan 0.5 ml'lik bir enjektérle karin
bosluguna verildi. Calismada kullanilacak enfekte fare sayisina ulasincaya
kadar bu islem tekrarlandi. Kistlerin gelismesi icin 7 ay beklendi ve sire
sonunda fareler elden cikarilarak serumlar elde edildi ve ayni zamanda
antijen hazirlanmasi amaciyla otopsileri yapilarak gelismis olan sekonder
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kistler alinip, kist sivilari ve kist duvarlar toplandi (Resim 2.1.). Elde edilen
kist sivilari, koyunlardan elde edilen primer kist hidatik sivilarina yapilan
islemler tekrar edilerek -80°C’de saklandi.

Resim 2.1. Deneysel olarak enfekte edilen farelerde otopsi sonucu elde edilen kistler.

2.3. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

Bu calismada Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi'nde bulunan; vertikal
mini jel elektroforezi ve Semi-dry transfer (Blotting) cihazi (Hoeffer), gigc
kaynagi (Amersham), sogutmali su banyosu (Amersham), GS-800
dansitometresi (Bio-Rad), ependorf santriflj (Beckman), pH metre (Hanne),
calkalayici (Rock), sonikasyon cihazi (Bandelin) ve derin dondurucu (-80°C)
(New brunswick) kullanildi. Protein bantlarinin standart bantlarla karsilas-
tinlarak degerlendiriimesinde BIO-RAD “Quantity One molekiiler imaj
yazilimi” programi kullaniimisgtir.

Bu calismada kimyasallar olarak; anti-sheep lgG-peroksidaz konjugati
(Sigma, A3415), anti-mause lgG-peroksidaz konjugati konjugati (Sigma,
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A4416), koyun serumu (Sigma, S3772), fare serumu, (Sigma, M 5905),
nitroseluloz membranlar (Amersham, HoybondECL), @PVDF membran
(Amersham,Hy-bond-P), blotting kagidi (Sigma, P4681) 3,3-diamino-
benzidin (DAB) (Sig-ma,D0426), 205-6,5 kDa protein standart belirteci
(Sigma, S8445), 215-18.3 kDa prestained protein belirteci (Blue Ranger,
26681), tris-HCI (Sigma,T 1378), trizma (T1378), diyaliz tupl (Sigma
D0550), DIG Glikan tayin ve ayirt edici kitleri (Roche 11142372) deoksikolik
asit (Sigma D2510), dithiothreitol (Sigma D9163) EDTA (Sigma E5513),
akrilamid-bis akrilamid (Sigma, A3574), amonyum persulfat (Sigma, A3678),
sodyum dodesil stlfat (Sigma, L4509), bromfenol mavisi (Sigma B5525),
gliserol (Sigma, G8773), merkaptoetanol (Merck, UN2966), TEMED (Sigma,
T9281), coomassie mavisi (Sigma B8647) monobazik sodyum fosfat
monohidrat (Sigma, S 3522), tween 20 (Sigma P5927), glasiyel asetik asit
(Merck, 56), etanol (Riedel-de Haen, 32221), metanol (Riedel-de Haen,
24229), magnezyum klorir (Sigma M9272), sodyum klorlr (Sigma S 9888),
kalsiyum klortr (Sigma C1016), mangan klortr (Aldrich 22,127-9) kullanildi.

2.4. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Proteinlerin ayirimi igin en fazla kullanilan yéntemdir. SDS-PAGE
proteinlerin  karakterizasyonunda, kargilastirimasinda ve saf olup
olmadiklarinin kontrol edilmesinde kullanilan, pahali olmayan, hizli ve
tekrarlanabilir bir ydntemdir. Bu nedenle kullanim alani son derece genistir.
Bilindigi gibi, elektroforez bir elektrik yikli alanda iyonlarin gé¢l olayidir.
Proteinlerin elektroforezinde, proteinin sekli, molekll kitlesi, ortamin pH’si
ve bu pH'da proteinin anyon veya katyon olmasi gibi 6zellikler nedeni ile
farkli proteinler farkli gé¢ hizi gbésterirler ve birbirlerinden ayri noktalara
dogru hareket ederler ve bdylece birbirlerinden ayrilirlar. SDS-PAGE
yénteminde, proteinler anyonik bir deterjan olan SDS ile reaksiyona girerek
negatif yOkli kompleksler olustururlar. Protein tarafindan baglanan SDS
miktari ve dolayisiyla kompleks Uzerindeki ylk, proteinin buyUklugu ile
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orantihidir. Proteinler genellikle SDS’ye baglanmaktan 6tirl denattre olurlar

ve ¢6zunlrlik kazanirlar, sekillerini degistirirler.

Bdylece proteinler (asidik ya da bazik) negatif yiklenmis kompleksler
olarak temelde vyUklerindeki ve buyuUkliklerindeki faklihlda dayanarak
poliakrilamid jelin kalbura benzer gbdzenekli matriksinde elektroforez ile

ayirima tabi tutulurlar.

SDS-PAGE, protein ayiriminin yaninda, molekdl agirliklar bilinen
standart proteinlerle baglantih  olarak elektroforetik degiskenliklerin
kiyaslanmasi ile bilinmeyen proteinlerin molekdl agirliklarinin teshisinde
oldukga genis bir sekilde kullanilan gicli bir ydntemdir.

SDS disdlfit baglar Uzerine etkili olmadigi icin beta merkaptoetanol
veya dithio-treitol ilavesi ile disUlfit baglar kirihr (Dryer ve Lata, 1989; Stott,
1989; Van ve ark., 1987; Zingales, 1984). Proteinlerin SDS ile
muamelesinde 12 metilen grubuna sahip olan deterjan, stlfat iyonuna katihr
ve indirgeyici ajan olan beta-merkaptoetanol veya dithio-treitol disulfit
kdprulerini (-SH HS-) seklinde ayirir ve bunlarin ¢ boyutlu sekillerini
silindirik yapiya dénustirir (Reynolds ve Tanford, 1970).

2.4.1. SDS-PAGE’de Kullanilan Cozeltiler

Monomer ¢ézelti:
1. Akrilamid 58,4 g
2. Bisakrilamid 1,69

3. H0 200,0 ml
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4X Ayirma(Running) Jel Cézeltisi (pH 8,8):

1.
2.

Tris 36,39
H>O 200,0 ml

4X Numune Ylkleme (Stacking) Jel Cézeltisi (pH 6,8):

1.
2.

Tris 3,09
H20 50,0 ml

%10 Sodyum Dodesil Sulfat (SDS) Cézeltisi :

1.
2.

SDS 10,09
H20 100,0 ml

%10 Amonyum perslilfat (APS):

1.
2.

APS 0,1g
HQO 1,0 ml

Numune Coézeltisi (Sample buffer) (pH 6,8):

1.

o & 0m

4X Numune Uygulama (Stacking) jel solusyonu 2,5 ml

%10 SDS 4,0 ml
Gliserol 2,0 ml
Merkaptoetanol 1,0 ml
H.O 0,5 ml

N-butanol-su (1:1) ¢ézeltisi:

1.
2.

n-Butanol 50,0 ml
H-O 50,0 ml

Tank ¢ézeltisi (pH 8,3):

1.

2
3.
4

Tris 12,09
Glisin 57,6 g
SDS 40,0 ml

H>O 40L
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Kosturma (Running) Jel Solusyonu:

1. Monomer ¢bzeltisi 5 ml

2. 4X Running jel tamponu 5,0 ml
3. %10 SDS 0,2 ml

4. HO 8,3 ml

5. APS 100,0 pl

6. TEMED u6,7 ul

Numune Uygulama (Stacking) Jel Solusyonu..

1. Monomer ¢ozeltisi 0,9 ml
2. 4X Stacking gel ¢ozeltisi 1,6 ml
3. %10 SDS 66,0 pl
4. H0 4,0 ml
5. APS 33,4 pl
6. TEMED 3,3 ul
Blue-Silver Stain (Glmdiis mavisi boyasi):

1. % 2 H3POy4

2 % 10 (NH4)2SO4

3. % 20 metanol

4 % 0,1 Coomassie G-250

Tespit (Fikzasyon) ¢Ozeltisi:
1. %40 etanol
2. %10 asetik asit

2.5. Koyun ve Farelerin Kist Sivisi, Kist
Protoskolekslerinde Protein Profillerinin Belirlenmesi

Membrani

ve

Daha 6nceden kullanima hazir hale getiriimis ve -80°C’de bekleyen Kkist

hidatik antijenleri ¢6zdUrtldi ve protein miktarlari Lowry yéntemi ile él¢tldi
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(Lowry ve ark., 1951). Kist sivilarinda ortalama 0.173 mg/dl protein bulundu.
Daha sonra %10’luk ayirma jeli, %4’l0k numune uygulama jeli hazirlanarak
8x10cm’lik cam plaklar arasindaki 1,5 mm’lik bosluga dékuldii. Ornekler 2:1
oraninda 6rnek tamponu ile kanstirildi ve 5 dakika slreyle kaynar su
banyosunda tutularak proteinlerin denaturasyonu saglandi. Hazirlanan
ornekler, kademeli jel sistemine ylklenerek, tris-glisin buffer sisteminde 20
mA sabit amperde izci boya (bromfenol mavisi) jelin sonuna ulasincaya
kadar gog ettirildi. islem sonunda, jel sirasiyla 6 saat tespit (Fikzasyon)
¢Ozeltisini takiben Blue Silver (Candiano ve ark., 2004) boya c¢ozeltisi ile
boyandiktan sonra, %25 etanol ¢dzeltisinde tutuldu ve bantlar gérindr hale
getirildi. SDS-PAGE’de 205-6,5 kDa arasindaki molekdl agirhkli protein
standardi kullanildi. SDS-PAGE sonucunda gdérilen bantlarin  molekl
agirhklari Qantity One Analiz Yazilimi (BiO RAD) ile hesaplandi.

