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1. OZET

Taenia multiceps, eriskin formu kopek ve diger etgillerin ince
bagirsaklarinda yasayan taeniid bir sestoddur. Larvasi, Coenurus cerebralis olarak
bilinir ve koyun ve diger ruminantlarin beyin ve medulla spinalisleri de i¢ine alan
sinir siteminde yerlesmektedir. Kistin varlig1 tipik noérolojik semptomlara sebep
olur ve vakalarin ¢ogu hayvanlarin 6liimiiyle sonug¢lanir. Coenurosis, yaygin olarak
geng hayvanlar etkilemesinden dolayr koyun c¢iftliklerinde 6nemli ekonomik

kayiplara neden olabilir.

Bu tezin amaci, koyunlarda T. multiceps HSP70 geni tarafindan eksprese
edilen proteinin koyun coenurosisi’nin tanisindaki etkinligini belirlemek ve saha
sartlarinda uygulanabilir bir kit gelistirmekti. Bu amagla, T. multiceps'in tiim genom
sekansindan HSP70'i kodlayan geni ¢ogaltacak primerler dizayn edilerek, enfekte
bir koyunun beyninden elde edilen Coenurus cerebralis kistinden mRNA
izolasyonu yapilip takiben cDNA elde edildi. Dizayn edilen primerlerle ilgili gen
bolgesi PZR ile ¢ogaltilip, elde edilen iiriin klonlanip eksprese edildi. Daha sonra
pirifiye edilen rekombinant proteinin etkinligi, bilinen pozitif ve negatif koyun
serumlar1 kullanilarak Western blot ile gosterildi. Ayrica sahadan toplanan 1207
koyundan alinan serumlar ile rekombinant proteinin ELISA'daki etkinligi

belirlendi.

Bu islemler neticesinde rekombinant TmHSP70 antijeninin western blot
testindeki sensitivite ve spesifite degerleri %100 iken ELISA testinin sensitivite ve

spesifite oranlar1 sirasiyla %66,6 ve %52,6 olarak belirlenmistir. Ayn1 zamanda
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bakisi yapilan 1207 serum Orneginin 567 (%46,97)’si ELISA ile pozitif olarak

bulunmustur.

Sonug olarak rekombinant TmHSP70 antijeninin koyunlarda coenurosisin

tanisinda western blot temelli bir testte kullanilabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Taenia multiceps, HSP70, koyun, klonlama, ELISA.
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2. ABSTRACT

Cloning, Expression and Characterization of the Taenia multiceps HSP70

Gene and Investigation of the Test Kit Properties

Taenia multiceps is a taeniid cestode that lives in the small intestine of adult
canines and other carnivores. Its larva is known as Coenurus cerebralis and is
located in the nervous system of sheep and other ruminants, including the brain and
medulla spinalis. The presence of the cyst causes typical neurological symptoms
and most cases result in the death of the animals. Coenurosis can cause significant

economic losses to sheep farms as it commonly affects young animals.

The aim of this thesis was to determine the efficacy of the recombinant
protein expressed by T. multiceps HSP70 gene in the diagnosis of sheep coenurosis
in sheep and to develop a kit applicable in field conditions. For this purpose, primers
were designed to amplify the gene encoding HSP70 from the whole genome
sequence of T. multiceps, MRNA was isolated from C. cerebralis cyst obtained
from an infected sheep’s brain and then cDNA was isolated. The gene region related
to the designed primers was amplified by PCR and the product obtained was cloned
and expressed. The efficiency of the recombinant protein purified afterwards was
demonstrated by Western blot using known positive and negative sheep sera. In
addition, the efficiency of the recombinant protein in ELISA was determined with

sera collected from 1207 sheep.

As a result of these procedures, the sensitivity and specificity values of the
recombinant TmHSP70 antigen in the western blot test were 100%, while the

sensitivity and specificity rates of the ELISA test were 66.6% and 52.6%,
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respectively. At the same time, 567 (46.97%) of the 1207 serum samples analyzed

were found to be positive by ELISA.

As a result, it has been shown that recombinant TmHSP70 antigen can be

used in a western blot-based test for the diagnosis of coenurosis in sheep.

Key words: Taenia multiceps, HSP70, sheep, cloning, ELISA.
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3. GIRIS

Kiiciik ruminantlar, diinyadaki hayvansal {iretim sistemlerinde oldukca
onemli bir yer tutmaktadir (1). Koyunculuk iilkemiz ¢ift¢isinin de tarih boyunca
ugrastig1 en Onemli hayvan yetistiriciligi alanlarindan birisidir. Koyun yetistiriciligi
et, siit, ylin ve deri tiretimi agisindan iilkemiz ekonomisinde biiyiik bir paya sahiptir.
Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) verilerine gdre 2016 yilinda tarim
sektorii diinya gayri safi hasilasinin %3,2’sini olusturmakta, hayvancilik sektorii ise
tarimsal gayri safi hasilanin %37’sini olusturmaktadir. Bu oran AB iilkelerinde

%55, ABD’de %46 iken gelismekte olan tilkelerde %24’ler civarinda kalmistir (2).

Koyun ve ke¢i gibi kiiciikbas hayvancilik sektorii, diisiik baslangic
sermayesi, daha az kaynak ve bakim maliyeti, dlizensiz arazilerin kullanilmasi, siit
ve et iretme kabiliyeti ve vejetasyondan fakir meralarin degerlendirilmesi gibi
diisiik gereksinimleri nedeniyle toplumun talebine hizli bir sekilde yanit
vermektedir (3). Kapsamli kullanimlarina ragmen kiiglikbas hayvancilik,
hastaliklar, zayif beslenme ve yonetim ile islah politikalar1 nedeniyle istenilen
seviyeye ulagamamaktadir. Bu hastaliklar arasinda helmint kaynakli enfeksiyonlar
diinyadaki koyun ve kegi verimliligini etkileyen 6nemli hastaliklar arasinda yer
almaktadir (4). Taenia multiceps'in larvasi olan Coenurus cerebralis’in koyun ve
kecilerde neden oldugu Coenurosis verimliligi olumsuz yonde etkileyen

hastaliklarin basinda gelmektedir (5).

Bu hastalik, Tiirkiye’de yetistiriciler tarafindan delibas, salincak illeti,
devvare gibi isimlerle bilinmektedir. Olusturdugu kayiplar kesin olarak

bilinmemekle beraber bazen koyunlarda siirii halinde enfeksiyonlara yol agarak



biiyiik zararlar verebilmektedir. Coenurosis, hayvan sahipleri tarafindan ilag ile
sagalttmi mimkiin olmayan bir hastalik olarak bilinmekte ve yetistiriciler bu
hastaliga 6zgii belirtileri fark eder etmez hayvanlarini kesime sevk etmektedirler.
Bundan dolayr hastaligin yayginligmi tam olarak belirlemek miimkiin

olamamaktadir (6).

3.1. Taenia multiceps’in morfolojisi

Taenia multiceps, son konak kopek, tilki, kurt, ¢akal gibi karnivorlarin ince
bagirsaklarina yerlesirken, larval formu olan C. cerebralis ise koyun, ke¢i, sigr,
manda, deve, yak, at ve nadiren insanlarin merkezi sinir sistemi (MSS) ve
omuriliklerine yerlesmektedir (7). Eriskin sestod, 40-100 cm uzunlugunda olup 0,8
mm ¢apinda kiiglik bir skolekse sahiptir. Skoleks tizerinde dort adet gekmen ve ¢ift
sira halinde dizilmis 22-32 adet taenia tipi kancanin lizerinde yer aldigi rostellum
bulunmaktadir. Bu kancalardan biiyiik olanlar 0,18-0,198 mm uzunlugunda, kii¢iik
olanlar ise 0,1-0,126 mm uzunlugundadir (8, 9). Gebe halkalar 8-12 adet arasinda
olup, her bir halka 3-4 mm uzunlugundadir. Gebe halkalarda uterus 18-26 adet yan
dal vermektedir (10). Taenia multiceps yumurtalarinin ¢ap1 29-37 um olup g ¢ift

cengelli tek onkosfer igermektedir (11).

Larva donemi olan C. cerebralis, ara konaklarin MSS’ye yerlesmesi
durumunda yaklasik 0,8-6,5 cm ¢apinda i¢i s1v1 dolu kistler olusturmaktadir. Ayni
zamanda makroskobik olarak keseden igeri invagine olmus ¢ok sayida protoskoleks
bulunmaktadir. Bu protoskoleksler mikroskobik olarak incelendiginde, “C”

seklinde ¢ekmenler ve ¢ift sira rostellar kanca dikkati ¢ekmektedir (12, 13).



3.2. Taenia multiceps’in yasam dongiisii

Taenia multiceps’in yasam dongiisii, son konaklar olan kopek, tilki, kurt ve
cakal gibi evcil ve yabani karnivorlar ile koyun, ke¢i, sigir, manda, deve, yak, at ve
insanlar1 da igeren ara konaklar arasinda gegmektedir (14-16). Ara konaklar, T.
multiceps'in yumurtalarini igeren son konak digkisi ile kontamine olmus yiyecek ya
da su alimiyla enfekte olmaktadirlar (17). Yumurtalar ara konak tarafindan
alindiktan sonra, mide ve bagirsak enzimlerinin etkisiyle embriyofor pargalanmakta
ve onkosfer serbest kalmaktadir. Serbest kalan onkosfer, kan yolu ile MSS,
omurilik ve nadiren kas i¢i ve deri alt1 dokulara ulasmaktadir (17). MSS'ye ulasan
onkosferler, 2-8 ayda larval donemi olusturmak iizere gelismekte ve Klinik
belirtilerin olusmasina yol agmaktadir. Larval donemin farklilagsmasi, beslenmesi
ve bliyiimesi i¢in beyin omurilik sivisinin gerekli olmasindan dolay:1 T. multiceps'in
onkosferi, sinir dokusu i¢in belirli bir gekicilige sahiptir ve bu nedenle larvalar
MSS’ye yerlesmektedir (18). Yumurta ile enfekte olunduktan 6-8 ay sonra yaklagik
5 cm ¢apinda, i¢i yari saydam sivi ile dolu, i¢ kist duvarindan yaklagik 400-500
protoskoleks olusturabilen ve giiclii bir aseksiiel iireme yetenegine sahip coenurus

kistlerinin meydana geldigi bilinmektedir (19).
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Sekil 1. Taenia multiceps’in yasam dongiisii.

Son konaklar, ara konaklarin enfekte organlarini yiyerek enfeksiyona
yakalanmakta ve protoskolekslerden son konaklarin ince bagirsaklarinda 40-60 giin
sonra erigkin T. multiceps gelismektedir (8). Erigkin parazitten yaklasik 37.000
yumurta igeren giinliik 3-4 gebe halka atilmaktadir (20). Heteroksen gelisim
gosteren T. multiceps’in son konagin diskisiyla ¢ikan yumurtalar: doga kosullarina
olduk¢a dayaniklidir. Kuraklik sartlarina 15 giin, yiiksek nem oranina karsi ise 30
giin boyunca diren¢ gostermektedir. Ayn1 zamanda yumurtalar yerdeki kopek

digkisinda kis boyunca 60 giinden daha fazla canli kalabilmektedir (20, 21).

3.3. Coenurosis’in Epidemiyolojisi

Coenurosis ilk olarak 17. yiizy1l literatiirlerinde incelenmis, ancak daha eski
belgeler incelendiginde coenurosis benzeri klinik belirtilerin goriildiigii sinir

sistemi hastaliklarinin Hipokrat donemine kadar dayandigi goriilmektedir (17).



Enfeksiyon, agirlikli olarak meraya ¢ikarilan koyun ve kegiler ile ¢oban kopekleri
arasinda ge¢mektedir (22). Enfekte organlarin imha edilmesi konusundaki
farkindaligin eksikligi de bu hastaligin yayilmasinda oldukg¢a 6nemli bir etkendir.
Zaman zaman koyun ve kegiler arasinda akut coenurosis salginlari meydana gelse
de vakalarin ¢ogu 1-2 yas arasindaki hayvanlarda kronik enfeksiyonlar seklinde

seyretmektedir (17).

Coenurosis’den her yas grubundaki hayvanlar etkilenebilse de 1-2 yasindaki
hayvanlarin daha hassas oldugu belirtilmistir. Epidemiyolojisinde cinsiyet
faktoriiniin de etkili oldugu ve disilerin erkeklerden daha yiiksek bir prevalans
gosterdigi bildirilmistir. Mevsim faktorliniin ise prevalans iizerine etkisinin
olmadig1 ancak yagmurlu mevsimlerin enfekte diskinin otlarin iizerine yayilmasini
kolaylastirdig1 i¢in coenurosis olusma riskinin artmasindan sorumlu olabilecegi
belirtilmistir (23). Koyun ve kegiler arasinda koyunlar daha yiiksek hassasiyet
gostermektedir. Goger hayvancilik yapilan siiriilerde de enfeksiyon prevalansi daha
yiiksek oranda goriilmektedir (17). Hastaligin prevalansi tarimsal iklim bolgelerinin

varligindan, sosyolojik ve ekolojik faktorlerden de etkilenebilmektedir (14).
3.3.1.Coenurosis’in Diinya’daki Yayginhgi

Coenurosis diinya ¢apinda dagilim gostermektedir. Ancak Afrika ve
Giineydogu Asya’nin gelismekte olan iilkelerinde daha yaygindir (14). Gelismekte
olan tilkelerde koyun ve kegi yetistiriciligi popiiler bir gelir kaynagi oldugu i¢in
prevalansin daha fazla oldugu belirtilmistir (14). Dahasi gift¢iler, enfeksiyonun
kotiilesmesi nedeniyle zarar gormekten kaginarak karkas verimini siirdiirmek icin
ilk coenurosis semptomlar1 ortaya ¢iktigi anda hayvanlar1 kesmeye egilimlidirler.

Bu durum da nispeten diisiik ¢ikan coenurosis prevalanslarini agiklamaktadir (7).



Urdiin’de yapilan bir ¢alismada bir yil icerisinde kesimi yapilan koyunlarm
kafalar1 incelenmis, 451 koyun kafasinin 12’si (%3) enfekte bulunmustur (24).
Iran’m kuzey bat1 bolgesinde yapilan bir ¢alismada, her ay mezbahaneden alian
koyun kafalar1 incelenmis ve 402 koyun kafasinin 75’inin (%18,65) enfekte oldugu
tespit edilmistir (25). Yine iran’da yapilan baska bir ¢alismada mezbahanede kesimi
yapilan kegilerin 149’unun Kkafasi incelenmis, 22’sinin enfekte oldugu ve
coenurosisin keciler arasinda %14,8 oraninda yayginlik gosterdigi belirtilmistir
(26). Baska bir calismada, Iran’da incelenen 65 kdpegin 12’si T. multiceps ile
enfekte bulunmus ve etkenin prevalanst %18,5 olarak tespit edilmistir (27). Orta
Etiyopya’da 608 kii¢iik ruminant (80 koyun ve 528 kegi) C. cerebralis agisindan
incelenmis ve genel yayginlik %23 olarak belirlenmistir. Tiirlere gére bu oran,
kegilerde %3,9, koyunlarda ise %2,5 olarak tespit edilmistir. Kasim ayinin %8,1
yayginlik orani ile diger ¢alisma aylarindan daha yiiksek bir prevalans gosterdigi
kaydedilmistir (28). Kii¢iik ruminantlarda C. cerebralis'in yayginligmi ve
ekonomik etkisini degerlendirmek i¢in Etiyopya'nin Bishoftu kasabasinda yapilan
bir ¢aligmada incelenen 384 koyunun 19’unda (%4,9) ve 384 keginin 45’inde (%
11,7) C. cerebralis kistleri gézlenmistir (29). Banglades’te incelenen 750 kegi
kafasiin 39’unda (%5,2) kist saptanmustir (30). Tanzanya’da yapilan bir ¢alismada
90 koyun ve 90 kegi kafasi incelenmis, prevalans oranlari sirasiyla %45,6 ve %43,3
olarak belirlenmistir (31). Misir’da incelenen 60 mezbahane materyalinde ise
%18,3 prevalans orani bildirilmistir (32). Yine Misir’da klinik belirtiler gosteren
420 koyunun kesimi takiben incelenmesi sonucunda 111’inin enfekte oldugu ve
hastaligin %26,4 oraninda yayginhk gosterdigi bildirilmistir (33). Hindistan’da

yapilan bir ¢alismada kesimi takiben incelenen 122 koyunda prevalans oraninin



%12,3 oldugu bildirilmistir (34). Sharma ve Chauhan (35)’nin bildirdigine gore
Irak'ta coenurosis prevalansi bir yasli koyunlarda %7,3 iken ortalama prevalans %3
olarak tespit edilmistir. Oryan ve ark. (36), iran’da iki y1l boyunca inceledikleri
7992 koyunda %9,8 oraninda coenurus Kistleri bulundugunu bildirmislerdir.
Etiyopya’da koyunlarda coenurosis epidemiyolojisi iizerine yapilan bir ¢alismada
Klinik olarak belirti gosterenlerden 37 bas ve saglikli goriinen koyunlardan 183 bas
C. cerebralis larvalarinin varligi agisindan incelenmis ve bunlarin sirasiyla 37'si ve
5'i enfekte olarak kaydedilmistir (37). Irak’ta koyunlarda C. cerebralis prevalansini
belirlemek i¢in yapilan bir ¢alismada 36 koyun basi incelenmis ve 31’inin (%22,8)
enfekte oldugu bildirilmistir (38). italya’da kesimi yapilan 566 koyunda %0,35'lik

bir coenurus prevalansi gozlenmistir (7).
3.3.2. Coenurosis’in Tiirkiye’deki Yayginhgi