2.6. Western Blotting:

Western blot teknigi, kompleks bir karisimdaki calismaya spesifik olan
proteinlerin tanimlanmasi ve buna bagli olarak molekdl agirliklarinin
belirlenmesi igin kullanilan yéntemdir. Birkag temel basamaga bdlinerek
incelenebilir (Daidson ve ark. 2007).

e Karisimdaki denatire edilmis proteinlerin  Poliakrilamid jel
Uzerinde blydklUklerine gére ayriimalari.

e Ayniimig proteinlerin  pozisyonlarini  koruyarak membrana
aktarilmasi.

e Arastirma konusu olan proteinin spesifik antikorlar ile reaksiyonu
yardimiyla tayini ve molekil agirhdi bilinen standart protein

belirtecleri ile molekdl agirliklarinin belirlenmesi.
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Birinci asamasi olan SDS-PAGE ile elektroforeze tabi tutulan proteinler
transfere hazir hale gelirler. Bu asamadan sonra uygulanacak olan Western
blot ydnteminin ana hatlarini su sekilde siralamak mimkundur:

e Seperasyona tabi tutulan proteinlerin nitrosellloz membrana

(yada naylon veya benzeri materyallere) transfer edilmesi

e Spesifik olmayan baglanmayi énlemek icin membran Gzerindeki
protein baglanma kisminin bloke edilmesi (bloking)

e Transfer edilmis ilgili proteine spesifik antikorun baglanmasi
e Birinci antikora, enzim isaretli ikinci antikorun baglanmasi

e Enzim bagli kompleksin membrana uygun enzim-substrat solUs-

yonu uygulanarak yerlestiriimesi.

2.6.1. Western Blottingde Kullanilan Cozeltiler

Fosfat Tuz Tampon (PBS) (pH 7,4):

1. NaCl 8,09
2. KCl 0,29
3. Na,HPO, 1,4 g
4. KHoPO, 0,49

5. H0 1,0L
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2.7. Western Blotting (immunblotting) Teknigi ile Antijenik Yapinin

Analizi

Analiz edilen suslardaki antijenik yapinin belirlenmesi amaciyla Burnie ve
ark. (1987) tarafindan bildirilen yéntem kullanildi. Bu amagla ilk olarak SDS-
PAGE uygulandi. Membran belirteci olarak 30-120 kDa Prestained SDS-
PAGE belirteci kullanildi. Daha sonra nitroseltloz membran (Hypond-P) ve
jel 10 dk transfer tamponda tutuldu. Yari-Kuru (semi-dry) blot cihazi
kullanilarak 3 filtre kagidi, nitroseliloz membran, jel ve tekrar transfer
tamponla islatiimis 3 filtre kagidi kullanilarak 100 Vta 1 saat tutulmak
suretiyle jeldeki proteinlerin membrana transferi saglandi.

immunblotting ydntemi ile nitroseliiloz membranda antijenik bant varlig
incelendi. Spesifik olmayan protein baglanmalarini énlemek i¢in 5 g sit tozu,
%0,05 (v/v), Tween-20 ve PBS (pH 7,4) karisimi icerisinde, oda isisinda 2
saat slre ile bekletildi. Primer antikor iceren serumlar 1/1 000 (v/v) oraninda
blocking buffer ile dilusyonu yapilarak oda isisinda 2 saat inkube edildi.
Daha sonra PBS (pH 7,4) % 0,05 Tween-20 (v/v) karisimi ile U¢ defa 10
dakika ara ile yikandi. Sekonder antikor (peroksidaze konjugat antisheep ve
antimause immunoglabulin) 1/3 000 (v/v) oraninda blocking buffer ile dilue
edildi oda isisinda 1 saat tutuldu. Daha sonra PBS (pH 7,4) ve % 0,05
Tween-20 (v/v) karisimiile G¢ defa 10 dakika arayla yikandi.

Son olarak, taze hazirlanmis 3,3’-diaminobenzidin (DAB) c¢dzeltisi
kondu. Bu ¢6zeltinin uygulanmasini takiben gri bantlar belirdi ve reaksiyon
PBS ile durduruldu. immunblotting sonucunda gérilen bantlarin molekiil

agirliklar Quantity One molekdler imaj yazilimi (Bio Rad) ile hesaplandi.
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2.8. Glikan Tayin Kiti ile Glikoprotein Varliginin Belirlenmesi

Glikan Tayin Kiti (DIG Glycan Detection Kit Roche, Cat. No. 11 142 372
001): glikoprotein varliginin incelenmesi amaciyla kullanildi.

2.8.1. Glikan Tayin Kitinin Kullanimi icin Gerekli Cozeltiler

1. Blocking buffer 5,0 mi
2. TBS 45,0 ml

Sodyum asetat solusyonu (pH 5,5): Glikan tayin kiti ile yapilan
glikoprotein analizinde kullanildi.

1. Sodyum asetat 8,2¢
2. H.0 1,0L

Tris solusyonu (Tris Buffer Saline, TBS)(pH 7,5): Glikan tayin kiti ile

yapilan glikoprotein analizinde kullanildi.

1. Tris-HCI 799
2. NaCl 8,8¢
3. H.O 1,0L

Fosfat Tampon Tuz Coézeltisi (Fosfat Buffer saline, PBS) (pH 6,5) :

Glikan tayin kiti ile yapilan glikoprotein analizinde kullanildi.

1. Potasyum Dihidrojen Fosfat 6,89
2.NaCl 8,79
3. H.0 1,0L
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2.8.2. Glikan Tayin Kitinin Kullanimi

Glikan tayin kiti (DIG Glycan Detection Kit) kullanilarak gerceklestirilen bu
ybntem, Uretici firmanin direktifleri dogrultusunda gergeklestirildi. SDS-
PAGE’den sonra proteinler PVDF membrana aktarildi. Membran 10 dakika
arayla iki kez 40 ml PBS (pH 6,5) ile yikandi 10 ml Sodyum asetat buffer'da
hazirlanmis Sodyummetaperiodat ile oda i1sisinda 20 dakika inkibe edildi ve
tekrar 10 dakika sireyle iki kez 40 ml PBS (pH 6,5) ile yikandiktan sonra 5
ml sodyum asetat icerisinde 1ul D,G-succinly-€ aminocaproid asit hidrazid
iceren solusyonda 1 saat sireyle oda isisinda birakildi ve 10 dk slreyle 3
kez 50 ml TBS ile yikandi. Membran blocking solusyonunda en az 30 dakika
tutuldu ve 10 dakika sireyle t¢ kez 50 ml TBS ile yikandi. 15 pl anti-DIG
alkaline fosfataz iceren 15 ml TBS (pH 7,5) icerisine konarak, 1 saat
bekletildi ve 10 dakika slreyle ¢ kez 50 ml TBS ile yikandi. Membran
hareket ettirilmeden substrat (x-fosfat -NBT icerisinde TBS pH 9,5) konuldu
ve bantlar belirgin hale gelince bol distile su ile yikandi. Olusan bantlarin
molekil agirliklari Qantity One Molekiiler imaj Yaziimi (Bio Rad) ile

hesaplandi.

2.9. Glikan Ayirtedici (Diferensiasyon) Kiti ile Glikoproteinlerin Ayrimi

Glikan Ayirt Etme Kiti (DIG Glycan Differentiation Kit, Roche, Cat. No. 11
210 238 001): glikoprotein baglanma tiplerini arastirmak amaciyla kullanildi.

Tris Buffer Saline (TBS) (pH 7,5) : Glikan ayirt etme kitinde kullanildi.
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2.9.1. Glikan Ayirtedici (Diferensiasyon) Kitin Kullanimi icin Gerekli
Cozeltiler

1.Tris-HCI 6,04
2 NaCl 8,7 g
3. H.0 1,0L

Tampon1 (pH 7,5):

1.MgCl, 0,05¢
2.CaCly 0,03 ¢
3.MnCl 0,059
4.TBS 250,0 ml
Tampon 2 (pH 9,5):
1.Tris-HCI 12,19
2.MgCl, 10,2 ¢
3.NaCl 599
4. H,0O 1,0L

2.9.2. Glikan Ayirtedici (Diferensiasyon) Kitin Kullanimi

Glikan ayirtedici kiti (DIG Glycan Differantiation Kit) kullanilarak yapilan bu
islem, dretici firmanin direktifleri dogrultusunda gerceklestirildi. Buna gbre,
ilgili kisimda anlatildigi sekilde yapilan SDS-PAGE ve membrana transfer
sonrasinda, membran 5 ml Bloklama ayiraci ve 45 ml TBS (pH 7,5)
icerisinde en az 30 dakika bekletildi. 2 defa 10’ar dakika sureyle 50 ml TBS
ve bunun sonrasinda da bir kez Tampon 1 solusyonu ile yikandi. Bu iglemi
takiben baglanma tiplerini arastirmak amaciyla Maackia amurensis agglu-
tinin (MAA) Sialik asit alfa (2-3) ile galakioz arasinda, Galanthus nivalis
agglutinin (GNA) mannoz, alfa (1-3), alfa (1-6) yada (1-2) ile mannoz
arasinda, Sambucus nigra agglutinin (SNA) sialik asit alfa (2-6) ile galaktoz
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arasinda, Peanut agglutinin (PNA) galaktoz beta (1-3) ile N-asetilgalak-
tozamin arasinda ve Datura stramonium agglutinin (DSA) galaktoz beta (1-
4) ile N-asetilgalaktozamin spesifik lektinler uygulandi. 10 ml Tampon 1 ile
karigtirllip membranlarin Gzerine kondu ve 1 saat beklendi. Lektin ¢cbzel-
tisinden c¢ikartilan membran, 3 defa TBS (pH 7.,5) ile yikandi, anti-Digoxi-
genin-AP 10 pl alinarak, 10 ml TBS ile kangtirildi ve  membranlarin Gzerine
uygulandi. 1 saat beklendi. Membran 3 defa 10 dakika slreyle TBS (pH 7,5)
ile yikandi. 10 ml Tampon 2 ve 200 pl substrat (NBT X-fosfat) karigimi
membranin Ustin0 kaplayacak sekilde uygulandi. Bantlar olusunca,
reaksiyon distile su ile yikanarak durduruldu ve bant olusumu degerlendirildi.
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3. BULGULAR

3.1. Koyunlarda Kist Hidatik Protein Profillerinin, Antijenik
Proteinlerinin ve Glikoproteinlerinin Belirlenmesi

3.1.1. Koyunlarda Kist Hidatik Protein Profillerinin SDS-PAGE ile
Belirlenmesi

Protein profillerini belirlemek amaciyla koyun kist sivisi, kist membrani ve
protoskoleks o6rnekleri kullanilarak denatire kosullarda ve kademeli jel
sistemi ile vertikal elektroforez yapildi. SDS- PAGE U(zerinde 205-6.5 kDa
(Sigma, S8445) arasinda molekil agirhdina sahip protein standartlari
kullanildi.

3.1.1.1. Koyunlara Ait Kist Sivisi Protein Profillerinin SDS-PAGE ile

Belirlenmesi

SDS-PAGE’de 7 adet koyun Kkist sivisi antijeni kullanildi. Koyun kist
sivilarinda 214-8 kDa arasinda 25 adet bant bulundu. Bu bantlar 214, 168,
144,116, 111, 98, 93, 81, 68, 64, 60, 58, 48, 45, 44, 40, 35, 30, 26, 24, 20,
18, 16, 14 ve 8 kDa olarak belirlendi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Koyun kist sivisi proteinlerin SDS-PAGE y&ntemi ile ayristirilmasi sonucu
elde edilen protein bantlari. 1-7 arasi numaralar farkli hayvanlardan alinmis kist sivisi
orneklerini ifade etmektedir. M: Marker (Protein belirteci).

3.1.1.2. Koyunlara Ait Kist Membrani Protein Profillerinin SDS-PAGE ile
Belirlenmesi

SDS-PAGE’de 7 adet koyun kist membrani kullanildi. Koyun kist
mebranlarinda 219-8 kDa arasinda 30 adet bant bulundu. Bu bantlar; 219,
199, 175, 148, 116, 102, 96, 87, 82, 75, 68, 58, 54, 48, 42, 40, 39, 38, 36,
30, 28, 27, 23, 22, 20, 19, 16, 14, 10 ve 8 kDa olarak belirlendi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Koyun kist membrani proteinlerinin SDS-PAGE ydntemi ile ayristiriimasi sonucu
elde edilen protein bantlarn 1-7 arasi numaralar farkh hayvanlardan alinmis kist membrani
Orneklerini ifade etmektedir. M: Marker (Protein belirteci).

3.1.1.3. Koyunlara Ait Kist Protoskoleks Protein Profillerinin SDS-PAGE
ile Belirlenmesi

SDS-PAGE’de 3 adet koyundan elde edilen protoskoleksler kullanildi.
Koyun protoskolekslerinde 200-8 kDa arasinda 33 adet bant bulundu. Bu
bantlar; 200, 167, 132, 116, 91, 81, 75, 68, 62, 60, 58, 54, 48, 45, 42, 40, 38,
37, 36, 34, 32, 29, 28, 26, 24, 22, 21, 20, 17, 15, 13, 10 ve 8 kDa olarak
belirlendi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Koyunlara ait protoskoleks proteinlerinin SDS-PAGE yontemi ile
ayristinimasi sonucu elde edilen protein bantlari 1-3 arasi numaralar farkli
hayvanlardan alinmis protoskoleks &érneklerini ifade etmektedir. M: Marker (Protein
belirteci).

3.1.2. Koyunlarda Kist Hidatik Antijenik Proteinlerinin immunblotting ile
Belirlenmesi

Koyun kist hidatik antijenik proteinlerin belirlenmesi amaciyla yapilan
immunblot yénteminde membran marker’i olarak 215-18.3 kDa arasinda
bantlar veren &nceden proteinleri boyanmis (prestained) SDS-PAGE
belirteci kullanildi.

3.1.2.1. Koyun Kist Sivisindaki Antijenik Proteinlerin Belirlenmesi

immunblottingde 20 bas hasta koyun serumu kullanilarak 116-26 kDa
arasinda 6 bant tespit edildi. Bu bantlar; 116, 68, 58, 48, 40 ve 26 kDa
olarak belirlendi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Koyun kist sivisinda immunblotting ile pozitif koyun serumlari kullanilarak
elde edilen antijenik protein bantlari. 12-20 numarali bantlar farkli hasta hayvanlardan
alinmis serum 6rnekleriyle muamele edilmistir. M: Marker (Protein belirteci).

116 kDa'luk banta 18 hastada, 68 kDa’luk banta 18 hastada, 58
kDa’'luk banta 20 hastada, 48 kDa’luk banta 19 hastada, 40 kDa’luk banta 20
hastada, 26 kDa’luk banta 20 hastada rastlanmigtir.

Kontrol serumlarinin kullanildigi immunblotting sonucunda 58 kDa luk
banta 10 saglikli koyunda rastlanmigtir. Bu bant enfekte olmamis koyun
serumunda da goéraimustar. (Sekil 3.5).

Bu sonuclar dogrultusunda koyun kist sivisindaki antijenik bantlarin
116, 68, 48, 40 ve 26 kDa oldugu géraimuUstar.
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Sekil 3.5. Koyun kist sivisinda immunblotting yéntemi ile negatif koyun serumlarinda
gorilen spesifik olmayan bantlar. NE: enfekte olmamis serumla muamele edilmis
bant. K5-K6-K7: saglikh gériinen hayvanlardan alinmis serum 0&rnekleriyle muamele
edilen bantlar. M: Marker (Protein belirteci).

3.1.2.2. Koyun Kist Membranindaki Antijenik Proteinlerin Belirlenmesi

Koyun kist membranindaki antijenik bantlar olarak immunblotting yéntemi ile
20 bas hasta koyun serumu kullanilarak 116-27 kDa arasinda 7 adet bant
tespit edildi. Bu bantlar; 116, 75, 68, 58, 48, 40 ve 27 kDa olarak belirlendi
(Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Koyun kist membraninda immunblotting ile pozitif koyun serumlari
kullanilarak elde edilen protein bantlari. 1-9 numarali bantlar farkli hasta
hayvanlardan alinmis serum 6rnekleriyle muamele edilmistir. M: Marker (Protein
belirteci).

116 kDa’luk banta 18 hastada, 75 kDA’luk banta 19 hastada 68 kDa’luk
banta 18 hastada, 58 kDa'luk banta 20 hastada, 48 kDa’luk banta 19
hastada, 40 kDa'luk banta 20 hastada, 27 kDa’luk banta 20 hastada

rastlanmigtir.

Kontrol serumlarinin kullanildigi immunblotting sonucunda 58 ve 27
kDa luk bantlara 10 saglikli koyunda rastlanmistir. Bu bantlar enfekte
olmamis koyun serumunda da géraimastar. (Sekil 3.7).

Bu sonuclar dogrultusunda koyun kist membranindaki antijenik
bantlarin 116, 75, 68, 48, 40 kDa oldugu diustntlmektedir.
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Sekil 3.7. Koyun kist membraninda immunblotting y&ntemi ile negatif koyun
serumlarinda goérllen spesifik olmayan bantlar. NE: enfekte olmamis serumla
muamele edilmis bant. K5-K6-K7: saglikli gorinen hayvanlardan alinmis serum
Ornekleriyle muamele edilen bantlar. M: Marker (Protein belirteci).

3.1.2.1.Koyun Protoskolekslerindeki Antijenik Proteinlerin Belirlenmesi

Koyun protoskolekslerindeki antijenik bantlar olarak immunblotting ile 20 bas
koyun serumu kullanilarak 116-26 kDa arasida 8 bant tespit edildi. Bu
bantlar; 116, 75, 68, 58, 48, 26, 9 ve 8 kDa olarak belirlendi (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Koyun protoskolekslerinde immunblotting yéntemi ile pozitif koyun
serumlarinda gorilen bantlar. 5-8 numarali bantlar farkli hasta hayvanlardan alinmis
serum Ornekleriyle muamele edilmistir. M: Marker (Protein belirteci)

116 kDa’luk banta 18 hastada, 75 kDa’luk banta 19 hastada 68 kDa’luk
banta 18 hastada, 58 kDa'luk banta 20 hastada, 48 kDa’luk banta 19
hastada, 40 kDa'luk banta 20 hastada, 26 kDa'luk banta 20 hastada, 9
kDa’luk banta 1 hastada, 8 kDa’luk banta 2 hastada rastlanmistir.

Kontrol serumlarinin kullanildigi immunblotting sonucunda 58, 48 ve
38 kDa luk bantlara 10 saglkli koyunda rastlanmigtir. Bu bantlar enfekte
olmamig koyun serumunda da géraimustur. (Sekil 3.9).

Bu sonugclar dogrultusunda antijenik bantlarin 116, 75, 68 ve 26 kDa
oldugu distnulmektedir.
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Sekil 3.9. Koyun protoskolekslerinde immunblotting ydntemi ile negatif koyun
serumlarinda gériilen spesifik olmayan bantlar. K6-K7: saglikl gérinen hayvanlardan
alinmis serum o&rnekleriyle muamele edilen bantlar. NE: enfekte olmamis serumla
muamele edilmis bant. M: Marker (Protein belirteci).

3.1.3. Koyunlarda Kist Hidatik Proteinlerinde Glikoprotein Analizi

3.1.3.1. Koyunlarda Kist Sivisi Proteinlerinde Glikoprotein Analizi

Glikan Tayin Kiti ile Glikoprotein Analizi

Glikan tayin kiti kullanilarak ve Uretici firmanin (Roche Diagnostik) direktifleri
dogrultusunda gerceklestirilen bu yéntem sonucunda, antijenik proteinlerden
116, 68, 48 ve 40 kDa'luk proteinlerin glikoprotein oldugu belirlendi (Sekil
3.10).
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Sekil 3.10. Koyun kist sivisinda glikan tayin kiti kullanilarak yapilan glikoprotein
analizi sonuglari. M: Marker (Protein belirteci).