Coenurosisin Tiirkiye’de koyunlarindaki yayginligi ve olusturdugu kayiplar
tam olarak ortaya konulamamistir. Uslu ve Giiglii (39)’niin bildirdigine gore;
Tiirkiye’de yapilan galismalarda coenurosisin yayginligi %1,3 ile %36,8 arasinda
degismektedir. Pamuk¢u ve Ertiirk, Ankara’da otopsisi yapilan 627 kopegin
169’unda helmint enfeksiyonlarina rastlamiglar ve bu hastaliklar arasinda T.
multiceps oraninin %1,2 oldugunu belirtmislerdir (40). Samsun yoresinde yapilan
bir calismada 252 kuzu kesim sonrasit helmint varligi yoniinden incelenmis ve
coenurosis olgusu %7,16 olarak belirlenmistir (41). Konya ilinde yapilan bir
calismada 624 koyun kafasi incelenmis, bunlarin 102’sinin (%16,35) C. cerebralis
ile enfekte oldugu bildirilmistir (39). Van’da yapilan bir ¢alismada incelenen 241
koyunun 156’s1 C. cerebralis yoniinden pozitif bulunmus ve %64,7’lik prevalans

orani bildirilmistir (42). Kars ilinde kesilen 387 koyunda C. cerebralis prevalansi



12 ay boyunca arastirilmis ve coenurosis yayginlik oran1 %15,5 (60/387) olarak
rapor edilmistir. Yine Kars yoresinde kinik belirti gosteren ve nekropsisi yapilan 8
koyun, 6 dag kegisi ve 3 sigirin hepsinde C. cerebralis kistlerine rastlanmistir (43).
Kirikkale’de incelenen 100 koyunun 12’sinin (%12) beyninde C. cerebralis Kisti
belirlenmis ve klinik olarak saglikli gériinen koyunlarda bu oranin %11,1 oldugu
bildirilmistir. Erzurum ilindeki sigirlarda C. cerebralis'in prevalansini ve molekiiler
Ozelliklerini belirlemek amaciyla yapilan bir c¢alismada, 1045 sigir kafasi

incelenmis ve 5’1 (%0,47) enfekte bulunmustur.

3.4. Coenurosis’in Zoonotik Onemi

Coenurosis sadece ciftlik hayvanlari i¢in degil ayn1 zamanda insan sagligi
i¢cin de potansiyel zoonotik bir risk olusturmaktadir. insanlarda coenurosisin beyin
formu oldukga ciddi belirtiler gostermektedir. Enfeksiyon ile semptomlarin ortaya
cikmasi arasinda birkag yil gegebilmekte ve semptomlar coenurus Kistinin
lokalizasyonuna gore degisiklik gosterebilmektedir. Serebral coenurosis
intrakraniyal hipertansiyon belirtileri ile kendini gostermekte ve hastaligin klinik
ayirici tanisinda norosistiserkoz veya serebral hidatidozdan ayirt edilmesi olduk¢a
zor olmaktadir. Go6zlenebilecek diger semptomlar arasinda bas agrisi, kusma,
parapleji, hemipleji ve epileptik ndbet sayilabilmektedir (44). Bu hastalarda
prognoz her zaman ciddidir ve yakin zamanda praziquantel veya albendazol
tedavisi baslayana kadar tek tedavi segene@i cerrahi yontem ile Kkistin

uzaklagtirilmasidir (44).

Insanlarda C. cerebralis, 1913 yilinda Paris'te bir erkekte MSS

dejenerasyonu semptomlari goriiliince teshis edilmis ve otopsi sirasinda beyinde iki



adet coenurus Kisti bulunmustur (44). Son zamanlarda (son 25 yil iginde), Uganda,
Kenya, Gana, Giiney Afrika, Italya, Israil, Kanada ve Amerika'da insan vakalar
kaydedilmistir (45-50). 1983 yilinda ABD'deki dort yasinda bir kiz hasta, nérolojik
yeteneklerinin kdtiilesmesiyle hastaneye basvurmus, BT taramasi yapildiginda
beyninde sivi dolu Kistler dikkati ¢ekmistir. Operasyon sirasinda yapilan
incelemelerle coenurosis olgusu olarak teshis koyulmus ve yapilan tedavilere
ragmen hasta bu hastaliktan dolayr hayatin1 kaybetmistir (44). Giiniimiize kadar
coenurosisin Tiirkiye’de insanlarda goriildiigiine dair herhangi bir kayit

bulunmamaktadir.

3.5. Coenurosis’in Ekonomik Onemi

Serebral coenurosis, 6zellikle koyun endiistrisi ve 1slahinda ciddi sorunlara
neden oldugu i¢in ekonomik agidan 6nemli bir hastaliktir (51). Gicik ve ark. (52),
coenurosisin Kars ilindeki gen¢ koyunlarda koyun o6liimlerine katkida bulunan
hastaliklardan biri oldugunu bildirmiglerdir. Miran (53), yaptigi bir anket
calismasinda, katilimcilarin %58,8’inin koyunlarda, %47,9’unun ise kegilerde
6liim orani bakimidan en 6nemli hastaliklar siralamasinda coenurosisi segtiklerini
belirtmistir. Ayn1 zamanda serebral coenurosis kaynakli dogrudan kayiplar arasinda
klinik belirtiler basladiginda hayvanlarin kesilmesi ve aniden elden g¢ikarmalar
oldugu belirtilmistir. Yapilan anket ¢calismasinda son bir yilda hasta kecilerini satan
katilimcilardan %66,7’si1 kecilerini coenurosis nedeniyle sattiklarini belirtmislerdir.
Yine katilimcilarin dikkat ¢ekici yanitlarindan bir tanesi de hastalik sonrasi iyilesen
hayvanlariin olmamasi ve kesimi tercih etmeleri olmustur. Coenurosis Klinik

vakalarinda, ankete katilanlarin % 23,1'i hayvanlarin1 evde kestigini, %4,1'i canli



hayvanlarimi sattigini, %72,2°si ise hayvanlarim1 daha ucuz fiyata sattigini

belirtmislerdir.

Etiyopya'da, Deressa ve ark. (54), coenurosis nedenli beyin imhalar1
sonucunda yillik zararin 490 USD oldugunu belirtmislerdir (54). Etiyopya’da
yapilan baska bir ¢alismada, 2014 yi1linda Legahida bolgesinde coenurosis kaynakli
Oliimlerin sebep oldugu ekonomik kayiplarin 398,250 ETB (19.432,61 USD)
oldugu tahmin edilirken, 50 klinik olarak hasta hayvanin estetik degerinden
kaynaklanan ortalama parasal kayiplarin yaklasik 17,500 ETB olarak; tedavi arayisi
nedeniyle ticret kaybi, tedavi maliyetlerinden kaynaklanan kayiplar ve zayif karkas
agirligindan dolay1 sekillenen kayiplar ise sirasiyla 1250, 3120 ve 65.318,4 ETB
olarak hesaplanmistir. Bu ekonomik kaybin Legahida bolgesinde yillik 485.438,4
ETB (23.679,92 USD) tutarinda oldugu, bu nedenle, etkili kontrol &nlemleri
alinmasi gerektigi ifade edilmistir (55). Yine Etiyopya’da yapilan bir aragtirmaya
gore beyin imhasina bagli toplam yillik mali kayip 18.127,2 USD (335.353,2 ETB)
olarak tahmin edilmistir. Bu verilerden hareketle, kiigiikbas hayvanlarda en 6nemli
paraziter hastaliklardan biri olan coenurosisin hem ulusal diizeyde hem de diinya
genelinde biiyiik ekonomik kayiplara yol agtigi ve bu nedenle uygun kontrol

onlemlerinin alinmasi gerektigi rapor edilmistir (29).

3.6. Coenurosis’in Klinik ve Patolojik Bulgular

Coenurosis’in klinik bulgulart beyin ve omurilikteki C. cerebralis kistinin
yeri ve bliyiikliigii ile iliskilidir (56). Etkilenen hayvanlarda kendi etrafinda donme,
ataksi, kafa sapmasi ve korliik gibi nérolojik belirtiler ortaya ¢ikmaktadir (44). Akut

form, MSS’deki onkosferin gocii neticesinde olugmakta ve Klinik belirtiler ile akut
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formun derecesi arakonak tarafindan alinan yumurta sayisi, yangisal yanit,
bagisiklik tepkilerinin yogunlugu ve parazitin lokalizasyonuna bagli olarak
degismektedir (37). Onkosfer, konak immiin yanit1 tarafindan yok edilirse, klinik
tyilesmenin tamamlandigi belirtilmis ve boyle bir durumda, otopsi sirasinda sadece

kiiglik kaze6z lezyonlarin bulundugu sdéylenmistir (57).

Kronik coenurosis, genellikle bir serebral yarikiireyi i¢eren, beynin yavas
ilerleyen fokal lezyonu olarak ortaya ¢ikmakta ve 6-18 aylik koyunlarda daha sik
goriilmekte, li¢ yasindan biiyiik koyunlarda ise nadiren sekillendigi bildirilmektedir

(58).

Coenurosis’in akut fazi sirasinda, beynin yiizeyinde, beyin sap1 ve
serebellumun Kkesitlerinde soluk sar1 alanlar goriilmektedir. Mikroskobik
incelemede, gog yollar hemorajik ve 16kosit infiltrasyonu ile ¢evrelenmis nekrotik
dokular dikkati ¢ekmektedir. Eozinofiller ve yabanci cisim dev hiicrelerinin, bu
yollari ¢evreleyen inflamatuvar reaksiyonda baskin olduklar1 bildirilmistir. Kronik
coenurosisde, kistin hacminin biiyiimesiyle artan intrakraniyal basing, beyin
dokusunu sikistirmakta ve kafatasinin  bir bolgesinin  yumusamasina yol
acabilmektedir. Artan intrakraniyal basing, serebellumun foramen magnumdan
veya serebrumun tentoryumun altindan fitiklagsmasina neden olabilmektedir. Tek
tarafli serebral hemisferde bir kistin varlig1 kontralateral gézde palpebral refleks
kaybina neden olmakta, boylece sag gozdeki korliik, lezyonun sol yarimkiirede
oldugunu gostermektedir. Kistin vestibiiler veya serebello-vestibiiler yolaklarda
bulunmasi halinde, etkilenen tarafa dogru bir kafa egimi ortaya ¢ikabilmektedir.
Ayrica klinik durumun bozulmasi, serebellar kist olgularinda daha hizh

gerceklesmektedir (58).
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Artan kist hacmine karsin, parazitin metabolik siireci ve norodejeneratif
proteinlerinden kaynaklanan atiklar ile meydana gelen sinir sistemi toksisitesi
koyun MSS coenurosisindeki klinik bulgularin nedenleri arasindadir (59). Kistin
bliylimesi i¢in coenurus kist duvar1 ve konake1 beyni arasinda glikoz, aminoasitler,
lipitler ve diger materyaller de dahil olmak iizere besinlerin degisimi
gerekmektedir. Bu proseslerde gorev alan glutamat, sadece metabolik enerji
saglamakla kalmaz, ayni zamanda sinapslar ve ndronlar arasindaki sinyal
iletimlerini diizenleyen bir norotransmitter olarak da gorev yapar (60, 61). Memeli
konakgidan besin elde etmenin yani sira, parazitin larval doneminde ndrotoksik
maddelerin iiretimi ve salinmasi neticesinde ndrolojik disfonksiyonlarin meydana
geldigi belirtilmektedir. Metabolizma sirasinda, protoskoleks tarafindan glikoz ve
oksijen tiikketimi, kist duvarmin disina salinan karbondioksit {iretimi ile
sonuclanmakta ve bu da konake¢i hiicre toksisitesine neden olmaktadir. Ek olarak,
protoskolekslerde yiiksek sodyum/potasyum tasiyan ATPaz ve kalsiyum pompasi
ekspresyonu da vardir ve bu, konak ndronlarinin ¢evresindeki iyon homeostazisini
etkileyebilmektedir. Sinapslar lizerinde yayilan glutamatin dengesizliginin, sinaptik
fonksiyonu degistirebildigi ve konaklarda sinirsel iletim sisteminde toksisiteye
neden olarak sinyal iletimini engelleyebildigi gosterilmistir (58). Bu veriler 1s18inda
meydana gelen klinik ve patolojik bulgularin sadece kistin artan hacmiyle ilgili
olmadigi ayn1 zamanda sinirsel toksisitenin de roliiniin biiyiikk oldugu ortaya

konulmustur (62).
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3.7. Coenurosis’in Teshisi

Hastaligin teshisi, klinik goriiniim, ndérolojik muayene, nekropsi ve 6liim
sonrasi muayeneye dayanmaktadir. Her ne kadar kist yerlesimi ile Klinik belirti
uyumu bazen yaniltict olsa da Klinik belirtilerin yorumlanmasi halen en iyi tani
yontemidir. Coenurosis genellikle klinik muayene protokoliine dayanarak teshis
edilir ve bunun yaninda Ultrasonografi (USG) ve Bilgisayarli Tomografi (BT) gibi
goriintiileme yontemleri de kullanilabilmektedir (44). Yapilan bir ¢alismada dokuz
koyun ve ii¢ keg¢i USG ile muayene edilmis ve sadece bir hayvanda Kist
goriilememistir. Bu calisma sonucunda US’nin koyun ve kecilerdeki kronik
coenurosis i¢in uygun maliyetli, kolay ve etkili bir tan1 arac1 oldugu sonucuna
varitlmigtir (63). Gazioglu ve ark (64) ise BT tarama gorintiileme yoluyla
coenurosisin teshisini yapmay1 amaclamis ve dogal enfekte hayvanlarda coenurosis
teshisinde ilk kez BT’yi kullanmislardir. Toplam 60 buzagi ve 80 koyun klinik
olarak incelenmis ve bunlardan dért koyun ve bir buzagiya nekropsi yapildiginda
C. serebralis kistleri tespit edilmistir. Incelenen hayvanlardan bir koyunda CT

taramasiyla sag serebellar hemisferde bir kist tespit edilmistir (64).

Teshise yonelik kullanilan goriintiileme yontemlerinin disinda, asir
duyarhilik deri testi, indirekt hemagliitinasyon antikor testi, immunoelektroforez,
jel-double difiizyon ve ELISA testleri de deneysel olarak kullanilmistir (44).
Birtakim uygulama zorluklari olan bu testlerin mevcudiyetine ragmen, kesin tani

icin nekropside beyindeki kistin goriilmesi 6nerilmistir (26).

Molekiiler yontemler tiirlerin teyid edilmesi amaciyla kullanilmis, dogal ve

deneysel enfekte koyun ve kegilerdeki serebral kistlerin mitokondrial CO1 ve
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NADI gen bolgelerinin PZR ile amplifiye edilmesi ve sekans analizi, kopeklerden
elde edilen erigskin T. multiceps sekans sonuglar1 ile %100’e yakin benzer

bulunmustur (16).

Wang ve ark. (65) tarafindan, kopek digskisinda T. multiceps yumurtalarini
tespit etmek i¢in direkt-PZR yontemi gelistirilmistir. Klasik-PZR ile direkt-PZR
yontemini karsilastirilmig, klasik PZR ile %78,6 pozitif sonug¢ alinirken, dizayn

edilen direkt-PZR yontemi ile %85,7 oraninda pozitiflik elde edilmistir.