Glikan Ayirtedici Kit ile Glikoprotein Analizi

Kist Hidatik antijenik glikoproteinlerin seker ve baglanti tiplerinin belirlenmesi
icin Glikan ayirtedici kiti (Glikan Diferensiasyon Kiti) kullanilarak yapilan bu
ybntemde, dretici firmanin direktifleri uygulandi. Test sonucunda belirlenen
glikoproteinlerin, MAA (Maackia amurensis agglutinin) sialik asit alfa (2-3) ile
galaktoz arasinda, GNA (Galanthus nivalis agglutinin) mannoz alfa (1-3),
alfa(1-6) yada (1-2) ile mannoz arasinda, SNA (Sambucus nigra agglutinin)
sialik asit alfa (2-6) ile galaktoz arasinda, PNA (Peanut agglutinin) galaktoz
beta (1-3) ile N-acetilgalaktozamin arasinda), DSA (Datura stramonium
agglutinin) (galaktoz beta (1-4) ile N-asetilgalaktozamin icin spesifik lektinler
kullanildi.
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Antijenik proteinlerden 116 kDa'luk glikoproteinin GNA ve PNA lektini
ile, 68 kDa’luk proteinin GNA ve SNA lektini ile, 48 kDa’luk proteinin GNA
lektini ile baglandidi gorulda (Sekil 3.11).

Sekil 3.11. Koyun kist sivisinda glikan ayirtedici kiti kullanilarak yapilan glikoprotein
analizi sonuglari. GNA (Galanthus nivalis agglutinin): Mannoz, alfa (1-3), alfa(1-6)
yada (1-2) ile mannoz; SNA (Sambucus nigra agglutinin): Sialik asit alfa (2-6) ile
galaktoz; PNA (Peanut agglutinin):Galaktoz beta (1-3) ile N-asetilgalaktozamin”e
spesifik olarak baglanan lektinlerdir..

Sonuc olarak koyun kist sivisindaki 116 ve 68 kDa’luk proteinin
mannoz, galaktoz ve N-asetil galaktozamin icerdigi, 48 kDa'luk proteinin ise
sadece mannoz igerdigi belirlendi.
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3.1.3.2. Koyunlarda Kist Membrani Proteinlerinde Glikoprotein Analizi

Glikan Tayin Kiti ile Glikoprotein Analizi

Glikan tayin kiti kullanilarak yapilan analiz sonucunda antijenik bantlardan
116, 68, 48 ve 40 kDa'luk proteinlerin glikoprotein oldugu belirlendi (Sekil
3.12).

Sekil 3.12. Koyun kist membraninda glikan tayin kiti kullanilarak yapilan glikoprotein
analizi sonuglari. M: Marker (Protein belirteci).

Glikan Ayirtedici Kiti ile Glikoprotein Analizi

Glikan tayin kiti kullanilarak yapilan analiz sonucunda antijenik bantlardan
116 kDa’'luk bantin PNA lektini ile, 68 kDa’luk bantin PNA ve GNA lektini ile,
48 kDa'luk proteinin SNA lektini ile, 40 kDa’luk proteinin GNA lektini ile
baglandidi géruldu (Sekil 3.13).
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Sekil 3.13. Koyun kist mebraninda glikan ayirtedici kiti kullanilarak yapilan
glikoprotein analizi sonuglari. SNA (Sambucus nigra agglutinin): Sialik asit alfa (2-6)
ile galaktoz;GNA (Galanthus nivalis agglutinin): Mannoz, alfa (1-3), alfa(1-6) yada
(1-2) ile mannoz; PNA (Peanut agglutinin):Galaktoz beta (1-3) ile N-asetilgalak-
tozamin’e spesifik olarak baglanan lektinlerdir.

Sonug olarak, koyun kist membranindaki 116 kDa ‘luk proteinin
galaktoz ve N-asetil galaktozamin icerdigi, 68 kDa’luk proteinin mannoz,
galaktoz ve N-asetil galaktozamin icerdigi, 48 kDa'luk proteinin sialik asit ve

galaktoz igerdigi, 40 kDa’luk proteinin ise mannoz igerdigi belirlendi.

3.1.3.3. Koyunlarda Protoskoleks Proteinlerinde Glikoprotein Analizi

Glikan Tayin Kiti ile Glikoprotein Analizi

Glikan tayin kiti kullanilarak yapilan analiz sonucunda antijenik bantlardan
116 ve 68 kDa’luk proteinin glikoprotein oldugu belirlendi (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. Koyun protoskoleksinde glikan tayin kiti kullanilarak yapilan glikoprotein
analizi sonuglari. M: Marker (Protein belirteci).

Glikan Ayirtedici Kiti ile Glikoprotein Analizi

Glikan tayin kiti kullanilarak yapilan analiz sonucunda antijenik bantlardan
116 kDa’luk proteinlerin  GNA ve PNA lektini ile, 68 kDa’luk proteinin GNA
lektiniyle baglandidi gorulda (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. Koyun protoskolekslerinde glikan ayirtedici kiti kullanilarak yapilan
glikoprotein analizi sonuglari. GNA (Galanthus nivalis agglutinin): Mannoz, alfa (1-
3), alfa(1-6) yada (1-2) ile mannoz’a; PNA (Peanut agglutinin):Galaktoz beta (1-3)
ile N-asetilgalaktozamin’e spesifik olarak baglanan lektinlerdir.

Sonug olarak koyun protoskolekslerinde 116 kDa'luk proteinin mannoz,
galaktoz ve N-asetil galaktozamin igerdigi, 48 ve 68 kDa'luk proteinin sadece
mannoz igerdigi belirlendi.

3.2. Farelerde Deneysel Olarak Gelistirilen Kist Hidatik’te Protein

Profillerinin, Antijenik Proteinlerinin ve Glikoproteinlerin Belirlenmesi

3.2.1. Farelerde Kist Hidatik Protein Profillerinin SDS-PAGE ile
Belirlenmesi

Protein profillerini belirlemek amaciyla fare kist sivisi ve kist membrani
drnekleri kullanilarak denatire kosullarda ve kademeli jel sistemi ile vertikal
poliakrilamid jel elektroforezi yapildi. SDS- PAGE’de jel Gzerinde 205-6.5



61

kDa (Sigma, S8445) arasinda molekdl agirligina sahip protein standartlari
kullanildi.

3.2.1.1. Farelere Ait Kist Sivisi Protein Profillerinin SDS-PAGE ile
Belirlenmesi

SDS-PAGE ile analiz igin 3 adet fare kist sivisi  kullanildi. Fare Kkist
sivilarinda 225-8 kDa arasinda 14 adet bant bulundu. Bu bantlar; 225, 106,
82, 64, 58, 52, 42, 40, 33, 26, 24, 22, 15 ve 8 kDa olarak belirlendi (Sekil
3.16).

Sekil 3.16. Fare kist sivisi antijenlerindeki proteinlerin SDS-PAGE yo6ntemi ile
ayristirimasi sonucu elde edilen protein bantlari. 1,2,3 numaralar farkli hayvanlardan
alinmis kist sivisi 6rneklerini ifade etmektedir. M: Marker (Protein belirteci).
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3.2.1.2 Farelere Ait Kist Membrani Protein Profillerinin SDS-PAGE ile
Belirlenmesi

SDS-PAGE’de 3 adet fare kist membrani antijeni kullanildi. Fare Kkist
membranlarinda 266-8 kDa arasinda 22 adet bant bulundu. Bu bantlar; 266,
106, 96, 75, 64, 58, 48, 44, 42, 40, 38, 35, 33, 30, 28, 27, 24, 23, 21, 20, 16,
15 kDa olarak belirlendi (Sekil 3.17).

Sekil 3.17. Fare kist membrani proteinlerinin SDS-PAGE ile ayristirlmasi sonucu
elde edilen protein bantlari. 1,2,3 numaralar farkli hayvanlardan alinmig kist sivisi
orneklerini ifade etmektedir. M: Marker (Protein belirteci).
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3.2.2. Farelerde Kist Hidatik Antijenik Proteinlerinin immunblotting ile
Belirlenmesi

3.2.2.1 Fare Kist Sivisindaki Antijenik Proteinlerin Belirlenmesi

immunblotting yéntemi ile 20 hasta fare serumu kullanilarak 106-8 kDa
arasinda 8 adet bant tespit edildi. Bu bantlar; 106, 64, 58, 40, 26, 22, 15
ve 8 kDa olarak belirlendi (Sekil 3.18).

Sekil 3.18. Fare kist sivisinin immunblotting ile analizinde pozitif fare serumlar
kullanilarak elde edilen antijenik protein bantlari. 13-19 numaral fare kist sivilarina
ait bantlar farkli hasta hayvanlardan alinmis serum &rnekleriyle muamele edilmistir.
M: Marker (Protein belirteci).

106 kDa'luk banta 18 hastada, 64 kDa'luk banta 19 hastada, 58
kDa’luk banta 18 hastada, 40 kDa’luk banta 20 hastada, 26 kDa’luk banta
20 hastada, 22 kDa'luk banta 19 hastada, 15 kDa’luk banta 18 hastada, 8
kDa'luk banta 19 hastada rastlanmistir.
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Kontrol serumlarinin kullanildigi immunblotting sonucunda 58 kDa luk
banta 10 saglkli farede rastlandi. Bu bant enfekte olmamig fare serumunda
da gorulda (Sekil 3.19).

Bu sonuglar dogrultusunda antijenik bantlarin 106, 64, 40, 26, 22, 15 ve
8 kDa blyukliginde oldugu distntlmektedir.

Sekil 3.19. Fare kist sivisinda immunblotting yontemi ile negatif fare serumlari
kullanilarak elde edilen spesifik olmayan bantlar. 1-8 numarali bantlar: saglkl
gbrinen hayvanlardan alinmig serum &rnekleriyle muamele edilen bantlar. NE:
Nonenfekte serumla muamele edilmis bant bantlar M: Marker (Protein belirteci).

3.2.2.2 Fare Kist Membranindaki Antijenik Proteinlerin Belirlenmesi

immunblotting ile 20 hasta fare serumu kullanilarak 106-27 kDa arasida 8
bant tespit edildi. Bu bantlar; 106, 64, 58, 48, 40, 38, 30, 27 kDa olarak
belirlendi (Sekil 3.20).
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Sekil 3.20. Fare kist membraninda Immunblotting ile pozitif fare serumlari
kullanilarak elde edilen antijenik protein bantlari. 6-10 numaral bantlar farkl hasta
hayvanlardan alinmig serum &rnekleriyle muamele edilmigtir. M: Marker (Protein
belirteci).

106 kDa'luk banta 18 hastada, 64 kDa'luk banta 20 hastada, 58
kDa’'luk banta 20 hastada, 48 kDa’luk banta 20 hastada, 40 kDa'luk banta
20 hastada, 38 kDa’luk banta 20 hastada, 30 kDa’luk banta 19 hastada, 27
kDa’luk banta 20 hastada rastlandi.

Kontrol serumlarinin kullanildigi immunblotting sonucunda 64, 58 ve
27 kDa luk bantlara 10 saglikli koyunda rastlandi. Bu bantlar enfekte
olmamig koyun serumunda da géraldi (Sekil 3.21).

Bu sonuglar dogrultusunda antijenik bantlarin 106, 48, 40, 38 ve 30
kDa oldugu disunUlmektedir.
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Sekil 3.21. Fare kist membraninda immunblotting yéntemi ile negatif fare serumlari
kullanilarak elde edilen antijenik protein bantlarl. NE: enfekte olmamis serumla
muamele edilmig bantlar. 1-8 numarali bantlar: saglikli gériinen hayvanlardan alinmig
serum Ornekleriyle muamele edilen fare kist membranina ait bantlar. M: Marker
(Protein belirteci).

3.2.3. Farelerde Kist Hidatik Proteinlerinde Glikoprotein Analizi

3.2.3.1 Farelerde Kist Sivisi Proteinlerinde Glikoprotein Analizi

Glikan Tayin Kiti ile Glikoprotein Analizi

Glikan tayin kiti kullanilarak yapilan analiz sonucunda, antijenik proteinler
icerisinde 64 ve 40 kDa’luk proteinlerin glikoprotein oldugu belirlendi (Sekil
3.22).
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Sekil 3.22. Fare kist sivisinda glikan tayin kiti kullanilarak yapilan glikoprotein analizi
sonuglari. M: Marker (Protein belirteci).

Glikan Ayirtedici Kiti ile Glikoprotein Analizi

Glikan tayin kiti kullanilarak yapilan analiz sonucunda antijenik
proteinlerden 106 ve 40 kDa’luk glikoproteinlerin SNA lektini ile baglandigi
g6ruldu (Sekil 3.23).
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Sekil 3.23. Fare kist sivisinda glikan ayirtedici kiti kullanilarak yapilan glikoprotein
analizi sonuglari. MAA (Maackia amurensis agglutinin): Sialik asit alfa (2-3),
galaktoz; DSA (Datura stramonium agglutinin): Galaktoz beta (1-4) ile N-
asetilgalaktozamin.GNA (Galanthus nivalis agglutinin): Mannoz, alfa (1-3), alfa(1-6)
yada (1-2) ile mannoz; SNA (Sambucus nigra agglutinin): Sialik asit alfa (2-6) ile
galaktoz; PNA (Peanut agglutinin):Galaktoz beta (1-3) ile N-asetilgalaktozamin’e
spesifik olarak baglanan lektinlerdir.

Sonug olarak fare kist sivisindaki antijenik proteinlerden 106 ve 40
kDa’luk proteinlerin sialik asit ve galaktoz icerdigi belirlendi.

3.2.3.2. Farelerde Kist Membrani Proteinlerinde Glikoprotein Analizi

Glikan Tayin Kiti ile Glikoprotein Analizi

Glikan tayin kiti kullanilarak yapilan analizler sonucunda, antijenik proteinler
icerisinde 48 ve 30 kDa'luk proteinlerin glikoprotein oldugu belirlendi (Sekil
3.24).
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Sekil 3.24. Fare kist mebraninda glikan tayin kiti kullanilarak yapilan glikoprotein
analizi sonuglari. M: Marker (Protein belirteci).

Glikan Ayirtedici Kiti ile Glikoprotein Analizi

Glikan tayin kiti kullanilarak yapilan analiz sonucunda 106 kDa’luk proteinin
SNA lektini ile, 48 kDa'luk glikoproteinin MAA, DSA, GNA ve SNA lektini ile,
40 kDa'luk proteinin MAA ve GNA lektini ile, 30 kDa'luk proteinin MAA ve
SNA lektini ile baglandigr goruldi (Sekil 3.25).
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Sekil 3.25. Fare kist mebraninda glikan ayirtedici kiti kullanilarak yapilan
glikoprotein analizi sonuglari. MAA (Maackia amurensis agglutinin): Sialik asit alfa
(2-3), galaktoz; DSA (Datura stramonium agglutinin): Galaktoz beta (1-4) ile N-
asetilgalaktozamin.GNA (Galanthus nivalis agglutinin): Mannoz, alfa (1-3), alfa(1-6)
yada (1-2) ile mannoz; SNA (Sambucus nigra agglutinin): Sialik asit alfa (2-6) ile
galaktoz’a baglanan lektinlerdir. M: Marker (Protein belirteci).

Sonuc olarak fare kist membranindaki antijenik proteinlerden 106
kDa’'luk proteinin sialik asit ve galaktoz, 48 kDa'luk proteinin sialik asit,
galaktoz, N- asetil galaktozamin ve mannoz icerdigi, 40 kDa’luk proteinin
sialik asit, galaktoz ve mannoz, 30 kDa’luk proteinin sialik asit ve galaktoz
icerdigi belirlendi.
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Cizelge 3.1 Calismada elde edilen koyun kist sivisi, koyun kist membrani, koyun kist
protoskoleksleri ile fare kist sivisi ve fare kist membrani protein analizlerine ait toplu

sonuglar.
KOYUN FARE
Kist sivisi Kist membrani Protoskoleks Kist sivisi Kist membrani
GP GP GP GP GP
214 219 200 225 266
168 199 167 106 | 106 | 106 | sva | 106 | 106 | 106 | sna
144 175 132 82 96
116 | 116 | 116 f:“: 148 116 | 116 | 116 f:“: 64 64 64 75
111 116 | 116 ena | 91 58 64
98 102 81 52 58
VAR
93 96 75 |75 42 48 |48 |48 |
sna
81 87 68 |68 |68 |aw |40 |40 |40 | sw | 44
68 [68 [68 | |82 62 33 42
64 75 | 75 60 26 | 26 40 | 40 |40 |
60 68 [ 68 |68 |58 24 38 |38
58 58 54 22 | 22 35
48 | 48 | 48 | aw | 54 48 15 | 15 33
45 48 |48 |48 | o | 45 8 |8 3 [30 |30 [™
44 42 42 28
40 40 40 40 40 40 | ew | 40 27
35 39 38 24
30 38 37 23
26 26 36 36 21
24 30 34 20
18 28 32 16
20 27 29 15
16 23 28
14 22 26 26
8 20 24
21 22
16 21
14 20
10 17
8 15
13
10
8
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4. TARTISMA

Hidatik kistin serolojik tanisinda, koyun kdkenli kistlerden elde edilen
antijenler, sigir ve insan kdkenlilere gére daha hassas sonuglar verirken
(Karaman ve ark., 2002) diger paraziter enfeksiyonlarla daha az g¢apraz
reaksiyon vermekte ve Echinococcus tlrlne ait tim 6zgun fraksiyonlari
icermektedir (Leggatt ve ark., 1992). Bu hastalikla ilgili calismalarda daha
degerli olan koyun hidatik kist materyalinin her zaman elde edilemiyor
olmasi, deneysel olusturuldugunda daha fazla zaman, maliyet ve emek
gerektiriyor olmasi alternatif kaynaklarin sorgulanmasini gerekli kilmistir. Bu
amagla bakim ve beslenmesi kolay ve pek c¢ok bilimsel calismada
kullanilabilen farelerden elde edilebilecek kistik materyalin koyun kékenli
dogdal enfekte kist hidatik materyalleri ile uyumlulugu protein profilleri
acisindan karsilastirilarak arastiriimistir.

Bu calismada hidatik kistle dodal enfekte koyun ve deneysel enfekte
farelerden elde edilen kist materyallerinin (kist sivisi, protoskoleks ve kist
membrani) protein profilleri belirlenerek, hangilerinin antijenik oldugu tespit
ediimis ve bu antijenik proteinlerden glikoprotein yapisinda olanlar
arastinlmistir.  Calismanin tamaminin  6rnedi olmamakla birlikte bazi
boélimlerinin yerli ve yabanci arastirmacilar tarafindan da yapildigr géz-
lenmistir. Ozellikle antijenik proteinlerde glikoprotein analizleri Tiirkiye'de ilk
defa bu calisma ile gerceklestirilmistir.