Taenia multiceps'in molekiiler karakterizasyonu ilk olarak koyunlarda
Varsacia ve ark. (66) tarafindan CO1 ve NAD1 mitokondriyal genleri kullanilarak
incelenmistir. Bu ¢alisma ile T. multiceps genetik ¢esitliliginin %0,22 ile %0,67
arasinda degistigi ve ti¢ farkli varyant (Tm1, Tm2 ve Tm3) oldugu bildirilmistir.
Varcasia ve ark. (67), baska bir caligmalarinda sigir ve kiigiik ruminantlardan izole
ettikleri C. cerebralis kistlerinin CO1 ve NAD1 genlerini kullanarak genetik
degiskenligini incelemis ve Tm1 varyantina ait 10 haplotip bulundugunu ortaya

koymuslardir.

Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada, enfekte 20 koyundan elde edilen T.
multiceps izolatlarinin mt-CO1 gen bolgesi PZR ile cogaltilip sekans analizi
yaptirildiktan sonra filogenetik analize tabi tutulmustur. Sonugcta, analiz edilen T.
multiceps orneklerinde BC3, BC10 ve BC11 adi verilen ti¢ farkli varyant tespit
edildigi bildirilmistir (68).

Hindistan'da kegilerde coenurosisin visceral ve serebral olmak tizere iki

farkli formundan izole edilen izolatlarin CO1 ve NADI gen bolgeleri kullanilarak
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patolojisi ve molekiiler karakterizasyonu karsilastirilmis ve filogenideki olasi

farkliliklarin patolojiyle baglantili olabilecegi bildirilmistir (69).

Coenurosis'i saptamak i¢in ham antijen (0,85 mg/ml) kullanilarak dot
immunogold filtration assay (DIGFA) ile teshisi denenmis ancak spesifite-
sensitivite degerleri agisindan iyi sonuglar alinamamustir (70). Tanisal antijen
olarak ham antijenlerin kullanilmasi, seri iiretim asamasina dengesiz termal stabilite
gosterdikleri i¢cin ham antijen kullanilan ¢alismalar ¢ok ileri gidememistir. Sonug
olarak, rekombinant antijenlere dayanan ELISA deneylerine yonelim artmis, bu
hastalig1 teshis etmek i¢in giderek daha fazla kullanilmaya baglanmistir.
Rekombinant proteinlerden Tm-P2, Tm-HSP70, Tm-GP50, Tm-GST ve Tm-
HSP60, giivenilir ELISA metodlar1 olusturmak i¢in teshis antijenleri olarak

kullanilmustir (71-74).

Coenurosis’in erken donem serodiyagnozu amaciyla yapilan bir ¢alismada,
T. multiceps’in transkriptomundan GP50'yi (TmGP50) kodlayan bir ¢cDNA
tamimlanmis, klonlanmis ve E. coli'de eksprese edilmistir. TmGP50 temelli
indirekt-ELISA sonuglarina gore, protein %95 sensitivite ve %92,6 spesifite
sergilemistir. Deneysel olarak T. multiceps ile enfekte olan kegilerde TmGP50
antikoru 2 ila 17 hafta arasinda tespit edilirken, kontrol grubunda ise antikorun
praziquantel tedavisinden yaklasik {ic hafta sonra esik degerin altina distiigii
gozlemlenmistir. Calismanin sonucunda rekombinant TmGPS50'in kegilerde

coenurosis i¢in uygun bir erken tani antijeni oldugu ifade edilmistir (72).

Yapilan bagska bir ¢alismada T. multiceps'in antijen B (AgB) ve tioredoksin
peroksidaz (TPx) genleri klonlanmis ve serodiyagnostik potansiyelleri

degerlendirilmistir. Calismanin sonucuna goére rTm-AgB'nin %95,8'lik bir
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sensitivite ve %87,5'lik bir spesifite gosterdigi ve T. multiceps’lerin serolojik teshisi

igin gii¢lii potansiyelinin olabilecegi ifade edilmistir (71).

Taenia multiceps'in transkriptomundan laktat dehidrojenaz A (Tm-LDHA)
ve B'yi (Tm-LDHB) kodlayan gen bolgesi izole edilip, rekombinant Tm-LDHB
(rTm-LDHB) elde edilmistir. Rekombinant Tm-LDHB'min immiinojenitesinin
belirlenmesinden sonra, kecilerde rTm-LDHB'in serolojik tanisal potansiyelinin
degerlendirilmesi igin gelistirilen rTm-LDHB bazli ELISA’da, T. multiceps ile
enfekte edilen kegilerin saptanmasindaki spesifite oran1 %71,42 (10/14) olmustur.
Bu sonuglar neticesinde rTm-LDHB'nin kegilerdeki T. multiceps enfeksiyonunun
immiinodiyagnozu igin spesifik bir antijen adayr olmadigi belirtilmistir (73).
Tanisal amagli yapilan bir diger ¢alismada, C. cerebralis'in total RNA'sindan
glutatyon S-transferaz (GST) geni amplifiye edilip, rekombinant Tm-GST (rTm-
GST) proteini eksprese edilmis ve rekombinant protein, serumda anti-GST
antikorlarinin saptanmasinda %92,8 (13/14) ve %90 (18/20) duyarlilik géstermistir.
Calismada Tm-GST'nin coenurosis i¢in bir teshis antijeni olarak kullanilma

potansiyeline sahip oldugu belirtilmistir (74).

3.8. Coenurosis’in Tedavisi

Coenurosisin tedavisi son konaklarda erigkin parazitlere, arakonaklarda ise
larva formuna karsi cesitli tedavi uygulamalarim1 igermektedir. Son konak
enfeksiyonlarinin sagaltimi, hastaligin insanlara bulasmasinin 6nlenmesi agisindan
da kritiktir. Ara konaklarda, tanidaki giicliikler ve yetistiriciler tarafindan tedavi

protokollerinin basarili olmadiginin diisiiniilmesinden dolay1 tedavi ¢ok tercih
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edilmemektedir. Tedavide asil 6nemli asama son konaklarin tedavi edilmesi ve ara

konaklarin kistli organlara ulagsmalarinin engellenmesidir (75).

Biyikoglu ve Doganay (76) tarafindan yapilan bir ¢alismada, kuzularda
deneysel olarak olusturulan C. cerebralis’e kars1 praziquantel ve albendozol’iin
etkisini arastirmak amaciyla 21 Akkaraman kuzu T. multiceps yumurtalari
(ortalama 5500 yumurta) ile enfekte edilmis ve kuzular yediserli gruplara
ayrilmistir. Deneme gruplarina ilag uygulamasina kronik coenurosis belirtilerinin
goriildiigl ilk giin baslanmistir. Birinci gruba {i¢ giin siire ile 25 mg/kg dozda
praziquantel, ikinci gruba da 14 giin siire ile 10 mg/kg dozda albendozol verilmistir.
Ugiincii grup kontrol olarak tutulmustur. Birinci grupta dort kuzu, ikinci grupta da
ti¢ kuzu 6ngoriilen nekropsi tarihine kadar yasamlarini siirdiirebilmis, digerleri ise
daha once 6lmiistiir. Her iki gruptan ikiser kuzuda nekropsi giiniine kadar klinik
iyilesme goriilmiistiir. Praziquantel uygulanan grupta belirlenen 35 kistten 21’inin
(%60) dejenere, 14’iiniin (%40) 6li; albendazol uygulanan grupta belirlenen 42
kistten 10’unun (%23,80) dejenere, 13’liniin (%30,95) 6li, 19’unun (%45,23) da
canli oldugu saptanmistir. Kontrol grubunda ise 35 kistten 34’iiniin (%97,14) canli,
birinin (%2,85) ise kazeifiye oldugu belirlenmistir. Her iki ilag grubundaki
hayvanlardan elde edilen protoskoleksler iki ayr1 kopege verilmis ve bu kopeklerde

eriskin cestod gelismemistir.

Benzer bir ¢alisma Ghazaei (77) tarafindan yapilmis, 25 adet kuzu bes gruba
ayrilmis ve her birine yaklasik 6500 adet T. multiceps yumurtas: verilmistir. Ilag
uygulamasina dort tedavi grubunun hepsinde semptomlarin ortaya ¢ikisinin ilk
giiniinde baslanmustir. Birinci gruba sadece 25 mg/kg dozda albendazol, 2. gruba

sadece 25 mg/kg dozda fenbendazol, 3. gruba sadece 25 mg/kg dozda praziquantel,
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4. gruba ise 100 mg/kg dozda praziquantel+fenbendezol kombinasyonu verilmistir.
Yapilan ¢alismanin sonucunda en iyi sonug, 25 mg/kg dozunda albendazol ve 100

mg/kg dozda fenbendazol + prazigantel kullanilarak elde edilmistir.

Afonso ve ark. (26) tarafindan yapilan deneysel bir ¢alismada ise albendazol
10 mg/kg dozda ii¢ giin siire ile enfekte gruplara uygulanmis ve belirtilerin
baslamasmdan iki ay sonraki enfeksiyonlarda basarili olundugu bildirilmistir.
Ancak hastaligin meydana gelisinden bes ay sonra ilacin etkinliginin %88,6’ya
diistiigii ve bu oranin tedavi uygulanmayan kontrol grubu ile yakin oldugu

belirtilmistir.

Bu hastaliga uygulanan en etkili tedavinin, hayvanin genel anestezisi altinda
kistlerin cerrahi olarak ¢ikarilmasi yaklasimi oldugu ve 6zellikle lezyon dogru bir
sekilde ¢ikarildiginda, ¢ok iyi bir basari oranina sahip oldugu belirtilmistir (58).
Operasyon sonrasinda sekonder Kistlerin yayilmasini 6nlemek igin albendazol'in
tek basina veya praziquantel ile kombinasyonunun birlikte kullanilmasi, olumlu
sonuglar ortaya koymustur (77). Cerrahi tedavi ¢ok zor bir operasyonu
gerektirmekte olup, ancak insanlarda ve nadiren damizlik degeri ¢ok yiiksek olan
hayvanlarda onerilebilmektedir. Bu nedenle en etkili yontem mera, siirli ve kopek

tiggeninde uygulanacak kontrol yontemlerinin hayata gecirilmesidir (44).

3.9. Coenurosis’te Koruma ve Kontrol

Hayvancilikta coenurosisin kontrolii, diger taeniid sestodlari 6nlemek igin
kullanilan onlemlerle benzerlik gostermektedir (51). Serebral coenurosis,
kopeklerin 6-8 haftalik araliklarla diizenli anthelmintik ilaglarla tedavi edilmesi ile

hayvanlarin kesilmesi veya oliimiinden sonra koyun ve ke¢i beyninin dogru sekilde
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imha edilmesi ile 6nlenebilmektedir (58). Etkili kontrol 6nlemleri arasinda, enfekte
hayvanlarin evlerin bahgesinde kesilerek enfekte organlarin hayvanlara
yedirilmesinin engellenmesi, enfekte kafalarin imha edilmesi ve halkin bu konuda
bilinglendirilmesi gibi yontemlerdir (52). Ayn1 zamanda epidemiyolojide énemli
bir nokta olan enfekte sularla ilgili, insan enfeksiyonlarina kars1 su kaynaklarinin
kontaminasyonuna dikkat edilmeli, tim meyve ve sebzeler iyice yikandiktan sonra
tiketilmelidir (44). Bunlarin yaninda coenurosise karsi kemoprofilaktik amaglh
calismalar da yapilmistir. Siirlilerde, fenbendazol’iin enfeksiyonu %16’dan
%0,2’ye gerilettigi, yine fenbendazol ile birlikte praziquantel kullaniminin kistlerin

gelisimine engel oldugu tespit edilmistir (78).

Vahsi yasam, genisleyen kentsel ve tarimsal alanlar ve insanlarin hobileri
icin dogal yasam alanlarin1 tercih etmeleri nedeniyle bir¢ok tiir i¢in tehdit
olusturmaktadir. Bununla birlikte, kizil tilki, ¢cakal ve rakun gibi bazi etoburlar ise
bu dongiiden faydalanarak popiilasyonlarini artirmaktadirlar. Sonug olarak,
kentlesme genellikle ¢ok farkli ekolojilere sahip arakonak ve sonkonak tiirleri
iceren parazitlerin bulagsma riskini artirmaktadir. Bu nedenle yaban hayati ve
kentsel hayatin kontrollii bir sekilde devam etmesi i¢in paraziter enfeksiyonlara

kars1 da 6nlem alinmalidir (79).

3.10. Coenurosis’te immiinite

Sestodlar, diger helmintler gibi konaklarina ¢ok iyi adapte olmus zorunlu
parazitler olup, konak immun yanitindan kagma stratejileri oldukga gelismistir.
(80). Sestod enfeksiyonlarinda bagisiklik sistemi hiicrelerinden 6zellikle CD4+

yiizey reseptoriinii tasiyan ve yardimei T lenfositleri olarak bilinen hiicreler konagin
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savunma mekanizmasinda dncelikli olarak yer almaktadir. Immiinolojik olaylarda
lenfosit ve makrofajlardan sitokin ve interlokinler salgilanmakta, T ve B hiicreleri
tarafindan salgilanan bu sitokinlere lenfokinler adi verilmektedir. Sitokinler
l6kositlerin gelismelerini, hareketlerini ve farklilasmalarin1 saglayarak etki
gostermektedir. Interlokin-1 (IL-1), IL-2, IL-3, IL-6, IL-10, timor nekroz faktorii
(TNF) ve interferon (IFN)’lar sitokinlerin baslicalaridir. Th hiicreleri aldiklar
uyarilarin tipine bagh olarak degisik sitokinleri salgilayan alt gruplara
ayrilmaktadir. 1L-2, IFN-y ve lenfosit salgilayan Thl hiicreleri konagin savunma
sistemini giiglendirirken, 1L-4, IL-5, IL-6, IL-10 sentezleyen Th2 hiicreleri konagi
enfeksiyonlara karst daha duyarli hale getirmektedirler. Uzun yillar boyunca,
eriskin sestodlar ile bagirsak enfeksiyonunun son konakta immiinolojik tepkilere
neden olmayacagi diisiiniilmiis ve bunun dogru olmadigi yapilan caligmalarla
anlagilmistir. Deneysel ve dogal enfeksiyonlardan elde edilen kanitlar, spesifik
antikor tepkilerinin meydana geldigini ve immiinolojik olarak aracilik edilen
efektéor mekanizmalarinin bagirsaktaki konak-parazit etkilesiminin sonucuna

katkida bulundugunu gostermistir (81).

Taeniid sestodlarin  koruyucu bagisiklik tepkileri, parazitlerin ara
konakg¢ilarinda kolayca gosterilebilmesi agisindan helmint parazitleri arasinda
benzersizdir. Lightowlers (82)’1n belirttigi lizere, taeniid sestodlara kars1 koruyucu
bagisiklik tepkilerinin dogasi hakkinda artik ¢ok sey anlasilmistir. Ancak taeniid
sestodlara kars1 koruyucu bagisiklik tepkilerinin dogas1 hakkinda ¢ok sey anlagilmis
olsa da bir¢ok yoniin hala agikliga kavusturulmasi gerekmekte ve dogru bilinen
verileri dogrulamak i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag duyuldugu ifade

edilmektedir.
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3.11. Coenurosis’te As1 Calismalar: ve As1 Adayr Proteinler

Sestod enfeksiyonlarinin immunobiyolojisi konusunda yapilan ¢aligmalar
bu parazitlere karst pratik olarak kullanilabilecek asilarin gelistirilebilecegini

gostermektedir (69).

Gauci ve ark. (83) tarafindan yapilan bir ¢alismada Taenia ovis ve diger
Taenia tiirlerinde bulunan rekombinant onkosfer antijenlerinin homologlari, T.
multiceps'te de tanimlanmis ve T. multiceps onkosfer proteinleri, Tm16 ve Tm18
olarak adlandirilmistir. Rekombinant Tm16 ve Tm18 proteinleri, basariyla eksprese
edilmis ve Quil A adjuvani ile formiile edilmis antijenler, koyunlarda yapilan bir
as1 denemesinde test edilmistir. Antijenlerin, koyunlarda, T. multiceps
yumurtalarina karsi bagisikligi uyardigi belirtilmistir. Dokuz adet koyun kontrol
grubu olarak belirlenmis, bunlardan besi deneysel enfeksiyon nedeniyle dliirken 20
adet asilanan koyunda oliim gozlenmedigi bildirilmistir. Belirtilen rekombinant
onkosfer antijenlerinin koyunlarda T. multiceps enfeksiyonuna kars1 etkili agilama
stratejilerinin gelistirilmesine imkan saglayacagi ve ayrica E. granulosus EG95
antijeni ile kombine bir asinin gelistirilmesi ve aym zamanda kistik hidatik

hastaliginin bulagmasini 6nleme potansiyeline de sahip olabilecegi belirtilmistir.

Oncosphere Secretory Antigen (OSA)'in koyunlar1 T. multiceps larva
evresine karst korumadaki etkinligini arastirmak i¢in yapilan bir ¢aligsmada, 5000
T. multiceps yumurtas: ile deneysel enfekte edilmis 30 koyun OSA ile tedavi
edilmis, 11 koyun da kontrol grubu olarak kullanilmistir. Nekropside 30 hayvanin
besinde (%16,6) coenurosis veya dejenere lezyonlar mevcutken, tedavi edilmeyen

11 hayvanin 8’inde (%72,7) beyinde serebral coenurosis veya dejenere lezyonlar
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oldugu ve OSA'nin hayvanlar1 serebral coenuriosise karst korumak ig¢in

kullanilabilecegi sonucuna varilmistir (84).

Taenia multiceps enolaz geninin klonlanmasiyla elde edilen rTmENO
proteinin, plazminojen baglama oOzellikleri gosterdigi belirtilmis ve hem Kist
stvisinda hem eriskin parazitlerde hem de larval donemde western blot analizi ile
tanmimlanmustir. Bu sonuglar dogrultusunda TmENO proteininin T. multiceps i¢in
yeni kontrol stratejilerinde kullanilabilecegi belirtilmistir (85). Baska bir ¢alismada
Fatty Acid Binding Protein (FABP)’in klonlanmasi ve molekiiler
karakterizasyonunun belirlenmesiyle TmFABP’in (14 kDa) T. multiceps’i 6nlemek

icin bir as1 aday1 protein olabilecegi ileri siiriilmiistiir (86).

3.12. Heat Shock Protein (HSP)’ler

Heat Shock Protein familyalar1 gesitli taksonlarda bir¢ok organizmada
evrimsel olarak korunmus (87) ve ilk olarak 1962'de Drosophila'da kesfedilmistir
(88). Bunlar, proteinlerin yanlis katlanma ve kiimelesmesini 6nlemenin yanisira
hiicresel fonksiyonlar1 korumaya yardime1 6nemli molekiiler saperonlardir (89, 90).
Hiicreler 1s1 soku, alkali muamele ve bazi kimyasal reaktifler gibi stres kosullar
altinda kiiltiire edildiginde ekspresyon seviyeleri 6nemli 6l¢iide artmaktadir (91).
Gegtigimiz birka¢ yil i¢inde, bir dizi arastirma, HSP'lerin yalnizca protein
modifikasyonuna ve katlanmasina dahil olmadiklarini, ayn1 zamanda bir¢ok sinyal
yoluna katildiklarini1 gdstermistir (92). Ayrica, HSP'ler antijen isleme sirasinda
baglanma antijeni gibi bagisiklik sistemini etkileyerek sitokin salimimini da

indiiklemektedir (93).
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Heat Shock Protein (HSP)’ler, molekiiler agirliklarina gére HSP90, HSP70,
HSP60 ve kiiciik HSP'leri (15-30 kDa) igeren HSP27 olmak iizere dort ana ailede
gruplandirilmaktadir. Bunlar ya yapisal olarak (HSP90p) ya da indiiktif (HSP90a)
olarak ifade edilir ve farkli hiicre-i¢i kompartmanlarda bulunurlar. En ¢ok calisilan

HSP'ler HSP90, HSP70 ve HSP27.1'dir (94).

Stres proteinlerinin pek ¢ok patojende major antijen oldugu ve oOkaryot
hiicrelerde enfeksiyonu takiben ¢esitli stres proteinlerinin arttigi bildirilmistir.
Konagin patojene uyguladigi stres, patojende stres proteinlerinin yapimini
arttirmakta ve muhtemelen miktarlari arttiginda, immiin cevab tetikleyen baslica
antijen konumuna gegmektedirler. Bu nedenle pek ¢ok helmint, protozoa ve bakteri

enfeksiyonunda HSP70 ve HSP60’lara kars1 antikorlar gosterilmistir (95).

HSP’ler, yiiksek miktarlarda eksprese olan ¢ok sayida protein icermektedir
ve hiicre stres kosullarina maruz kaldiginda ekspresyon seviyeleri artmaktadir (96).
HSP'lerin organizmada onemli rolleri oldugu, cevresel stres faktorlerine cevap
verdigi ve baz1 genlerin agilip kapanmasiyla karakterize oldugu gosterilmistir (97).
HSP’ler aym1 zamanda islevsel olarak proteinlerin ligandlar1 baglamasina,
kofaktorlerle etkilesime girmesine veya biyolojik fonksiyonlar1 yerine getirmesine

olanak veren konformasyonel olgunlagmayi uyarmaktadirlar (98).

Parazitler, konak organizmalarda hayatta kalmak zorundadirlar ve
bazilarinin yagam dongiisiinii tamamlamak icin ara konakeilara ihtiyact vardir.
Konakgilar parazitler i¢in farkli ortamlar sunarlar; bu nedenle hayatta kalmak igin
adaptasyon Onlemleri almalart gerekmektedir (99). Konakg¢min sundugu bu
ortamlar diginda, konakg1 bagisiklik sistemindeki sicaklik, pH ve iyon degisiklikleri

biiylik strese neden olabilir. Bazi parazitler bu degisimlere uyum saglamak ve
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cogalmak i¢in biiyiik miktarlarda HSP’ler eksprese ederler (100, 101). Bu da
HSP’lerin paraziter hastaliklara karsi potansiyel olarak ilag hedefleri olmasini
saglar (102). HSP’ler son yillarda 6nemli bir antikanser hedefler haline gelmesine
ragmen, onlar1 paraziter hastaliklar i¢in hedef alan arastirmalar sinirlidir (99, 103).
Bu durum, proteinin yiiksek korunmus bdlge olmasindan ve belirli bir
organizmanin HSP’sine 06zgli bir inhibitériin gelistirilmesinin  zor oldugu

goriisiinden kaynaklanmaktadir (103).

Son zamanlarda HSP'ler, as1 {retiminde antijen olarak genetik

miihendisliginde ve bazi parazitlerin tanisinda ve tanimlanmasinda kullanilmistir

(104).

HSP70, evrimde agik ara en ¢ok korunan protein olup bakterilerden bitkilere
ve insanlara kadar tiim organizmalarda bulunmaktadir (105-107). Bu nedenle de
HSP70 proteinleri birbirleriyle yaklagik %50 oraninda aminoasit 6zdesligi
gostermekte ve molekiiler evrim alaninda oldukga takdir géren bir filogenetik aday
olarak gosterilmektedir (108). En uzaktan iligkili tiirlerin HSP70'leri arasindaki
yiiksek derecede benzerlik, bu proteinlerin evrimindeki kisitlamalar1 gosterir.
Sitoplazma ve endoplazmik retikulumda lokalize olan Okaryotik HSP70'er,
prokaryotlardan ve prokaryotik kokenli organellerden gelen HSP70'ler ile yaklasik
%50 benzerlik gosterir (109). Bu durum hayvanlar ile mantarlar alemi arasindaki
HSP70 genlerine ait filogenetik iligkileri ve %91 oranindaki benzerligi de
aciklamaktadir (108). HSP70'ler yiiksek oranda korunur ve okaryotik hiicreler
arasinda %60-78 oraninda niikleotid benzerligi varken dkaryotik HSP70 ile E. coli
DNA’s1 arasinda %40-60 arasinda bir benzerlik mevcuttur (110). HSP70, hiicrede

1s1 stresi tarafindan indiiklenen HSP70 ve soydas1 Heat Shock Cognate 70 olmak
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tizere iki ¢esit protein ailesi olarak bulunmakta olup sitoplazmada iki temel formu
gorilmektedir. HSP70 olarak bilinen HSP72 stres durumunda artarken, HSP73
stirekli iiretilmektedir. Yine bu aile i¢inde yer alan HSP75 mitokondride, HSP78
endoplazmik retikulum’da bulunmaktadir (111, 112). HSP70 proteinleri parazitler
arasinda da filogenetik iliskilerin belirlenmesinde kullanilmistir. Ornegin
Cryptosporidium tiirleri arasinda HSP70 geninin niikleotid sekanslar1 belirlenmis
ve filogenetik analizin sonuglari, Cryptosporidium cinsinde genetik olarak farkli
birkag tiirin ve C. parvum tiirii i¢inde sekiz farkli genotipin varligini ortaya
koymustur (113). Benzer bir ¢alisma enfekte kopeklerden izole edilen Babesia
gibsoni, B. canis canis, B. canis vogeli ve B. canis rossi'nin HSP70 genlerinin
niikleotid ve aminoasit dizilerinin filogenetik iliskisinin ortaya konmasi ig¢in
arastirilmis ve HSP70 geninin niikleotid sekanslarinin, 18S niikleer alt birim
ribozomal DNA'dan (18S rDNA) daha fazla ¢esitlilige sahip oldugu rapor edilmistir
(114). Yapilan bagka bir ¢alisma, 70 kDa’luk Toxoplasma gondii HSP70 proteinin
immiinomodiilasyon yoluyla paraziti konagin etkilerinden korudugunu géstermistir
(115). Trypanosoma cruzi HSP70'inin kemik iligi oncii hiicrelerinden {iretilen
murin dendritik hiicrelerinin (DC) olgunlasmasi lizerindeki etkisi analiz edilmis ve
HSP70 fragmaninin murin DC'yi olgunlastirdigi belirlenmistir. Olgun DC ise IL12,
TNFa sitokinler, kostimiilasyon molekiilleri ve aktivasyon belirteclerinin
ekspresyonunu artirmistir. Bu bulgular sonucunda, T. cruzi HSP70'in DC tabanli
immiinoprofilaksi ve enfeksiyonlara karsi tedavi gelistirmek i¢in ¢ok yararli bir

arag olabilecegi belirtilmistir (116).

Colebrook ve Lightowlers (117), E. granulosus HSP70 (EgHSP70) ile

reaktif spesifik antikorlarinin hidatik kist hastalariin %60'inda, saglikli kontrol
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donorlerinin ise sadece %20'sinde bulundugunu gostermislerdir. Bu nedenle,
konakgi-patojen etkilesimlerinde, patojenlere ait stres proteinlerinin immiinolojik
olarak 6nemli rol oynayabilecegi sdylenebilmektedir (117). Cin’de yapilan bir
calismada kegilerden elde edilen C. cerebralis kistinde HSP70 gen bolgesi eksprese
edilmis ve ELISA’daki kullanilabilirligine bakilmistir. Arastiricilar sadece iig
pozitif ke¢i serumu ile sensitivite degeri hesaplamaya ¢alismislar, bunun yanisira

%83,3’liik spesifite degeri elde etmislerdir (118).

Yapilan baska bir ¢caligmada ise TmMHSP60 ve TmMHSP-36’nin dizi, yapisal
ve fonksiyonel analizleri, T. multiceps'in molekiiler saperonlar olarak yasam
dongiisiinde onemli rol oynayabilecegini gostermistir. Tm-HSP60, Tm-p36'ya
kiyasla daha giiclii immiinojenik karakter sergilemis ve antikor saptama
potansiyeline sahip oldugu ileri siiriilmiistiir. Tm-p36 ise onkosferlerin aktivasyonu
ile giiclii bir sekilde iligkili bulunmus ve asilama icin potansiyelinin oldugu
belirtilmistir. Ancak, Tm-p36 ile karsilastirildiginda, Tm-HSP60 daha giicli
immiinojenik aktivite sergilemis ve rTm-HSP60'a dayanan indirekt ELISA
sonucunda, %83,3'liik bir sensitivite ve %87,5'lik bir spesifite sergilerken, rTm-p36

indirekt ELISA i¢in uygun bulunmamuistir (119).

HSP70’in fonksiyonel 6zellikleri, immiin yanitlardaki rolleri, patogenez ve
parazitlerin hayatta kalmasindaki rolleri, yeni ilag kesifleri ve parazit as1 adaylar
ve son olarak bazi paraziter hastaliklarin tan1 ve genotiplendirilmesinde

kullanimlari iizerine yapilan ¢aligmalar umut vericidir.

Bu tezin amaci, koyunlarda T. multiceps HSP70’in kodladigi genin

klonlanip eksprese edildikten sonra piirifiye edilen rekombinant TmHSP70
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antijeninin koyun coenurosisinin tanisindaki etkinliginin belirlenmesi ve saha

sartlarinda uygulanabilir bir kit gelistirilmesidir.
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4. GEREC ve YONTEM

4.1. Coenurus cerebralis Kistinin Elde Edilmesi

Calismada kullanilan C. cerebralis kisti, donme, istahsizlik, kilo kayb1 ve
koordinasyon bozuklugu gibi klinik belirtiler gosteren ve coenurosis siiphesi ile
kesilen bir koyundan elde edildi. Bu koyun kafas1 kesimi takiben en kisa siirede
soguk zincirde Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali'na
ulastirildi ve bir patoloji uzmani denetiminde agilarak C. cerebralis Kisti elde edildi.
Kist, beyinden ¢ikarildiktan sonra toplanan protoskoleksler ayrildi ve steril PBS

(pH=7.4) ile yikandiktan sonra mRNA izolasyonu i¢in kullanildi.

4.2. Kan-Serum Orneklerinin Toplanmasi

Elde edilecek rekombinant proteinin saha orneklerindeki teshis gliciiniin
degerlendirilmesi amaciyla Elazig ve Bing6l illerinden Subat-Haziran 2019
doneminde toplam 1207 adet kan serum ornegi toplandi. Bu amagla ilk olarak
nekropsi sonrasi kesin teshisi yapilmig alt1 adet kesin pozitif koyundan ve spesifite
degerlendirmesi yapilmak {izere ise yeni dogan kuzulardan toplam 20 adet negatif
kan serum 6rnegi toplandi. Bunun yanisira enfekte oldugundan stiphelenilen koyun
bulunan siirtilerden klinik belirti gosteren hayvanlar segilerek 17 serum daha hem
ELISA hem de WB ile test edilmek tizere toplandi. Diger kan 6rnekleri ise hayvan
sahiplerinden klinik belirti gosterdigi bilgisi alinan ve meraya ¢ikmis hayvanlarin
bulundugu farkli siiriilerden toplandi. Sahadan toplanan kan serum Grneklerinin

toplandig1 yerlesim yerleri Tablo 1°de gosterilmistir.

28



Tablo 1. Kan-serum 6rneklerinin toplandigi yerlesim yerleri.

Ornek Ornek sayisi (adet)

Bingdl-Sarigigek koyi 90
Elaz1g-Yenikoy koyi 260
Elaz1g-Tepekdy kdyii 127
Elaz1g-Cip koyii 96
Elazig-Siitliice kdyi 260
Elaz1g-Merkez 32
Elazig- Zafran koyii 202
Elaz1g-Baskil ilgesi 55
Elaz1g-Kushane kdyii 25
Elaz1g-Bahgekapi kdyii 60

TOPLAM 1207

4.3. Laboratuvar Calismalari

Kan ornekleri, koyunlarin vena jugularis’inden vakumlu 5 ml’lik serum
tiiplerine alind1 ve serumu ayrilmak tizere soguk zincirde laboratuvara ulastirildi.
Laboratuvara getirildikten sonra serum tiipleri santrifiij cihazina (Centurion
Scientific, UK) yerlestirilip 4000 rpm’de bes dk santrifiij edildikten sonra iist
kisimda olusan serum, pipet yardimu ile 1,5 ml’lik ependorf tiiplere transfer edildi

ve kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi.
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4.4. Total RNA ve mRNA izolasyonu

Icerik detaylar1 Tablo 2’de gosterilen RNeasy Mini Kit (Qiagen)
kullanilarak total RNA elde edildi. Bu amagla, kist igerisinden toplanan
protoskoleksler cam boncuklu ependorf tiip icerisine alind1. Uzerine kit igerisinde
bulunan 600 pl Buffer RLT (B-mercaptoethenol eklenmis) ilave edilerek
protoskoleksler MagNA Lyser (ii¢ boyutlu karistirici) ile 7000 devirde dokuz dk
parcalandi. Gozle goriiniir doku parcasi kalmayana kadar vorteks islemine devam
edildi ve ardindan 3 dakika maksimum devirde santrifiij islemi yapildi. Takiben
slipernatant yeni bir ependorf tiipe aktarildi. Bu basamaktan sonra QIAcube System

kulanilarak 30 dakika sonunda total RNA elde edildi.