Yaptigimiz calismada koyun ve fare kist materyalleri antijenik proteinler
yéninden incelenmis ve koyun kist hidatik sivisinda; 116, 68, 58, 48, 40 ve
26 kDa’'luk proteinlerin antikor yanit verdigi fakat 58 kDa‘luk bantin
kontrollerde de ciktigi, kist membraninda; 116, 75, 68, 58, 48, 40, 27 kDa’luk
proteinlerin antikor yanit verdigi ancak 58 ve 27 kDa’luk bantlarin
kontrollerde de ciktigl, protoskolekslerde; 116, 75, 68, 58, 48, 40 ve 26
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kDa’luk proteinlere antikor yanit verdigi fakat 58, 48 ve 40 kDa'luk bantlara
kontrollerde de rastlandigi tespit edilmistir. Koyun, kec¢i ve domuz Kkist
sivisinda 116, 58, 45, 38, 24, 16 ve 8 kDa’luk proteinlere kargi antikor yanit
elde eden Kanwar ve ark. (1992), 58, 45, 38, 24 ve 16 kDa’luk proteinleri
bltin hidatidozisli serumlarda gérmis ancak bu bantlara sistiserkosisli,
diger paraziter enfeksiyonlu, viral hepatitisli hayvanlarla birlikte saglkli
kontrollerde de rastladiklarini bildirmislerdir. 8 ve 116 kDa’luk bantlar ise tim
hidatidozlu serumlarda goérulirken, digerlerinde rastlanmamistir. Kanwar ve
Vinayak (1993) yaptiklarn ¢calismada molekuler agirliklari 116 ve 8 kDa olan
bu hidatik spesifik proteinleri affinite kromotografisi kullanarak kist sivisindan
basariyla izole etmislerdir. Koyun karaciger hidatik kist sivisi kullanarak, iki
yonll  pdrifikasyon yéntemi ile 8 kDa'luk antijeni purifiye eden
Sarimehmetoglu ve ark. (1998), bu proteinin serolojik testlerde spesifik
antijen olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir. 116 kDa’luk antijenin birbirine
disulfit baglarla bagh 45, 66, 75, 116 kDa’luk alt Gniteleri olan heterotetramer
yapida oldugunu bildirilirken 8 kDa’luk proteinin monomer peptit oldugu
kaydedilmistir. Irabuena ve ark. (2000) fertil ve steril sigir kist hidatik
sivilarini kargilastirmislar; total ve konak kdkenli proteinler arasinda fark
gbzlemezken karbonhidrat ve lipit icerikli proteinleri fertil kist sivilarinda daha
yuksek bulmuslardir. Western Blotting yontemiyle fertil kist sivilarinda 116,
50, 38, 26, 16, steril kist sivilarinda 50, 26 ve 16, saglikli kontrollerde ise 50
ve 26 kDa'luk protein bantlarina rastlanmigtir. 116 ve 38 kDa’luk proteinlerin
yalnizca fertil kist sivilarinda bulundugu sonucuna variimistir. insan, koyun
ve sigir kokenli kist hidatik sivilarinda proteinlerin  SDS-PAGE ile
analizlerinde 8-120 kDa arasinda degisen 20 kadar bant bulan Kdksal ve
ark. (1995), 116, 98, 68, 57 ve 45 kDa'luk en az 5 banta karg! antikor cevabi
tespit etmislerdir. 8 kDa’luk proteini nitroselliloz membranda gbéstere-
memelerini kl¢Uk olan bu proteinin elektrik akiminin etkisiyle membran
porlarindan gec¢cmis olabilecedine baglamiglardir. Sasmaz ve ark. (1995),
insan kdkenli hidatik kistin protoskoleks, kist sivisi ve ¢imlenme zarini
kullanarak bunlara iligskin antijenik profilleri Western Blot ile ortaya

cilkarmiglar ve 68, 57, 45, 20, 8 kDa'luk antijenik determinantlari tespit



74

ettiklerini  bildirmislerdir. Ayni zamanda sidir ve koyun koékenli Kist
sivilarindan da benzer sonuglar elde etmiglerdir. Burgu ve ark. (2000) SDS-
PAGE ve Western blotting ydntemlerini kullanarak koyun karaciger kist
hidatik sivisi protein bantlarini ortaya ¢ikarmiglar, koyun ve insanlar igin
spesifik protein bantlarini belirlemislerdir. Western blotting sonunda koyun
kist sivisinda 200, 116, 98, 68, 58, 38, 24, 16 ve 8 kDa'luk 9 bant elde
etmisler ve koyun kist hidatik hastaligi i¢in spesifik protein bantinin 116 kDa,
insan kist hidatik hastaligi icin spesifik protein bantlarinin 68 ve 8 kDa
oldugunu tespit etmiglerdir. Degisik purifikasyon metodlari kullanarak koyun
kist hidatik sivisi ve protoskoleks antijenlerinin verdigi antikor yaniti
inceleyen Sbihi ve ark. (1996) yaptiklari bu ¢alismada; protoskolekslerde
110, 66, 42 ve 37 kDa'luk bantlara karsi antikor yanit elde etmigler, 110
kDa’luk bantin Kanvar ve ark.’nin (1992) buldugu 116 kDa’luk bant
olabilecegini ancak bu banti 20 hasta serumundan sadece 6’'sinda
gOsterebildiklerini belirtmislerdir. Diger yandan 37 kDa’luk banti batlin hasta
serumlarinda goérmelerine ragmen saglikh kontrollerin pek cogunda da
gbrdiklerini  bildirmislerdir. Bant 42'yi 20 pozitif serumun 16’sinda
gbsterirken, bu banta 20 negatif serumun 4’Gnde de rastlamiglardir. Kist
sivisinda 110, 66, 42, 37, 34, 20, 12-14 kDa'luk bantlara karsi antikor yanit
elde etmiglerdir. 37, 42 ve 110 kDa’luk bantlar bitiin serumlarda gérilirken
pek cok kontrol serumuyla da capraz reaksiyon vermigtir. 12-14 ve 34
kDa’luk bantlarin spesifitesinin  yiksek, sensivitesinin dusitk oldugu
bildirilmistir. Mevcut ¢alismalara bu agidan bakildiginda koyun kist hidatik
sivisinda buldugumuz 116 kDa’luk antijenik banta Kanwar ve ark. (1992),
Irabuena ve ark. (2000), Burgu ve ark. (2000), Kdksal ve ark. (1995) da
rastlamiglardir. Bunun yaninda Shibi ve ark. (1996)'nin buldugu 110 kDa'luk
bantin ayni bant olabilecedi dustnulmektedir. Ayni arastiricilar bu bantin
spesifik oldugunu da belirtmiglerdir.
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Buldugumuz 68 kDa’luk bantin Burgu ve ark.(2000), Kbéksal ve ark.
(1995) da antijenik oldugunu belirtmiglerdir. Shibi ve ark.(1996) nin belirttigi

66 kDa’luk bantin da bu bantla ayni olabilecegi distntlmektedir.

Antijenik 6zellik gbsteren fakat kontrol ve enfekte olmamig serumlarla
da bant veren ve tarafimizdan konak proteini olabilecegi duslnilen 58
kDa’luk banta Kanwar ve ark.(1995), Burgu ve ark. (2000) da antikor yanit
veren bantlar icinde rastlamiglardir. Kéksal ve ark. (1995) nin buldugu 57
kDa luk bantin da ayni bant olabilelecedi disuntlmektedir. Bu arastiricilar,
bizim ¢alismamizda oldugu gibi bu bantlari kontrol serumlarda da gérdikleri
icin spesifik grup icinde gdsterememislerdir.

Calismamizda antijenik bantlar iginde tespit ettigimiz 48 kDa’luk banti
Al-Yaman ve Knobloch (1989) da spesifik olarak géstermiglerdir. Al-Yaman
ve Knobloch (1989) koyun hidatik kist sivisindan hidrofobik etkilesimli
kromatografi, anyon degisimli kromatografi ve jel filtrasyon kromatografisi
kullanarak 20 ve 48 kDa agirhginda, glikoprotein yapisinda iki parazit
antijeni izole etmiglerdir. Her iki antijende heterolog parazitik enfeksiyon
tasiyan hasta serumlariyla test edildiginde sadece Eg20’nin E: granulosus
icin spesifik oldugu, Eg48 antijeninin ise %33 oraninda E. multilokularisi
hasta serumlariyla ¢apraz reaksiyon verdigi bildirilmistir. Eg48 antijeninin
hidatik kist sivisinda bol olmasindan dolay! 6zellikle E. granulosus igin,
endemik bdlgelerde hastaligin teshisi icin yararli ve pratik olabilecegini
bildirmiglerdir. Bununla birlikte Kanwar ve ark. (1995), Koksal ve ark.
(1995)’nin  buldugu 45 kDa’luk bantlarin da ayni bantlar olabilecegi
dasundlebilir.

Antijenik bant olarak tespit ettigimiz 40 kDa’luk bantin Kanwar ve ark.
(1995), Irebuena ve ark. (2000), Burgu ve ark. (2000)’nin buldugu 38 kDa’luk
bantla, Shibi ve ark. (1996)'nin buldugu 37 kDaluk bantla ayni olabilecegi
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distinmekteyiz. Irebuena ve ark. (2000), 38 kDa'luk bu bantin spesifik
oldugunu belirtmislerdir.

Buldugumuz 26 kDa’luk antijenik banti Irabuena ve ark.(2000) da tespit
etmiglerdir. Kanwar ve ark. (1995), Burgu ve ark. (2000)'nin buldugu 24
kDa’luk bantin da ayni bant olabilecedi distnulebilir.

Sonuclarimiz disinda bulunan 200 kDa’luk banti Burgu ve ark. (2000),
98 kDa'luk banti Burgu ve ark. (2000), Koksal ve ark. (1995), 16 kDa’luk
banti ise Kanwar ve ark.(1995), Irebuena ve ark. (2000) ile Burgu ve ark.
(2000) antijenik olarak géstermislerdir. Bunun yaninda 20 kDa’luk banti Al-
Yaman ve Knobloch (1989), Shibi ve ark. (1996), 12-14 kDa'luk banti Shibi
(1996), 8 kDa’luk banti ise Maddison ve ark. (1989), Kanwar ve ark. (1995),
Burgu ve ark. (2000) spesifik olarak gostermiglerdir. Deve, koyun, fare ve
insan kékenli kist hidatik sivilarini kullanarak yaklasik molekll agirligi 8 kDa
olan ve diagnostik acidan énemli olan bir ekinokok antijeni identifiye eden
Maddison ve ark. (1989), bu antijenin sensivitesinin %81, spesifitesinin
%100 oldugunu belirtmiglerdir.