Tablo 2. RNeasy Mini Kit igerigi

Kitin icerigi 50 ornek icin
RNeasy Mini Spin Columns 50 adet
Collection Tubes (1,5 ml) 50 adet
Buffer RLT 45 ml
Buffer Rw1 45 ml
Buffer RPE 11 ml
RNase-Free Water 10 ml
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4.5. Reverse-Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)

Yontemi ile cDNA Eldesi

Bu amagla Qiagen- one-step RT-PCR kit prosediirleri takip edilerek master

mix hazirlandi (Tablo 3) ve biitlin islemler soguk blok tizerinde gergeklestirildi.

Tablo 3. Reverse-transkriptaz-PCR kit igerigi ve kullanim miktarlari.

Reaktifler Ornek sayis1 X pl
Molecular grade water 6,6 ul

5X RT-PCR buffer 4 ul

dNTP mix 0,8 ul
Random primer 2 ul
RT-PCR enzim mix 0,8 ul
RNAse inhibitor 0,8 ul
Toplam hacim 15 ul

Her tiipe 15 ul master mix ve 5 ul template RNA eklenerek toplam hacim
20 pl olarak ayarlandi. Tablo 4’de gosterilen RT-PZR basamaklarinin uygulanmast

igin ornekler 1s1 dongii cihazina (TC-PLUS, Techne) (Sekil 2) yerlestirildi.
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Tablo 4. RT-PZR sartlar1.

On denatiirasyon 94° C 1dk

Baglanma 50°C 1dk

Uzama 72°C 1dk 25 siklus
Son uzama 72°C 10 dk

RT-PZR islemi sonucunda elde edilen cDNA kullanilincaya kadar -20

°C’de saklandi.

Sekil 2. RT-PZR i¢in kullanilan 1s1 dongii cihaz.
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4.6. Vektor Secimi

Klonlama ve ekspresyon basamaklarinda kullanilan T7 promotor ve 6-His
bagl pET28(a) vektodrii Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii’nden temin
edildi. Calismada kullanilan pET-28(a)’nin vektor haritas1 Sekil 3’de gosterilmistir.
Yine vektore ait ¢oklu klonlama bolgesi ve enzim kesim bolgeleri de Sekil 4’te

gosterilmistir.

165, Eagl - NotI HindIIL (17
1587 PaeR71 - PspXl - Xhol Salt (109
(80) Bipl MeS
$127) Drill EcoS3kI [1em)
(au9s) Psit sSact (190)
tcoRt (192
BamMl (158
Nhel (333)
Bantl (235)
Ndel (238
theatnbin wite
G
Ncol (260
4420) ASIST - Pyvul (ATG
RES
4300) Smal 233)
4292) TspMI - Xmal ’:::,14‘
lac operator
T7 promoter
[4117) BspDI - Clal Bglll (403
(4003 Nrul SQrAl (4a2)
N Sphi (599)
BSIAPL (806)
Miul (1123
Nciy * (1137
BSIELL [(1304)
(3772] Acul NmeAlLIl (1329)
PEpOMI  [12030)
Apal 1334)
1640)  AlwNl BssHIT (1394
teoRYV (1373)
Hpal [1629)
(1397) BssSal PhAL ((1008)
3224 pelt Bgll (2187}
J108) BspQl - Sapt Fspl - FspAl (2205)
(3028) Tau PpuMt  [2230)

2553 Bstzan
2905 MIFL - Tthllll

Sekil 3. pET-28(a) vektor haritasi.
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pET-283-c(+)

Sekil 4. pET- 28(a) klonlama bdlgesi ve enzim kesim bolgeleri.

4.7. Primer Dizaym ve Proteinin In Silico Analizi

GenBank’ta yayinlanan T. multiceps tam genom sekansindan (Accession
no: CM010311.1) HSP70 genini kodlayan bolge belirlendi (62). Belirlenen gen
bolgelerinin Open Reading Frame (ORF) analizleri, protein biyiikliikleri ve i
boyutlu yapilart EXPASY programi ile kontrol edildi. Protein dizisinin benzerlik
analizleri web tabanli Protein BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) programi
kullanilarak yapildi. Uygun bolgeye ait dizi belirlenirken aminoasit dizilimleri
boyunca herhangi bir stop kodon icermemesine ve dizinin baglangicinin start kodon
ile baglamasia dikkat edildi. Belirlenen gen bélgesine ait primerler web tabanlt
Primer/Blast programi kullanilarak dizayn edildi. Dizayn edilen primerlere vektor
haritasinda yer alan Xhol ve Ndel enzim kesim noktalar1 eklenerek (Tablo 5) ticari

firmaya (Oligomer, Ankara) firmasina sentezlettirildi.
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Tablo 5. Taenia multiceps tam genom sekansindan dizayn edilen TmHSP70 primerlerine
ait niikleotid dizileri. Yesil ile isaretli dizi Ndel enzim kesim bolgesini, kirmizi ile isaretli

dizi ise Xhol enzim kesim bdlgesini gostermektedir.

Primer Ad1 Primer Dizisi
TmHSP70-F 5’-GGGCEATATEGAACAGTCGGCTTGAGGGAA-3'
TmHSP70-R 5°-GGGCIHIBEBEE TGCATGGAAAGCTCCGAAGT-3’

4.8. Taenia multiceps Heat Shock Protein 70 (HSP70) Geninin

Cogaltilmasi

TmHSP70-F ve TmHSP70-R primerleri kullanilarak TmHSP70 gen bolgesi

PZR ile ¢ogaltildi. PZR karisimi Tablo 6’da gosterildigi gibi hazirlandi.

Tablo 6. TmHSP70 geninin ¢ogaltilmasinda kullanilan PZR karisimu.

Reaktifler Miktar (pl)
10X PZR Tamponu S

25 mM MgCl, 5
dNTP 4
TmHSP Forward primeri 1
TmHSP Reverse primeri 1

Taq DNA Polymerase 0,2
dH20 28,8
cDNA (template) 5
Toplam 50

PZR 1s1dongii sartlari, 95 °C’de 3 dakika 6n denatiirasyon asamasini takiben

toplam 35 PZR siklusu olacak sekilde 94°C’de bir dakika denatiirasyon, 53°C’de
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bir dk hibridizasyon ve 72 °C’de bir dakika sentez asamasini takiben 72 °C’de 10
dk ekstra sentez seklinde uygulandi. Elde edilen iiriinler %1,4’liikk agaroz jelde
elektroforeze tabi tutuldu. Jel hazirlandiktan sonra 10 pl PZR tiriini 5 ul yiikleme
soliisyonu (1/6 oraninda sulandirilmis, Sigma,-Aldrich, G2526) ile karistirilarak
jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez islemi, Tris-Asetat-EDTA (TAE)
tampon soliisyonu kullanilarak jel tankinda 90 volt akimda 40 dakika siireyle
gergeklestirildi ve daha sonra tanktan ¢ikarilan jel, UV transilluminatérde bandlarin

varlig1 yoniinden incelendi.

4.9. Restriksiyon Enzimleri le Kesim

Enzim kesim reaksiyonlar1 plazmid DNA’s1 ve TmHSP70F/R primerleriyle
amplifiye edilmis PZR {irlinleri ig¢in ayr1 ayr1 kuruldu. Enzim tamponlar1 ortak
oldugu i¢in tek tiipte ¢ift enzim kesimi uygulandi ve biitiin islemler soguk blok
tizerinde gergeklestirildi. Enzim kesim reaksiyonu Tablo 7°de gosterildigi sekilde

ayarlandi.

Tablo 7. Restriksiyon enzimleri ile kesim protokolii.

Reaktifler PZR iiriinii Vektor DNA
Xhol (BioLabs, New England) 1l 1 ul
Ndel (BioLabs, New England) 1l 1 ul

Cut Smart Buffer 2 ul 2 ul
cDNA 500 ng/ul 500 ng/ul
dH,0 Degisken Degisken
Toplam hacim 20 ul 20 ul
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Reaksiyon hazirlandiktan sonra iiriinler 1s1 dongii cihazinda (SensoQuest)
37 °C’de iki saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon bitiminde enzimlerin
inaktivasyonunu saglamak amaciyla 65 °C’de 20 dakika daha bekletildi. Kesim
isleminin kontrolii amactyla kesim {irlinlerinden 5 pl alinarak %1°lik agaroz jelde

yiiriitiildii ve UV transilluminatérde bandlarin varligi yoniinden incelendi.

4.10. Jelden izolasyon

Elektroforez ile goriintiileme sonucunda beklenen biiyiikliikte gozlenen
bandlar, klonlanma Oncesinde saflagtirilma amaciyla QIAquick Gel Extraction

Kitinin (Qiagen) onerileri dogrultusunda jelden izole edildi.

Ticari kitin Onerileri dogrultusunda jelden izolasyon islemi asagida

belirtilen basamaklar takip edilerek gergeklestirildi;

1) Steril bir bistiiri yardimiyla hedef biiyiikliikteki band jelden kesildikten
sonra steril 1.5 ml’lik ependorf tiip igerisine aktarildi.

2) Darasi alinan ependorf tiip igerisindeki jelin agirligi 6lgiildii.

3) Jel pargasinin agirligina gére 100 mg agirligindaki bir jel pargasi i¢in 300
ul QG buffer tiip igerisine eklendi.

4) Ependorf'tiip 50 °C’de 10 dk inkubasyona birakildi ve 2-3 dakika araliklarla
vorteksleme islemi yapildi.

5) Jel pargasi tamamen ¢oziildiikten sonra tiip igerisindeki sivinin tamamu kit
igerisinde bulunan spin kolona aktarildi.

6) Kolon 14.000 rpm’de bir dakika santrifiij edilerek s1vi uzaklastirildi.
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7) Toplama tiiptindeki sivi uzaklastirildiktan sonra spin kolon ayni toplama
tiipiine yerlestirildi. Uzerine 500 ul QG Buffer eklenerek 14.000 rpm’de bir
dakika santrifiij edildi.

8) Yikama asamasinda kolon igerisine 750 ul PE Buffer eklendi ve 14.000
rpm’de bir dakika santrifiij edildi.

9) Toplama tiiptindeki sivi uzaklastirildiktan sonra kolon 1 dakika daha bos
sekilde santrifiij edildi ve kalintilar uzaklastirildi.

10) Spin kolon 1,5 mlI’lik steril ependorf tiip igerisine yerlestirildi. Uzerine 25
pl EB Buffer eklenerek 14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek filtrede
bulunan PZR firlintiniin elisyonu saglandi. Elde edilen restriksiyon
enzimleri ile kesilmis ve jelden piirifiye edilmis plazmid DNA’s1 ve PZR

triini klonlama isleminde kullanilmak tizere -20 °C'de muhafaza edildi.

4.11. TmHSP70 Geninin Klonlanmasi

4.11.1. TmHSP70 Geninin pET28-(a) Plazmidine Ligasyonu

Jelden piirifiye edilmis plazmid DNA’s1 ve PZR {iriinii ligasyon islemine
tabii tutulmadan Once {irtinlere Sodyum Asetat (CoHzNaO2) ¢oktiirmesi islemi

uygulandi. Bu amagla;

1- Jelden izolasyon sonucunda elde edilen 25 ul saf plazmid ve PZR iiriinii tek
bir ependorf tiipte birlestirildi.

2- 1:10 oraninda 3 M Sodyum Asetat eklendi (pH=5,2).

3- Toplam hacmin (55 pl) ti¢ kat1 oranda %95 ethanol ilave edildi.

4

Bir gece boyunca -20 °C'de ¢6kme islemi i¢in birakildi.

5- Ertesi giin ependorf tiip 14.000 rpm’de 30 dk santrifiij islemine tabi tutuldu.
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Stipernatant dikkatli bir sekilde uzaklastirildi ve kalan seffaf renkteki pelet
tizerine 500 ul %70 ethanol ilave edildikten sonra ependorf tiip 14.000
rpm’de 20 dk santrifiij edildi.

6. Basamak tekrarland

Ependorftiip kapagi agik bir sekilde bir dk 14.000 rpm hizda santrifiij edildi.
20 dk boyunca kapagi agik bir sekilde oda 1si1sinda bekletildi.

Alkoliin iyice ugmasi saglandiktan sonra kalan pelet tizerine 8 pl dH.O
eklenerek peletin ¢oziinmesi saglandi. Ligasyon reaksiyonu Tablo 8’de

verildigi sekilde olusturuldu.

Tablo 8. Ligasyon reaksiyonu igerik ve miktarlari.

Reaktifler Miktar
Resiispanse Pelet 8 ul
T4 DNA Ligaz 1ul
T4 DNA Ligaz Buffer 1ul
Toplam 10 pl

Reaksiyon karigimi hazirlandiktan sonra 1s1 dongii cihazinda (SensoQuest)

22,5°C’de iki saat inkiibasyona birakildi.

4.11.2. Kompetan E. coli DH5a Hiicrelerinin Hazirlanmasi

1. Calismada kullanilan kompetan E. coli DH5a susu Firat Universitesi
Biyomiihendislik Bolimii kiiltiir stoklarindan temin edilen gliserol
stoktan alinarak LB agar besiyerine 0ze ile ¢gizilerek ekildi ve 37 °C’de

16 saat inkiibasyona birakildi.
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2. 16 saatlik inkiibasyon sonras1 LB agar besiyerinden secilen tek koloni
steril bir kiirdan yardimiyla 5 ml LB Broth besiyerine ekildi ve 37 °C’de
225 rpm’de 16 saat inkiibasyona birakildi.

3. Bu sivi1 kiiltiirden 500 pl alinarak daha onceden hazirlanan 100 ml LB
Broth besiyerine inokiile edildi ve OD600 degeri 0,35-0,4 araligina
ulagana kadar 37 °C ve 225 rpm’de inkiibasyona birakildi.

4. Swvi kiiltiir beklenen OD600 araligina ulastifinda ise steril 15 ml’lik
falkona alinip 20-25 dk buz igerisinde bekletildi ve bundan sonraki
asamalarda santrifiij disindaki islemler buz igerisinde gergeklestirildi.

5. 15 ml’lik falkonlara béliinen besiyerleri 0 °C’de 4000 rpm’de 10 dk
santrifiij edildi.

6. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra, 4 °C‘de saklanan 12 ml 30 mM
CaCly, 0.45 um filtreden gegirilerek pelet lizerine eklendi. Resiispanse
edildikten sonra 20 dk buz iizerinde bekletildi ve 0 °C’de 4000 rpm’de
10 dk santrifiij islemi tekrarland.

7. Sipernatant uzaklastirildi. Pelet iizerine 490 pl 30 mM CacCl; ve 10 pl
steril %50 gliserol eklendi. Resilispanse edildi ve 15 dk buz iizerinde
bekletildi.

8. 50 pl’lik hacimlerde steril ependorflara bdliinerek porsiyonlama yapildi

ve kullanilincaya kadar -80 °C’de saklandi.

4.11.3. Rekombinant Plazmidin E. coli DH5a Susu Kompetan

Hiicrelere Transformasyonu

1- Transformasyon basamaginda -80 °C’de bulunan kompetan hiicreler buz

tizerinde yaklasik 30 dk ¢ozdiiriildii.
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Ligasyon reaksiyonundan 5 pl alinarak 50 pl kompetan hiicrenin iizerine
ilave edildi ve 30 dk buz iizerinde inkiibe edildi.

Ardindan 42 °C’de su banyosuna yerlestirilen ependorf tiipler 2 dakika 1s1
soku uygulandiktan sonra oda 1sisina maruz kalmadan tekrar buz iizerine
alind1 ve 5 dakika daha buz iizerinde bekletildi.

Transformasyon isleminden sonra hiicrelerin iyilestirme siireci igin
reaksiyonun tizerine 300 ul LB s1v1 besi yeri ilave edildi ve 1,5 saat boyunca
37 °C’deki galkalamali inkiibatérde gogaltildi.

Ardindan ependorflardaki 6rneklerden 100 pl alinarak steril hiicre yayict
yardimiyla 50 pl/ml kanamisin (Kanovet) igeren LB agara yayma ekimleri
yapildi. Ependorf tiiplerde kalan 6rnekler 14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edildi. Siipernatanttan 50 pl alindiktan sonra geri kalan kismi uzaklastirildi.
Pelet, alinan 50 pl siipernatant ile restispanse edildikten sonra dip ekim
olarak LB agar petrisine ekimleri yapildi. Ekimi yapilan petriler yaklasik 30
dk alevin etrafinda kurumaya birakildi (Sekil 5). Kuruyan petriler 37 °C’de
bir gece inkiibasyona birakilarak ertesi giin koloni varligi yoniinden kontrol

edildi.
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Sekil 5. LB Agar besi yeri hazirlik ve ekim asamalari.

4.11.4. Koloni PZR Yontemi ile Kolonilerin Taranmasi

Transformasyonun ardindan bir gece inkiibe edilen petrilerde olusan
kolonilerin istenen gen iriiniinii igerip igermedigini tespit etmek amaciyla
koloniler, koloni PZR yo6ntemi ile tarandi. Bu yontemde ligasyon reaksiyonlarinin
E. coli DH5a hiicrelerine transformasyonundan elde edilen koloniler dogrudan PZR
reaksiyonu igin template olarak kullanildi. Bu amagla koloni PZR reaksiyonu Tablo

9’da gosterildigi sekilde hazirlandi.
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Tablo 9. Koloni PZR reaksiyon karigimi ve miktarlari.

Reaktifler Miktar
Template 1 Koloni
10x PZR Tamponu 2 pl
25 mM MgCl, 2ul
10 mM dNTP 3 ul
T7IF 2 pl
T7IR 2 pl
dH,0 4ul
Toplam 15ul

Belirtilen sekilde hazirlanan reaksiyona steril bir kiirdan yardimiyla alinan
koloniler eklendi. 95 °C’de 10 dk E. coli hiicrelerinin tahrip olmasi ig¢in 6n
denatiirasyon islemi uygulandi. Baska bir tiipte her bir 6rnek igin 5 pl dH20 ve 0,2
ul Taqg DNA Polimeraz karistirilip hazirlanan karisima eklendi. Uriinler 1s1 déngii
cihazina konuldu ve 95 °C’de bes dk On denatiirasyon, 94 °C’de bir dk
denatiirasyon, 55 °C’de bir dk baglanma, 72 °C’de bir dk uzama (toplam 25 siklus)
ve 72 °C’de bes dk son uzama olacak sekilde programlama yapildi. PZR iglemi
sonucunda elde edilen driinler %1,4’lik agaroz jelde yiritildi ve UV

transilluminatdrde bandlarin varligr yoniinden incelendi.
4.11.5. Rekombinant Plazmidlerden Gliserol Stoklarin Hazirlanmasi

Tlgili gen bélgesi varligi koloni PZR yéntemiyle tespit edilen kolonilerden
steril kiirdan yardimiyla alinip 50 pg/ml oraninda kanamisin iceren 5 ml LB siv1
besi yerine inokiile edildi. 37 °C ve 250 rpm’deki calkalayicili etiivde bir gece
boyunca fretildi. Elde edilen kiiltiirlerden 500 pl alinip, 500 pl %50°lik steril

gliserol ¢ozeltisi eklenerek gliserol stoklar hazirlandi ve -80 °C’de saklandi.
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4.11.6. Capraz PZR Denemeleri i¢in Plazmid izolasyonu

Plazmid izolasyonu i¢in Qiagen Miniprep Kit (Qiagen, N.V) prosediirii
takip edildi. Ticari kitin Onerileri dogrultusunda plazmid izolasyonu islemi

asagidaki sekilde yapildi:

1) Elde edilen peletin iizerine, kit igerisinde bulunan RNase A ve LyseBlue
eklenmis 250 ul Buffer P1 eklenerek peletin resiispanse olmasi saglandi. LyseBlue

partikiilleri tamamen ¢oziinene kadar vorteks islemi yapildi.

2) Uzerine 250 pl Buffer P2 eklenerek, 4-5 kez yavasca ters diiz edildi.

Homojen mavi renk olusana kadar isleme devam edildi (Sekil 6).

Sekil 6. Kit prosediiriiniin ikinci basamagindan sonra olusan mavi renk.

3) Daha sonra tizerine 350 pl Buffer N3 eklendi ve vakit kaybetmeden mavi

renk kaybolana kadar ters diiz edildi.
4) Karisim 13.000 rpm’de 10 dk santrifiije tabi tutuldu.

5) 800 ul stipernatant spin-kolona transfer edildi.
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6) 30-60 saniye maksimum devirde santrifiij edildi.

7) Spin-kolon iizerine 500 pl Buffer PB eklenerek, 30-60 saniye santrifiij

edildi.

8) 750 ul Buffer PE eklendikten sonra 30-60 saniye santrifiij edildi. Buffer’:

tamamen uzaklastirmak i¢in bir dk daha santrifiij islemine devam edildi.

9) Spin-kolon steril mikrosantrifiij tiipiine alinarak 50 ul Elution Buffer
eklendi, 1 dk oda 1sisinda bekletildikten sonra, bir dk maksimum devirde
santrifiij edildi. Elde edilen piirifiye plazmid, %1’lik agaroz jelde

yiriitiilerek kontrolii saglandi ve kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi.
4.11.7. Capraz PZR Kontrolleri

Capraz PZR 1: TmHSP70 Forward-Reverse primerleri kullanilarak PZR
reaksiyonu kuruldu. Bu islemin amaci klonlama sonrasi rekombinant vektoriin
TmHSP70 gen bolgesini igerip igermedigini kontrol etmekti. Bu islem sonrasi

beklenen band biiytikliigii 547 bp olarak belirlendi.

Capraz PZR 2: TmHSP70 Forward-T7 Reverse primerleri kullanilarak
PZR reaksiyonu kuruldu. Bu islemin amaci klonlama sonrasi gen bdlgesinin
vektore dogru oryantasyonda baglanip baglanmadigini kontrol etmekti. Bu islem

sonrasi beklenen band biiyiikliigii 642 bp olarak belirlendi.

Capraz PZR 3: T7 Forward-TmHSP70 Reverse primerleri kullanilarak
PZR reaksiyonu kuruldu. Bu islem, klonlama sonrasi gen bolgesinin vektére dogru
oryantasyonda baglanip baglanmadigini kontrol etmek amaciyla yapildi. Bu islem

sonrasi beklenen band biiyiikligii 698 bp olarak belirlendi.
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Capraz PZR 4: T7 Reverse-TmHSP70 Reverse primerleri kullanilarak
PZR reaksiyonu kuruldu. Bu islem, klonlama sonrasi gen bolgesinin vektore dogru
oryantasyonda baglanip baglanmadigini kontrol etmek amaciyla yapildi. Bu islem

sonrasi herhangi bir band beklenmemekteydi.

4.12. IPTG (isopropyl p-D-1-thiogalactopyranoside) Miktar1 ve

Ekspresyon Denemeleri

Pilot ekspresyon denemeleri ekspresyon i¢in gerekli olan IPTG (isopropyl
B-D-1-thiogalactopyranoside) miktarini ve indiikleme saatini optimize etmek i¢in

yapildi.
Bu amacla;

1. Transforme E. coli DH5a bakterisi igeren gliserol stoklardan 6zenin ucuna
alimarak 2,5 ml LB siv1 besi yerine ekim yapildi. Ertesi giin 50 pg/ml
kanamisin igeren 50 ml LB s1v1 besi yerine aktarildi ve 37 °C’de ¢alkalayici
inkiibatorde inkiibasyona birakildi.

2. Inkiibasyona birakilan besi yerlerinin Optik Dansite (OD) degerlerini
belirlemek icin spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda ol¢iimleri
yapildi. ODgoo degeri 0,5-0,8 arasina geldiginde LB siv1 besi yerleri bes adet
10 ml hacimdeki falkonlara boliinerek porsiyonlara ayrildi.

3. Son konsantrasyonlar1 sirasiyla 0,01; 0,1; 0,5; 1 ve 2 mM olmak tizere IPTG
(Thermo Fisher, R1171) ilave edildi.

4. IPTG igeren besi yerleri 37 °C’de inkubasyona birakildi ve bes saat boyunca

her saat 1 ml 6rnek alinip ependorflara konuldu.

46



5. Toplanan ependorflar 14.000 rpm’de bir dk santrifiij edilip siipernatant
kismi atildi. Kalan pelet SDS-PAGE analizi yapilmak iizere -20 °C’de

saklandi.

4.13. Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis

(SDS-PAGE) Analizi

Peletlerin ekspresyon analizlerini yapmak tizere SDS-PAGE jeli hazirland.

Bu amagla kullanilan tampon ve soliisyonlar asagida verildigi gibidir.

%10 SDS Miktar
SDS 10 g
dH20 100 ml
%30 Acrylamide-Bisacrylamide Miktar
Acrylamide 29,29
Bisacrylamide 0,89
dH20 100 ml
%10 Ammonium Persulphate (APS)* Miktar
APS 0,1g
dH20 1mi

*Bu solilisyon her defasinda taze olarak hazirland1
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Tank Buffer (Tris-glisin buffer)* Miktar

Glycine 14,49
Tris base 3,039
%10 SDS 10 ml
dH20 985 ml

*Bu karisim pH 8,3’¢e ayarlanarak +4 °C’de muhafaza edildi

2X SDS Sample Buffer Miktar
1 M Tris-Cl (pH=6,8) 2,5 ml
SDS 19
Bromphenol blue 10 mg
%87 Glycerol 5,75 ml
0.5 M EDTA (pH=8) 2,5ml
-mercaptoethanol 0,5ml

Bu karigima 12,75 ml dH20 eklenerek total hacim 25 ml’ye ayarlandi ve

porsiyonlara ayrilarak -20 °C’de saklandi.

Boyama Soliisyonu (Staining) Miktar
%1 Coomassie Brillant Blue R 250 5ml
Methanol 100 ml
Glacial asetik asit 5ml
dH20 20 ml
Ac¢ma Soliisyonu (Destaining) Miktar
Methanol 30 ml
Glacial asetik asit 10 ml
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dH20 60 ml

Jelin formasyonunu saglamak i¢in TEMED (N, N, N, N-

tetramethylethylenediamine) (Chemsolute, 8072.0100), molekiiler agirlik markeri

olarak da 10-170 kDa Protein Ladder (Thermo Scientific, USA) kullanilmistir.

4.13.1 Separasyon Jelinin (%15) Hazirlanmasi

Separasyon jelinin igerigi ve kullanilan miktarlar Tablo 10’da gésterilmistir.

Tablo 10. Separasyon jelinin igerigi ve kullanilan miktarlar.

Reaktif Miktar
%30 Acrylamide-Bisacrylamide 4ml
1,5 mM Tris-Cl (pH= 8,8) 2ml
%10 SDS 80 pul
%10 APS 80 pl
dH.0 1,8 ml
TEMED 7l

4.13.2 Stacking Jelinin (%6) Hazirlanmasi

Stacking jelinin igerigi ve kullanilan miktarlar Tablo 11°de gosterilmistir.

Tablo 11. Stacking jelinin igerigi ve kullanilan miktarlar.

Reaktif Miktar

%30 Acrylamide-Bisacrylamide 1ml
0,5 mM Tris-Cl (pH=6,8) 1,25 ml
%10 SDS 50 ul

%10 APS 50 pl
dH-0 2,6 ml

TEMED 5ul

1- Jel sisteminin cam plaklar1 alkol ile yikanip kurulandiktan sonra sizdirma

yapmayacak sekilde jel dokme aparatina yerlestirildi. Distile su ile sizdirmazlik
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kontrolii yapildi ve separasyon jeli hazirlandiktan sonra cam plaklarin alttan 2/3’liik
kismina kadar pipet yardimi ile dokiildii.

2- Ust kismin diizgiin bir sekilde jellesmesi ve jelin hava ile temasinin
kesilmesi i¢in 1 ml propanol eklenip oda 1sisinda jellesmeye birakildi.

3- Stacking jel hazirlandiktan sonra polimerize olmus separasyon jelinin
tizerindeki propanol atilip birkag kez distile su ile yikandiktan sonra kurutma kagidi
yardimiyla kalan distile su kurutuldu ve iizerine stacking jel soliisyonu pipet
yardimi ile dokiiliip 10 kuyucuklu tarak jele yerlestirildikten sonra oda 1sisinda
jellesmeye birakildi.

4- IPTG ile indiiklenen hiicrelerin proteini eksprese edip etmedigini analiz
etmek i¢in indiikleme asamasinda saat basi alinan Orneklerin iizerine aymi
hacimdeki 2X Sample Buffer eklenerek 10 dk kaynatildi ve SDS-PAGE jelinin
kuyucuklaria ytiklendi (Sekil 7A).

5- Her jele protein belirtecinden 5 pl yiiklendi. Ornekler 20 ul olacak sekilde
kuyucuklara yiiklendikten sonra elektroforez tank1 1 X SDS-PAGE yiiriitme tampon
¢ozeltisi ile doldurularak gii¢ kaynagi 165 V akima ayarlanarak 6rnekler tankin alt
kismina gelene kadar yiiritiildii (Sekil 7B-C).

6- Elektroforez bittikten sonra cam plakalardan ¢ikarilan jel, Coomassie blue
boyama ¢ozeltisi igerisinde bir gece ¢alkalayici {izerinde inkube edildi. Ertesi giin
jelin {lizerine yiizeyini kaplayacak miktarda agma soliisyonu (destaining) ¢ozeltisi
eklenerek protein bandlari goriiniir hale gelene kadar yaklasik ti¢ saat inkiibe edildi.

7- Yeterince rengi agilan jel protein varligi yoniinden incelendi.
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Sekil 7. SDS-PAGE asamalari. A: Orneklerin poliakrilamid jeldeki kuyucuklara

yiiklenmesi, B: Separasyona hazir jelin goriintiisii, C: Jelin separasyonu asamasi.

4.14. Rekombinant TmHSP70 Proteininin Ekspresyonu

Gliserol stoklardan alinan koloniler yine kanamisin iceren 50 ml’lik LB
ortaminda, 37 °C’ye ayarli ¢alkalamali inkiibatérde 250 rpm hizda bir gece
cogaltildi. Ertesi sabah, bu kiiltiirler 500 ml’lik ilgili antibiyotigi i¢eren biyiik
hacimdeki LB ortamina aktarilarak 37 °C’de 250 rpm’de OD600 degeri 0,5-0,8
oluncaya kadar inkiibe edildi. Istenen hiicre yogunluguna ulasildiginda daha
onceden ekspresyon denemelerinde karar verildigi gibi ekspresyonu indiiklemek
i¢in karar verilen miktarda IPTG ilavesi yapildi. Ekspresyon siiresi ise yine pilot
denemelerde belirlendigi gibi yapildi. Ekspresyon asamasi bittikten sonra
besiyerleri 50 ml’lik falkon tiiplere bdliinerek 4 °C’de sogutmali santrifiijde 4.000
rpm’de 15 dk santrifiij edilerek peletler piirifikasyon asamasina kadar -80 °C’de

saklandi.

4.15. Protein Piirifikasyonu

Protein piirifikasyon asamas1 His-Bind Nikel afinite resini kullanilarak ve

denatiire sartlar optimize edilerek gerceklestirildi. Bu amagla HisPur™ Ni-NTA
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Spin Purification Kit (Thermo Fisher, Cat. No: 88228) kullanildi. Kit i¢erigi Tablo
12°de gosterildigi gibidir.

Tablo 12. HisPur™ Ni-NTA Spin Purification Kit igerigi.

Reaktifler Miktar
HisPur Ni-NTA Spin Kolon 5 Adet/ 1 ml resin
Phosphate-Buffered Saline (10X) 30mi
Imidazole (2M) 8 ml

HisPur™ Ni-NTA Spin Purification Kit’inde kullanilan tampon ve

kimyasallar asagidaki gibidir:

Tampon Adi Molarite 10X PBS 2M Imidazole dH20
Dengeleme Tamponu 10 mM 1ml 50 ul 8,95 ml
Yikama Tamponu 25 mM 1ml 125 ul 8,875 ml
Eliisyon Tamponu 250 mM 1 ml 1250 pl 7,75 ml
Kimyasal Adi Marka

8M Ure (Glentham, GE3329)

Lizozim (Serva, 28263.01)

Protease Inhibitor Kokteyli 100X (Abbkine, BMP1001)
Benzonase (Sigma Aldrich, E1014)

Pirifikasyon islemine baglamadan Once hiicre peletleri ve kolonlar

hazirlandi. Bu amagla;

1- -80 °C’de saklanan peletler buz lizerinde erimeye birakildu.

2- Eriyen hiicre peletlerinin {lizerine 2 ml dengeleme tamponu eklendi. Kit
iceriginde bulunan onerilere ek olarak bu basamakta dengeleme tamponunun
igerisine, Lizozim (100 pg/ml), Benzonase (250 U/ul) ve EDTA’s1z Protease

Inhibitor Kokteyli (1 mM, 1X) eklendi.
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3- 30 dk hafif ¢alkalayicida, buz iizerinde inkiibe edildi.