Cogu arastirici tarafindan spesifik kabul edilen ancak ulasabildigimiz
literatUrlerin bir kisminda géremedigimiz 116 kDa’luk bantin Irebuena ve ark.
(2000)’nin yaptigr calismayla uyumlu olarak, kullanilan hidatik kistlerdeki

protoskoleks varligi ile ilgili olabilecegi distntlmektedir.

Kist membraninin antijenik proteinleriyle ilgili ulagsabildigimiz tek literattr
olan Gonzalez ve ark. (2000) ‘nin yaptigi galismada kist membranindan 29
kDa’luk yeni bir antijen karakterize etmiglerdir. Calismamizda antikora yanit
veren bantlardan 27 kDa'luk bantin ayni bant olabilecegini disinmekle
birlikte ayni banta kontrol ve enfekte olmamis serumlarda da rastlanmistir.
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Protoskolekslere iligkin calismamizla paralellik arz eden olduk¢a az
sayida literatlir bulunmaktadir. Antijenik karakter gésteren, enfekte olmamis
ve kontrol serumlarla bant vermeyen proteinler, yapilan calismalarda
bulunan proteinlerle karsilastirildiginda antijenik buldugumuz 68 kDa’luk
bantin Doganay ve ark. (2000) tarafindan antijenik ve spesifik bulundugu
g6rilmektedir. Doganay ve ark. (2000) SDS-PAGE ydntemi ile kist hidatik
protoskolekslerinin protein bantlarini ortaya cikarmislar, Western Blot
yéntemi ile pozitif koyun serumlarinda 68, 58, 48, 38, 24 ve 8 kDa’luk bantlar
elde etmisler ve koyunlar igin kist hidatik spesifik protein bantlarinin 68, 24
ve 8 kDa oldugunu belirlemiglerdir. Ayni zamanda Shibi ve ark. (1996)’'nin
buldugu 66 kDa'luk antijenik bantin da ayni bant olabilelecegi
distnulmektedir. Yine buldugumuz 26 kDa'luk bantin Doganay ve ark.
(2000)’'nin antijenik ve spesifik olarak buldugu 24 kDa’luk bantla ayni bant
olabilecegini dustUnmekteyiz. Ayni arastirmacilar tarafindan spesifik ve
antijenik olarak goésterilen 8 kDa’luk banta 20 hasta serumundan sadece
2’'sinde rastlayabildik. Antijenik olarak buldugumuz ancak kontrol ve
nonenfekte serumlarla da bant veren 58, 48 ve 40 kDa'luk bantlarin
Doganay ve ark. (2000) tarafindan bulunan ve spesifik bantlar iginde
gbsteriimeyen 58, 48 ve 38 kDa’luk bantlarla ayni oldugu disinilmektedir.

Kist Hidatik proteinlerinde glikoprotein varligina iliskin ¢alismalar
oldukca sinirli sayida olup, bizim ¢alismamizla bire bir paralellik arzeden bir

literatlre rastlanmamistir.

Buldugumuz koyun kist sivisi antijenik bantlari i¢inde kist sivisinda 116,
68, 48 ve 40 kDa’luk proteinlerin glikoprotein oldugu ve 116kDa’luk proteinin
GNA ve PNA lektini ile, 68 kDa'luk proteinin GNA ve SNA lektini ile, 48
kDa’luk proteinin GNA lektini ile baglandigi, kist membraninda 116, 68, 48
ve 40 kDa’luk proteinlerin glikoprotein oldugu, 116 kDa’luk proteinin PNA
lektini ile, 68 KDA’luk proteinin GNA ve PNA lektini ile, 48 kDa’luk proteinin
SNA lektini ile, 40 kDa'luk proteinin GNA lektini ile baglandigi,
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protoskolekslerde 116 ve 68 kDa'luk proteinin glikoprotein oldugu, ve 116
kDA’luk proteinin GNA ve PNA lektini ile, 68 kDa’luk proteinin GNA lektini ile
baglandidi goérildd. Kist sivisi, kist membrani ve protoskolekslere
glikoprotein acgisindan genel anlamda baktigimizda, 116 ve 68 kDa’luk
proteinlerin kist sivisi, kist membrani ve protoskolekslerde ortak oldugu, 48
ve 40 kDa’'luk bantlarin ise kist sivisi ve kist membraninda ortak oldugu

g6ralmaustar.

Koyun kist sivisindaki 116 ve 68 kDa’luk proteinin mannoz, galaktoz ve
N-asetil galaktozamin icerdigi, 48 kDa’luk proteinin ise sadece mannoz
icerdigi, koyun kist membranindaki 116 kDa ‘luk proteinin galaktoz ve N-
asetil galaktozamin igerdigi, 68 kDa'luk proteinin mannoz, galaktoz ve N-
asetil galaktozamin icerdigi, 48 kDa’luk proteinin sialik asit ve galaktoz
icerdigi, 40 kDa’luk proteinin ise mannoz igerdigi, koyun protoskolekslerinde
116 kDa’luk proteinin mannoz, galaktoz ve N-asetil galaktozamin icerdigi, 48
ve 68 kDa'luk proteinin sadece mannoz igerdigi belirlendi. Bu acgidan
bakildiginda koyun kist materyalleri, icerdikleri sekerler yéninden blyuk
oranda benzerlik arz etse de ¢ok kicuk farkhliklara da rastlanmistir (Koyun
kist membraninda bulunan sialik asit gibi).

Al-Yaman ve Knobloch (1989)'un koyun kist sivisinda Eg 48 olarak
tanimladiklari glikoprotein yapisindaki antijenin yaptigimiz ¢alismada Kkist
sivisi ve kist membraninda gbésterdigimiz 48 kDa'luk bantla ayni
olabilecegini dislinmekteyiz.

Khoo ve ark.(1997)nin kist membraninda bildirdigi ylksek mannoz
yapilari 40 ve 68 kDa’luk proteinlerin GNA lektiniyle baglandigini géstererek,
sialik asit iceren N-glikanlari da 48 KDa'luk proteinin SNA lektiniyle
baglandigini gdéstererek dogruladik. Protoskolekslerde ise SNA ve MAA
lektinleriyle  baglanma gérememiz, bu arastinicilarin  protoskoleks
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ekstraktinda sialik asit igceren N-glikanlar gbézleyememelerini destekler
niteliktedir.

Deneysel olarak enfekte ettigimiz farelerde éngdrilen sire igerisinde
gelisen hidatik kistlerde protoskoleks gelisimi olmamistir. incelenen Kkist
sivisi ve membran vyapilarinda protein profilleri belirlenerek antijenik

proteinlerden hangilerinin glikoprotein yapisinda olduklari belirlenmisgtir.

Fare kist hidatik sivisinda 106, 64, 58, 40, 26, 22, 15 ve 8 kDa'lik
bantlar antijenik karakter gbéstermis, bunlardan 58 kDa'luk bant kontrol ve

enfekte olmamis serumlarda da izlenmistir.

Fare kist hidatik membraninin incelenmesinde 106, 64, 58, 48, 40, 38,
30 ve 27 kDa’luk bantlara rastlanmis, bunlardan 64,58 ve 27 kDa'luk bantlar

kontrol ve nonenfekte serumlarla da gérilmastar.

Maddison ve ark. (1989)'nin deve, koyun,fare ve insan kdkenli hidatik
kist sivilarindan purifiye ettikleri ve diagnostik agidan énemli bulduklar 8
kDa’luk proteine fare kist hidatik sivilarinin incelenmesinde biz de rastladik.

Gerek fare kist hidatik sivisi gerekse fare hidatik kist membraninda
antijenik karakterde buldugumuz protein bantlarinin glikoprotein bakimindan
incelenmesinde kist sivisinda 106, 64 ve 40 kDa'luk bantlarin glikoprotein
oldugu 106 ve 40 kDa’'luk proteinlerin SNA lektiniyle baglandidi, kist
membraninda 106, 48, 40 ve 30 kDa’luk proteinlerin glikoprotein oldugu, 106
kDa’luk proteinin SNA lektini ile 48 kDa’luk proteinin MAA, DSA, GNA ve
SNA lektini ile, 30 kDa’luk proteinin ise  MAA ve SNA lektini ile baglandigi

g6ralmastar.
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Fare kist sivisi ve fare kist membraninda tespit edilen proteinlerden 106
ve 40 kDa olanlarin ortak oldugu gértlmustar. 106 kDa’luk glikoprotein bandi
kist sivisi ve kist membraninda ayni lektinle baglanma géstermis, 40 kDa’luk
glikoprotein bandi ise kist sivisinda ve kist membraninda farkli lektinlerle
baglanmiglardir.

Fare kist sivisindaki antijenik proteinlerden 106 ve 40 kDa'luk proteinin
sialik asit ve galaktoz icerdigi, fare kist membranindaki antijenik
proteinlerden 106 kDa’luk proteinin sialik asit ve galaktoz, 48 kDa’luk
proteinin sialik asit, galaktoz, N- asetil galaktozamin ve mannoz icerdigi, 40
kDa’luk proteinin sialik asit, galaktoz ve mannoz, 30 kDa’luk proteinin sialik
asit ve galaktoz icerdigi belirlendi. Fare kist sivisindaki 48 kDa’luk protein
de ayni sekerleri icermesine ragmen antijenik olmadigi igin degerlen-
dirilmedi. Koyunlarda oldugu gibi farelerde de kist hidatik materyallerinin
seker igerikleri, buylk oranda benzerlikl gbsterse de klguk farkliliklara da

rastlanmistir.