4- Inkiibasyon bitiminde buz iizerinde sonikasyon islemi gerceklestirildi.
Sonikator cihazi bir dk 15 sn boyunca 15 sn durup 15 saniye c¢alisacak sekilde
maksimum frekansta c¢alistirildi.

5- Hiicreler 4000 rpm’de 15 dk santrifiij edilerek siipernatant alindi.

6- Kalan hiicre peletinin iizerine 1 ml 8 M Ure eklenerek homojenize edildi ve
sonikasyon islemi tekrarlandi.

7- Hiicreler 4000 rpm’de 15 dk santrifiij edilerek siipernatant alindi ve
kolonlarin hazirlig1 agsamasina gegildi.

8- Kolonlar oda 1sismna alindiktan sonra igerisinde bulunan 1 ml resin
resiispanse edildi.

9- Resiispanse edilen kolonlarin alt kisminda bulunan tipalar ¢ikartilarak
santrifiij cihazina yerlestirildi ve 900 rpm’de iki dk santrifiij edilerek resin
saklama sollisyonu uzaklastirildi.

10- Kolona baglanan resinin iizerine iki kati hacimde dengeleme tamponu
eklenerek 30 dk oda 1sisinda, resinin ¢okmesini Onlemek amaciyla hafif
calkalayici lizerinde inkiibe edilerek baglanma islemine hazirlandi.

11- 30 dk sonunda kolonlar 900 rpm’de iki dk sanrifiij edilerek tampon
uzaklastirildi.

12- Kolonlarin igerisindeki resin iizerine daha once hazirlanan hiicreler, resin
hacminin 2 kat1 olacak sekilde kolona transfer edildi.

13- 30 dk boyunca hafif ¢alkalayici tizerinde resin ile hiicrelerin homojenize
olmast saglandi.

14- Siire sonunda kolonlar 900 rpm’de iki dk daha santrifiij edildi.

53



15- Resin iizerine 2 ml hacimde yikama tamponu eklendi. 900 rpm’de iki dk
santrifiij edilerek tampon uzaklastirildi ve bu basamak bir kez daha tekrarlandi.
16- 1 ml eliisyon tamponu kolon iizerine eklenerek kolonun altindaki tipa
cikarildi ve eliisyon tamponu ve proteinin akmasi saglandi. Bu islem bir kez daha
tekrarlandi.

17- Pirifikasyon islemi tamamlanan proteinler -80 °C’de saklandi.
Piirifikasyon isleminin basarili olup olmadigini kontrol etmek amaciyla piirifiye
protein SDS-PAGE analizi ile gosterildi. Bu islemler “4.13. Sodium Dodecyl
Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) Analizi” bashginda
anlatildig: sekilde yapildi.

SDS-PAGE analizi ile gosterilen rekombinant pirifiye TmHSP70 proteini

Western-Blot ve ELISA testlerinde kullanilmak tizere -80 °C’de saklanda.

4.16. Western Blot Analizi

Bu islemde kullanilan soliisyon ve tamponlar asagidaki gibidir:

Transfer Tamponu (Towbin Buffer)* Miktar
Glycine 299¢
Tris-base 584
SDS 0,379
Methanol 200 ml
dH20 800 ml

*Bu karisim hazirlandiktan sonra pH=8,3’e ayarlandi1 ve +4 °C’de saklandi.

10X PBS* Miktar
NaCl 8¢
KCI 29
Na2HPO4 1159
KH2PO4 29
dH20 800 ml
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*Bu karisimin son hacmi 1000 ml’ye tamamlanip pH=7,4’¢ ayarlandi1 ve +4 °Cde

saklandi.
%0,1 PBS+Tween 20 (PBST) Miktar
Yikama Soliisyonu
1X PBS 1000 ml
Tween-20 1ml
%0,02 PBS+Tween 20 (PBST) Miktar
Yikama Soliisyonu
1X PBS 1000 ml
Tween-20 200 pl
%S5 Bloklama Soliisyonu Miktar
Yagsiz siit tozu 50
1X PBS 100 ml
Substrat Soliisyonu* Miktar
DAB kromojen (Pierce™ DAB Substrate 2,5ml
Kit, Thermo Fisher, Cat. No: 34002)
DAB Substrat Soliisyonu 22,5 ml

*Bu karisim goriintiileme asamasinda taze olarak koyu renkli cam sise i¢inde

hazirlandi.

Western blot analizi, SDS-PAGE ile varligi gosterilen rekombinant
TmHSP70 proteininin immiinojen olup olmadigini dogrulamak i¢in yapildi. Bu
amagcla 1slak transfer sistemi kullanildi (CBS Scientific Electrophoretic Blotting

System, EBU-102).
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Western blot agamasi asagida belirtildigi sekilde yapildi:

1- Poliakrilamid jel elektroforezi tamamlanan jel cam kasetlerden ¢ikarilip
stacking jele ait kisim kesilerek uzaklastirilip separasyon jeli distile su ile bir

kez yikandi.

2- Separasyon jeli cetvel yardimiyla dlgiilerek ayni ebatta 6 adet whatman
kagidi (3 mm whatman) ile birlikte bir adet Nitrosellilloz membran (Sigma

Nitrosellulose electrophoresis grade N-8392 0.45 um pore size) kesildi.

3- Transfer tampon c¢ozeltisine alinan membran ve whatman kagitlar

tampon icerisinde bir dk inkiibe edildi.

4- Western blot tankinin igerisi transfer tamponu ile doldurulduktan sonra,
transfer sisteminin anot ve katot siingerleri de tank igerisine alinarak tampon

i¢erisinde 1slatild1.

5- Islatilmig anot silingeri tlizerine sirasiyla ti¢ adet whatman kagidi,
nitroseliiloz membran, jel ve tekrar ti¢ adet whatman kagidi yerlestirildi.
Membran ve jel arasinda hava kabarcigr kalmamasi i¢in bir silindir rulo

yardimiyla hava kabarciklari uzaklastirildi.

6- Katot siingeri de {izerine kapatildiktan sonra transfer tankinin igerisine

yerlestirildi.
7- 30V sabit akimda 2 saat siire ile transfer islemi ger¢eklestirildi (Sekil 8).

8- Transfer tamamlandiktan sonra jel atildi ve membran proteinlerin
transfer isleminin olup olmadiginin degerlendirilmesi amaciyla %10’luk asetik
asit i¢cinde hazirlanmis %?2’lik Ponceau S (Merck, 27195) boyasi igerisinde 1

dk bekletildikten sonra dH-0 ile bandlar goriiniir hale gelene kadar yikama
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islemi yapildi. Transfer islemi dogrulandiktan sonra membran, bloklama

soliisyonu igerisinde +4 °C’de 1 gece inkiibasyona birakildi.

9- Inkiibasyon tamamlandiginda, membran %0,1 PBST ile dort kez beser dk

calkalayici lizerinde yikanda.

10- Serum sulandirmalar1 %0,02 PBST ile 1/200 oraninda yapilarak membran

37 °C’de 2 saat siire ile inkiibe edildi.
11- Yikama islemi yapildi (9. basamak).

12- Sekonder antikor olan peroksidaz isaretli anti-sheep 1gG (Sigma-Aldrich,
A3415) antikoru 90,02 PBST ile 1/2000 oraninda sulandirihip membrana

eklendi ve 37 °C’de iki saat siire ile inkiibe edildi.

13- Inkiibasyon tamamlandiktan sonra membran dért kez %0,1 PBS-T ile
yikandi. Son bir kez de Tween 20’yi1 uzaklastirmak i¢in 1X PBS ile yikama

yapildi.

14-DAB substrat kit 22,5 ml substrat, 2,5 ml kromojen olmak {izere

hazirlandi.

15- Membran, bulundugu ortamdan alinip suyu siiziildiikten sonra karanlik
oda igerisinde hazirlanan DAB soliisyonuna aktarildi ve karanlik odada 15

dakika siire ile bandlarin olusmasi beklendi.
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Sekil 8. Western-Blot 1slak transfer sistemi.

Serolojik ¢apraz reaksiyonlarin kontrolii amaciyla daha Onceden
laboratuvarimizda bulunan ve kesim sonrasi hidatik kist ve Dicrocoelium
dendriticum olduklar1 teyid edilen koyunlardan elde edilen kan serumlar1 kullanildu.
Boylelikle, Rekombinant TmHSP70 antijeninin koyunlarda yaygin olarak rastlanan

diger sestod ve trematod tiirleri ile ¢apraz reaksiyon verip vermedigi kontrol edildi.

4.17. Enzim Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Bu islemde kullanilan soliisyonlar ve tamponlar asagidaki gibidir:

0,05 M Karbonat-Bikarbonat Miktar
Tamponu*

Na,COs 1599
NaHCO3 2,939

*Bu karisim 1000 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra pH=9,6’ya

ayarlandiktan sonra 4 °C’de sakland.
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%0,1 PBS+Tween 20 (PBST) Miktar
Yikama Soliisyonu

1X PBS 1000 ml
Tween-20 1mil
%0,02 PBS+Tween 20 (PBST) Miktar
Yikama Soliisyonu

1X PBS 1000 ml
Tween-20 200 pl
Substrat Soliisyonu* Miktar
0,1 M Sitrik Asit 3,68 mi
0,2 M NazHPO4 6,32 mi
%30 H20: 10 ul

*Hazirlanan karisim icerisine 10 mg 0-Phenylenediamine dihydrochloride (OPD)
(Sigma-Aldrich, P8287) ilave edilerek ¢oziinmesi igin manyetik karistiricida

¢ozdiiriildii. Bu islem koyu renkli cam sisede gergeklestirildi.

Durdurma Soliisyonu 3N HCI Miktar
%37 HCI 25 ml
dH.0 75 ml

ELISA asamasi asagida belirtildigi sekilde yapildi:

1- Rekombinant TmHSP70 proteini 0,05 M Karbonat/Bikarbonat tamponu ile
1/20 oraninda sulandirilip diiz tabanli ELISA pleytinin (SPL, Immunoplate,
32496) her bir kuyucuguna 100 pl konularak bir gece +4°C’de inkiibe edildi.

2- Ertesi giin bir kez %0,1 PBST ile yikanarak 1X PBS ile sulandirilmis %5°lik
yagsiz st tozundan her kuyucuga 130 pl ilave edilerek 37 °C’de iki saat inkiibe

edildi (bloklama).
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Ardindan bes kez %0,1 PBST ile yikama yapildi. Takiben serumlar 1/200
oraninda %0,02 PBST soliisyonu ile sulandirilarak her bir kuyucuga 100 pl
ilave edilip 37 °C’de iki saat inkiibe edildi.

Bu asamadan sonra ornekler bes kez %0,1 PBST ile yikanarak konjugat (anti-
sheep IgG, peroxidase labelled, A-3415 Lot No: 21K9181) eklendi. Konjugat,
1/2000 oraninda %0,02 PBST ile sulandirilip her bir kuyucuga 100 pl konuldu
ve 37 °C’de iki saat inkiibe edildi.

Siire sonunda 6rnekler bes kez %0,1 PBST ile yikandiktan sonra substrat ilave
edildi.

Substrat soliisyonu her kuyucuga 100 pl konulup 15 dakika karanlik ortamda
bekletildi.

Renk olusumu goézlendikten sonra her kuyucuga 50 ul 3N HCI (durdurma
soliisyonu) eklenen pleyt, ELISA okuyucusunda 450 nm dalga boyunda
okutuldu.

Sonuglar absorbans degerleri olarak alinip, negatif kontrollerin absorbans
degerlerinin aritmetik ortalamasi +2 standart sapma (X+3SD) degerinin (esik

deger=cut-of¥) iistii pozitif olarak kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1. Kistin Elde Edilmesi

Bu ¢alismanin molekiiler asamalarinda kullanilan C. cerebralis Kisti, bir

adet stipheli koyunun nekropsisi ile elde edildi (Sekil 9).

Sekil 9. Nekropsi sonucunda elde edilen Coenurus cerebralis kisti. A: Kist stipheli koyun

kafas1 B: Beyin dokusu igerisinde yer alan C. cerebralis kisti C: Beyin dokusundan

c¢ikarilan C. cerebralis Kisti.

5.2. Taenia multiceps HSP70 Geninin Cogaltilmasi

Dizayn edilen primer dizileri kullanilarak TmHSP70 geninin ¢ogaltilmasi
amaciyla PZR islemleri gergeklestirildi. PZR {iriinlerinin %1,4’liikk agaroz jelde

yiiriitiilmesi ile elde edilen 547 bp biiyiikligiindeki band Sekil 10°da gosterilmistir.
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Sekil 10. TmHSP70 primerleriyle ¢ogaltilmis cDNA’nin PZR goriintiisii. M: Marker (100

bp).
5.3. Plazmid Kontrolii ve izolasyonu

PET-28(a) vektori ilk olarak enzimlerle kesilmeden %1°lik agaroz jelde
yiriitillerek gosterildi (Sekil 11). Daha sonra Xhol ve Ndel enzimleri kullanilarak
enzimlerin vektori kesip kesmedigi teyid edildi ve %]1’lik agaroz jelde ytiriitiilerek
gosterildi (Sekil 11). Yalmzca Xhol enzimi ile kesim uygulandiginda plazmid
linear forma gececegi ve herhangi bir kayip olmayacagi i¢in 5369 bp biiyiikliigiinde
bir band goriildii ve enzimin vektorii kestigi dogrulanmis oldu. Yalnizca Ndel
enzimi ile kesim uygulandiginda plazmid linear forma gegecegi ve herhangi bir
kayip olmayacagi i¢cin 5369 bp biiyiikliiglinde bir band goriildii ve enzimin vektori
kestigi dogrulanmis oldu. Xhol ve Ndel enzimleri ile yapilan ikili kesim sonucunda

ise eksilen parca vektor haritasina gore 80 bp biiyiikliiglinde bir parga oldugu i¢in
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jelde goérmeyi beklemedigimiz bir biiytikliik olup 5369 bp’ye yakin bir band elde

edildi.

<— 5369 bp

Sekil 11. pET-28(a) vektoriiniin PZR kontrol bulgulari. 1: Sadece Xhol enzimi ile kesim
islemi uygulanmis linear vektor, 2: Sadece Ndel enzimi ile kesim islemi uygulanmis linear
vektor, 3: Xhol ve Ndel enzimleri ile kesim uygulanmis linear vektor, 4: Enzim kesim

islemi uygulanmamis halkasal formdaki vektor. M: Marker (250 bp).

Enzim kesim islemleri, ligasyon ve transformasyon iglemleri
gerceklestirildikten sonra transformasyon iriiniine oda 1sisindaki 300 pl SOC
medium eklendi ve transformasyon karigimi 37°C’de 1,5 saat inkiibe edildikten
sonra LB kati besiyerine ekilerek bir gece 37 °C’de inkiibe edildi. Ertesi giin kati

besi yerinde koloni olusumu gozlendi (Sekil 12).
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Sekil 12. LB kat1 besiyerinde olusan kolonilerin goriintiisii.

LB kati besiyerinde olusan kolonilerden segilen tek koloniler,
transformasyon etkinligini artirmak ve hiicre iyilesme siireci i¢in steril bir 6ze
yardimi ile alinip ayri1 ayr1 tekrar LB kati besiyerine ekildi. Tekrar 37 °C’de bir gece
inkiibe edilen kolonilerin kati besiyerindeki goriiniimleri Sekil 13’te gosterildigi

gibidir.

Sekil 13. ikinci kez besiyerine ekimi yapilan kolonilerin goriintiisii.
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LB kat1 besiyerinde {iireyen kolonilerin rekombinant plazmidi igerip
igermedigini tespit etmek i¢in koloni PZR taramasi yapildi ve pozitif bulunan
kolonilerin dogru oryantasyonda baglandigini tespit etmek amaciyla ¢apraz PZR
islemleri gergeklestirildi. Tahmini iiriin boylar1 vektér sekansi ve enzim kesim
noktalar1 dikkate alinarak aradaki 80 bazlik kisim c¢ikarildi ve 547 bp
blytikliglindeki insert dizisi eklenerek hesaplamalar yapildi ve %1,4’liikk jelde
goriintiilendi. Neticede 18 adet koloni tarandi ve yedi nolu koloni (793 bp) pozitif

olarak belirlendi (Sekil 14).

Sekil 14. T7 forward-T7 reverse primerleri kullanilarak kurulan koloni PZR tarama

sonuglari. 1-18: Besiyerinden alinan farkli kolonilere ait PZR bandlari. M: Marker (100
bp).