Koyun kist hidatik materyalleri ile fare kist hidatik materyalleri seker
icerikleri ydninden karsilastirildiginda énemli farklihklar géze ¢arpmaktadir.
Koyun kist sivisi ve fare kist sivisi arasindaki ortak antijenik bantlara
baktigimizda fare kist sivisinda bulunan 40 kDa’luk bantin sialik asit,
galaktoz ve mannoz igerdigini gdzlemlerken, koyun Kist sivisinda bu bantin
glikoprotein oldugunu glikan tayin kiti ile tespit etmemize ragmen,
lektinlerden hig¢ birisiyle baglanma vermedigi igin seker igeriklerini tespit
edemedik. Ayrica, 26 kDa'luk ortak antijenik bantlar elimizde bulunan higbir
lektinle baglanma gdstermedi. Koyun kist membrani ile fare kist membrani
arasindaki ortak antijenik bantlara baktigimizda 48 kDa’luk bant koyun kist
membraninda sialik asit ve galaktoz igerirken, fare kist mebraninda bunlara
ilaveten N-asetil galaktozamin ve mannoz igermektedir. Buna benzer bir
sekilde 40 kDa'luk protein fare kist sivisinda sialik asit ve galaktoz

bulundururken fare kist membraninda buna ilaveten mannoz da
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bulundurmaktadir. Bundan baska kist materyalleri ayni sekerleri igeriyor
olsa da baglandiklari lektinlerin farkli olmasi nedeniyle baglanma bélgeleri

acisindan da farkliliklar géstermektedir.

Dogal enfekte koyunlarla deneysel enfekte fareler arasinda ortak
antijenik proteinler bulmamiz basta, ileri dizeydeki molekiler calismalarda
farelerin koyunlar yerine kullanilabilirligi agisindan Umit verici olsa da
antijenik proteinler ve glikoproteinler arasinda gézlenen farkliliklar, asi
calismalarinda fareleri koyunlar yerine givenle kullanamayacagimiza isaret
etmektedir.

Gerek diger paraziter enfeksiyonlarla olusan c¢apraz reaksiyonlar
gerekse konak antijen ve antikorlarinin sebep oldugu yanlis negatif yada
pozitiflikler, hastaligin serolojik tanisinda ya da bu arastirmalar sirasinda
karsilasilan zorluklardandir. Bir diger zorluk ise parazit larva déneminin dis
ylzeyine yer yer koydugu fosforilkolin molekdlleri sayesinde kendi antijenik
yapisini konakc¢idan saklayarak disik affiniteli antikor olusumuna neden
olmasidir (Shepherd ve Mc. Manus, 1987).

Siracusano ve ark. (1991) spesifitede goérilen farklihklarin antijen
hazirlama sekline ve populasyonlardaki cevresel faktdrlere bagli

olabilecegini bildirmislerdir.

Benzer calismalarda gbézlenen degisik sonuclarin; degisen teknikler,
6lcme ve degerlendirme metodlarindaki gelismeler ve kullanilan hidatik kist
materyallerinin fertil olup olmadigi, yasl, yetistirme bdlgesi ve buna bagli
muhtemel parazit alt tirleri dizeyindeki farkliliklardan kaynaklanabilecegi

kanaatine variimigtir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismanin énemli amaglarindan biri olan, dogal enfekte koyunlarda ve
deneysel enfekte farelerde olusan kist materyallerinin protein dizeyinde
karsilastiriimasi, antijenik bantlar ve glikoprotein 6zelliginde olan proteinler
yéninden yapilmistir. Buna goére kist sivisinda gérilen 40 ve 26 kDa'luk
bantlarin koyun ve farelerde ortak oldugu ve 40 kDa’luk bantin her iki
konakta da glikoprotein 6zelligi gdésterdigi géralmustir. Koyun ve farelerin
kist membranlan karsilastirildiginda 48 ve 40 kDa'luk proteinlerin ortak
oldugu, bunlarin her ikisinin de glikoprotein 0Ozelligi gbsterdidi tespit
edilmigtir. Kist sivisi ve kist membrani acisindan yapilan karsilastirmada
ortak bantlarin (molekdl blyUkliglu ve glikoprotein varlidi), baglandiklari
lektinler yéninden farkhliklar arz etmesi ki bu durum seker yapilarindaki
ayriliga isaret etmektedir. Bu sonuclar farelerin koyunlar yerine kullanila-
mayacagini gdsteriyor olsa bile, yakin gelecekte ileri dizeydeki molekdler
tekniklerle (proteomik, kitle spektrometrik ve kromatografik vb.) yapilacak
olan galismalarla antijenik yapidaki glikoproteinlerin yapisal ve fonksiyonel
yénden daha ileri bir sekilde karakterize edilmelerine ihtiyag vardir.

Koyunlarda her (¢ kist materyalinde de (kist sivisi, kist membrani,
protoskoleks) 116, 68, 48 kDa’luk proteinlerin, farelerde her iki kist
materyalinde (kist sivisi, kist membrani) 106, 48 ve 40 kDa'luk proteinlerin
ortak glikoproteinler oldugu, bu glikoproteinlerin mannoz, galaktoz, N-asetil
galaktozamin, sialik asit gibi sekerlerden bir yada bir kagini igerdikleri
belirlenmistir. Belirlenen bu antijenik proteinlerin kist hidatigin klinik tanisinda
ve asl calismalarinda faydali olabilecedi sonucuna variimigtir.
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OZET

Koyun ve Farelerde Kist Hidatik Proteinlerinin Karsilagtirmali Analizi ve
Antijenik Proteinlerde Glikoprotein Varliginin Degerlendirilmesi

Hidatik kist hastaligi, Echinococcus cinsine bagh tarler tarafindan
olusturulan, insan ve hayvan saglgina verdigi 6nemli zararlarin yani sira
sebep oldugu ekonomik kayiplar nedeniyle de guncelligini ve 6énemini
koruyan paraziter bir zoonotik hastaliktir.

Bu calismada koyun ve farelerde kist hidatik proteinlerinin, antijenik
proteinler ve antijenik glikoproteinler ydninden  karsilastiriimasi
amagclanmistir. Bu amagcla 20’ser adet enfekte ve 10’ar adet saglikli koyun
ve fare kullanildi. Hidatidosisli koyunlardan ve deneysel enfekte farelerden
elde edilen kist sivisi, kist membrani ve protoskolekslere ait proteinler SDS-
PAGE yo6ntemi ile ayirt edildi. Ayirt edilen proteinlerden hangilerinin
hastaliga spesifik antijenler igerdigi (hastalik pozitif serumlar kullanilarak)
immunblotting teknidi ile belirlendi. Koyun kist sivisi, membran ve
protoskolekslerde 116 kDa ile 26 kDa arasinda, fare kist sivisi ve
membranlarinda 106 ile 30 kDa arasinda degisik sayilarda antijenik bantlar
tespit edildi. Koyun kist sivisi ile fare kist sivisi arasindaki ortak antijenik
bantlarin 40 ve 26 kDa, koyun kist mebrani ile fare kist mebrani arasindaki
ortak antijenik bantlarin 48 ve 40 kDa oldugu belirlendi. Belirlenen antijenik
proteinlerden, glikoprotein yapi-sinda olanlar ve bunlarin hangi sekerleri
bulundurduklari “Dig-Glycan Detection ve Dig-Glycan Differentiation kitleri”
ile belirlenmigtir. Koyunlarda her ¢ kist materyalinde de (kist sivisi, kist
membrani, protoskoleks) 116, 68, 48 kDa’luk proteinlerin, farelerde her iki
kist materyalinde de (kist sivisi, kist membrani) 106, 48 ve 40 kDa’luk
proteinlerin ortak glikoproteinler oldugu tespit edilmistir. Bu glikoproteinlerin
mannoz, galaktoz, N-asetil galaktozamin, sialik asit gibi sekerlerden bir yada
bir kacini icerdikleri belirlenmistir.

Koyun ve farelerin kist sivisi ve kist membrani agisindan yapilan genel

karsilastirmasinda ortak bantlarin, molekdl blyutkltgu, glikoprotein varhgr ve
seker yapilari yoninden benzerlikler ve farkhliklar gésterdigi géralmastar.

Anahtar so6zciikler: antijenik protein, fare, glikoprotein koyun, kist hidatik
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SUMMARY

Comparative analysis of sheep and mice hydatid cyst proteins and
evaluation of the glycoprotein occurence in the antigenic proteins

Hydatid cyst disease (Hydatidosis) is a parasitic disease which is formed by
Echinococcus genus belonging species and it is important and gives serious
harms on human and animal health as well as its economic losses.

The aim of this study is to compare the hydatid cyst proteins of mice
and sheep in terms of antigenic proteins and antigenic glycoproteins. For
this reason 20 each infected sheep and mice and 10 each healthy sheep
and mice were used. Cyst fluid, cyst membrane and proteins from
protoscolex which were derived from hydatidosis infected sheeps and
experimentaly infected mice were separated by SDS-PAGE. Antigenic
proteins were determined by immunblotting technique. Moleculer weights of
antigenic proteins from cyst fluid, cyst membrane and protoscolex of sheep
were determined in size between 116 kDa and 26 kDa by SDS-PAGE. In
mice cyst fluid and cyst membrane, molecular weights of antigenic proteins
were found between 106 kDa and 30kDa. Common antigenic bands of
hydatid fluid from sheep and mice were found to be 40 and 26 kDa.
Common antigenic bands of hydatid membrane from sheep and mice found
to be 48 and 40 kDa. Sugars of antigenic proteins in glycoprotein structure
were determined by Dig-Glycan detection and Dig-Glycan differentiation kits.
Glycan Analysis of samples showed that 116, 68 and 48 kDa proteins in
each three cyst material (cyst fluid, cyst membrane and protoscolex)
obtained from sheep were found to be common glycoproteins. In addition to
this, 106 , 48 and 40 kDa proteins in each two cyst material (cyst fluid, cyst
membrane) obtained from mice were also found to be common
glycoproteins. It was determined that these glycoproteins include one or
more sugar structures such as mannose, galactose, N-acetyl galactosamine
and sialic acid.

In the context of sheep and mice cyst fluid and cyst membrane
comparison, it was determined that common proteins shows similarities and
dissimilarities in molecular weight, glycoprotein and sugar structures in
general.

Key words: antigenic protein, cyst hydatid, glycoprotein, mice, sheep
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