Yedi numarali koloni gliserol stoktan Miniprep Kit (Qiagen) ile izole

edildikten sonra capraz PZR islemleri gerceklestirildi.
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Bu amacla;

Capraz PZR 1: TmHSP70 Forward-Reverse primerleri ile (547 bp)
Capraz PZR 2: TmHSP70 Forward-T7 Reverse primerleri ile (642 bp)
Capraz PZR 3: T7 Forward-TmHSP70 Reverse primerleri ile (698 bp)

Capraz PZR 4: T7 Reverse-TmHSP70 Reverse primerleri ile (band
beklenmemektedir).

Reaksiyonlar kurularak %1,4’liik agaroz jelde gosterildi (Sekil 15).

Sekil 15. Capraz PZR islemi sonucunda elde edilen band biiyiikliikleri. 1: 547 bp, 2: 642
bp, 3: 698 bp, 4: band beklenmiyor. M: Marker (100 bp).

Capraz PZR islemlerinin yanisira PZR iirlinleri sekans analizi i¢in ticari
firmaya (fontek, istanbul) gonderildi ve klonlama iglemi bir kez daha dogrulandi
(Sekil 16). Niikleotid dizisi protein dizisine ¢evrilerek ORF analizleri
gerceklestirildi ve Sekil 17°de gosterildi. Protein dizisine ait benzerlik analizleri

yapild1 ve benzerlik oranlar1 Sekil 18’de gosterildi.
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gcgaaactcggattcacccactagtgtcattttgtttactttagaggagatataccatggtgcagcagcecatcatctcatcatcacagcageggect
getgccgegeegcas MG AACAGTCGGCTTGAGGGAAGGGCAAGTAGAATCAAAATGGTTTTCCAATCTAT
TGAAGGTGTCATTTTCATCGTGTTGTCGAACATACTTTACAGTGATGTCAGAGAAGGCGCTTACTAACGATAAA
TCATTTAATAGATAACCTTCAATAGGAGTGGGAGCAAGAATACTACTCACCTGGCAATCAAGAGCGATTTTGA
GTAGCTTTGGGACAGAGGGTGAGGAATAAAGTTCAGAATTCAAAGGGGTACGTTCTTGAAGGGGTGTTTCCT
CTAGGTCGAGGCAATCTTGTTGAAAGCTCCAAATGAGGCACTGACGATAGCTATAAATAAGCATCACAATGGC
CCAGGCACGAAGCGAAAGCAGGTTTGTTCGCTGTGATTGAAAGTTCTGCGTAGCCTTACTTATAATAGAATTTA
GAGAAGGCAGACAACTAAGGATATCGGCCGTTTCCAAATCACTCCGATCAGAATTCCGGAGGCTGTTAGTCTC
AATAATCACAAGAAGTATCACAAAGACGGCCCATACTTCGGAGCTTTCCATGCANMMBcaccaccaccaccacca
ctgagatccggctgctaacaaagegtgaaagtagecgaatttt

Sekil 16. T7-F ve T7-R primerleri kullanilarak yapilan ¢ift yonlii dizileme bulgusu. Kirmizi
ile isaretli kisim enzim kesim bolgelerini, sar1 ile isaretli kisim ise gen bolgesinin sekans
dizisini ifade etmektedir. Vektore ait dizi kiigiik harflerle, gen bdlgesine ait dizi ise biiyiik

harflerle gosterilmistir.

SN Frame 1
BR2A QY BIRGTTLL - BRI VERTIO-CORpRLLTINN
LEA FEENE

INGERY - VALIYIVENEVU T RIT VISV P LSRN S - GT IO TR -AN NT RSN
OVILF ESSA-¥ NLIVALN-O

~5'Y Frame 2

SO - MRS -G IXr R T LG r L - VIAI LLXAITEALT IAI N AN UTED ’

8Y Frame 3

EE- BEEF¥SIRE-RGVESR 25050~ KLOMEE -5 1- 15 T TWAGEEE ]

mTtr VAL R R S T R I S A Y RN L LI I I TR ITHTANTSELY

~3'% Frame 1
Ml S RENWARTTY I LN LTS R SR S CLETAD L L AU FS LYY L T GRAT VI N SO INLL S LARMATINLY ¥ SYRQCLINETQOOCLILESTFLOES S FLMSEL Y G PEVINILNTIAL l
OEVNEILANT PR TR ASTTVICIVEG) T TATCPRLEVIV

~3'F Fame 2
NEFAFNTGFSL-XFL-LISLITA INERFISINVOLL-TLE- VLB RTE)NESEQTUFS L~CLF IRIVEASFORPEIA KEEFPE BVEL-LLNFIPEFLS)
TAR-IVILLILLIA T -MENE- - AS 7170 L - EHNERNTMMT SR LENET DRI L EACR S RRLY

35" Frame 3

SOELESAIRLORDSEIN - O - QF FEF - 82 -1 e RE YR~ AELS Y AN ERERSULORU A Y L~ L SVEELELES R LIPS PR ORI PESTTREER - PLFLTLOSAYD
LIE-Y Al 7TV BHCRVCETYR ~K-RL0- TV -y PGAL

Sekil 17. Dizileme analizi sonucu elde edilen niikleotid dizisine ait Open Reading Frame

(ORF) analiz sonuglari.
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Sekil 18. TmHSP70 protein dizisine ait Protein BLAST analiz sonucu ve benzerlik oranlari.

5.4. Pilot Ekspresyon Denemeleri

IPTG optimizasyonu yapilirken 0,01; 0,1; 0,5; 1 ve 2 mM olmak iizere
cesitli IPTG miktarlar1 denenmis ve 0-5 saat aralifinda her saat 6rnek alinarak ayni
zamanda optimum indiikleme saati de belirlenmistir. Ekspresyon seviyeleri

karsilastirmali olarak SDS-PAGE analizi ile gosterilmistir (Sekil 19, 20, 21).
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Sekil 19. Farkli IPTG oranlariyla yapilan indiiklemelerin saatlere gore protein ekspresyon
seviyesine etkisi ve orneklerin SDS-PAGE analizi gortintiisii. 1: Negatif kontrol (E. coli
DH5a), 2: 0. saat, 3: 0,01 mM IPTG indiikleme 3. saat, 4: 0,1 mM IPTG indiikleme 3. saat,
5: 0,5 mM IPTG indiikleme 3. saat, 6: 1 mM IPTG indikleme 3. saat, 7: 2 mM IPTG
indiikleme 3. saat, M: Prestained protein markeri.

3

Sekil 20. 0,5 mM IPTG oranlariyla yapilan indiiklemelerin saatlere gore protein ekspresyon
seviyesine etkisi ve drneklerin SDS-PAGE analizi goriintiisii. 1: Negatif kontrol (E. coli
DHb5a), 2: 0. Saat, 3: 1. saat, 4: 2. saat, 5: 3.saat, 6: 4. saat, 7: 5. saat, M: Prestained protein

markeri.
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Sekil 21. Farkli IPTG oranlartyla yapilan indiiklemelerin saatlere gore protein ekspresyon
seviyesine etkisi ve drneklerin SDS-PAGE analizi goriintisii. 1: Negatif kontrol (E. coli
DH5a), 2: 0,1 mM IPTG indiikleme 1. saat, 3: 0,1 mM IPTG indiikleme 2. saat, 4: 0,1 mM
IPTG indiikleme 4. saat, 5: 0,1 mM IPTG indiikleme 5. saat, 6: 1 mM IPTG indiikleme 1.
saat, 7: 1 mM IPTG indiikleme 2. saat, 8: 1 mM IPTG indiikleme 4. saat, 9: 1 mM IPTG

indiikleme 5. Saat, M: Prestained protein markeri.

Pilot ekspresyon ¢alismalari sonucunda IPTG ile optimum ekspresyon saati
tiglincii saat ve konsantrasyonu ise 0,5 mM olarak belirlendi ve biiyiik hacimde (500
ml) tretim yapilip takiben rekombinant proteinlerin saflastirilmasi asamasina

gecildi.

5.5. Rekombinant Protein Piirifikasyonu ve SDS-PAGE Bulgular:

Rekombinant TmHSP70 proteininin niikleotid ve aminoasit dizilimleri
belirlendikten sonra proteinin tahmini molekiil agirhigi ExPASy programi ile
hesaplandi. Bu hesaplama sonucunda 23 kDa agirliginda bir protein beklendigi

Ongoriildii.
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HisPur™ Ni-NTA Spin Purification Kit (Thermo) onerileri dogrultusunda
protein pirifikasyon islemi gergeklestirildi ve SDS-PAGE analizi ile gosterildi

(Sekil 22).

Sekil 22. Piirifikasyon islemi sonrasinda elde edilen rekombinant TmHSP70 proteininin

(23 kDa) SDS-PAGE jel goriintiisii, M: Prestained protein markeri.

5.6. Western Blot Bulgular

Piirifiye edilen rekombinant proteinin pozitif ve negatif koyun serumlariyla
verdigi yanitlar western blot ile gosterildi. Capraz reaksiyon kontrolii amaciyla
hidatik kist ve D. dendriticum pozitif koyun serumlar1 da western blot analizinde
kullanildi. Elde edilen piirifiye protein ve western blot analiz sonuglar1 Sekil 23, 24

ve 25°te gosterildigi gibidir.
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Sekil 23. Coenurus cerebralis pozitif koyun serumlarinin (1-3) kullanildigi western blot
bulgulari, M: Prestained protein markeri.
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Sekil 24. Coenurus cerebralis negatif koyun serumlarinin (1-7) kullanildigi western blot

bulgulari, M: Prestained protein markeri.

Sekil 25. Capraz reaksiyonlarin degerlendirildigi western blot analizi. 1: Hidatik Kistli
koyun serumu, 2: Dicrocoelium dendriticum pozitif koyun serumu, 3: Negatif kontrol kuzu
serumu, 4-5: Coenurus cerebralis pozitif kontrol koyun serumlari, M: Prestained protein

markeri.
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Sekil 21°de goriildiigl iizere rekombinant piirifiye TmHSP70 kullanilarak
sadece C. cerebralis pozitif serumlarin islendigi western blot analizinde hem 23
kDa hem de 17 kDa’luk iki band gdzlenmistir. Ote yandan, negatif koyun
serumlarmin kullanildigr western blot analizinde sadece 17 kDa’luk bir band elde
edilmistir (Sekil 22). Bu da diagnostik bandin 23 kDa oldugunu gostermektedir.
Sekil 23°de ise c¢apraz reaksiyon kontroliiniin yapildigi western blot analizi
neticesinde elde edilen bandlar gosterilmistir. Buna gore, D. dendriticum (2 nolu
strip) ve negatif kontrol (3 nolu strip) serumda sadece 17 kDa civarinda band
gozlenirken, hidatik kist (1 nolu strip) ve C. cerebralis pozitif serumlarda (4-5 nolu

stripler) 23 kDa ve 17 kDa’luk bandlar gézlenmistir.

5.7. ELISA ve Western Blot Testlerinin Sensitivite ve Spesifite Oranlari

Western blot ve ELISA testlerinin sensitivite-spesifite oranlarinin
belirlenmesinde nekropsi sonrasi takibi yapilan ve C. cerebralis teshisi konulan alti
adet koyundan elde edilen kesin pozitif serumlar kullanildi. Western blot test
sonucuna gore kullanilan alt1 serumun altis1 da pozitif sonug verirken ELISA test
sonuglarina gore alti serumun dortli pozitif yanit verdi. Bunun yanisira enfekte
oldugundan siiphelenilen koyun bulunan siiriilerden klinik belirti gosteren
hayvanlar segilerek 17 serum daha hem ELISA hem de western blot ile test edildi.
Bu 17 serumun western blot analizi sonucunda hepsi negatif olarak belirlenirken
ELISA test sonuglarina gore 13’1 pozitif olarak belirlendi. Antijenin spesifite
oranlarii belirlemek i¢in yeni dogmus kuzulardan alinan 19 negatif serumun
western blot analizi sonucuna gore tamami negatif yanit verirken, ELISA test

sonuglarma gore sadece 10’u negatif yanit verdi. Capraz reaksiyon kontroli
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amaciyla bir adet hidatik kist ve bir adet D. dendriticum pozitif koyun serumu da
western blot analizinde kullamildi ve D. dendriticum negatif olarak
degerlendirilirken, hidatik kist pozitif olarak degerlendirildi. Boylelikle
rekombinant TmHSP70 antijeninin western blot testindeki sensitivite ve spesifitesi
%100 olarak belirlenirken saha sartlarinda hidatik kist ile enfekte koyunlarda yanlis
pozitiflikler gozlenebilecegi i¢in spesifite oraninin diisebilecegi dngdriilmektedir.
Ote yandan rekombinant TmHSP70 antijeni kullanilarak yapilan ELISA’da

sensitivite ve spesifite degerleri sirasiyla %66,6 ve %52,6 olarak belirlendi.

5.8. ELISA Bulgulan

Oncelikle kesin pozitif ve negatif serumlar kullanilarak rekombinant
TmHSP70 antijeninin sensitivite ve spesifite degerleri hesaplandi. Takiben sahadan
toplanan orneklerin ELISA ile islenmesine gecildi ve neticede cut-off degerinin
tizerindeki sonuglar pozitif, altindaki degerler ise negatif olarak degerlendirildi.
Buna gore, islenen toplam 1207 serum 6rneginin %46.97°si ELISA ile pozitif sonug
verdi. ELISA pleytlerinden birinin goriintiisii Sekil 26°da gosterilmistir. Capraz
reaksiyonlarin kontrolii amaciyla bir adet hidatik kist pozitif koyun serumu
kullanild1 ve pozitif olarak degerlendirildi. Yapilan ELISA testi neticesinde

kullanilan serumlardan 12 tanesi pozitif yanit verdi.
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Sekil 26. Substrat ve durdurma soliisyonu eklenmis ELISA pleyt goriintiisii.

ELISA testi absorbans degeri sonuglarina gore yiiksek pozitiflik veren, sinir
degerde kalan ve negatif olarak degerlendirilen 26 serum 6rnegi rastgele secilerek

western blot ile test edildi. Tekrarlanan bu islemin sonucu Tablo 13’de gosterildi.
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Tablo 13. Sahadan toplanan serumlarin ELISA sonuglarina gére rastgele segilenlerinin

western blot testi sonuglari.

Serum Numarasi ELISA Sonucu Western Blot Sonucu
P-1 ) ()
N-1 () ()

c-27 6] )
C-26 ) ()
T-101 (+) )
T-109 (+) (+)
T-79 ) ()

K-9 ) )

S-4 (+) (+)
S-35 ) )
S-66 @) )
S-115 (+) )
S-219 ) (+)
S-229 (+) (+)
K-13 (+) (+)
Z-19 () 6]
Z-126 ©) (+)
K-12 (+) (+)
Y-54 6] )
Y-89 (+) ()
Y-95 (+) ()
Y-97 (+) ()
Y-118 (+) )
Y-131 (+) ()
Y-167 (+) )
Y-193 (+) )

Kontrol amagl yapilan western blot neticesinde ELISA ile pozitif bulunan
21 6rnegin 14’1 western blot ile pozitif bulundu. ilging bir sekilde ELISA ile negatif
bulunan bes ornegin dortii western blot ile negatif bulunurken, ELISA ile sinir
degerde pozitif olarak degerlendirilen alt1 6rnegin hepsi de western blot ile negatif

bulundu.
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6. TARTISMA

Coenurosis ilk olarak 17. yiizyil literatiirlerinde incelenmis, ancak daha eski
belgeler incelendiginde coenurosis benzeri klinik belirtilerin gorildiigli sinir
sistemi hastaliklarinin Hipokrat donemine kadar dayandigi goriilmektedir (17).
Enfeksiyon agirlikli olarak meraya ¢ikan koyun ve kegiler ile ¢oban kopekleri

arasinda gegmektedir (22).

Tiirkiye’de coenurosisin koyunlardaki yayginligina yonelik yapilan
calismalarda hastaligin prevalans oraninin hayvanlarin yasina, yetistirildikleri
bolgeye ve meraya ¢ikma durumlarina gore degismekle birlikte %1,2 ile %64,7
arasinda degistigi rapor edilmistir (40, 42). Hastaligin kegilerdeki yaygiliginin
daha diisiik olmas1 beklenmesine ragmen ¢ok az sayidaki ¢calismanin birinde Tinar
(120), kegilerde coenurosisin yayginliginin %15 oldugunu bildirmistir. Sigirlarda
yapilan prevalans ¢aligmalar1 sayica sinirli olup, prevalans oranlarinin koyunlara
kiyasla olduk¢a diisiik oldugu goriilmektedir. Bu c¢alismalarda sigirlardaki
yayginligin %0,47 ile %1,3 arasinda degistigi ifade edilmistir (56, 121). Gorildigi
tizere Tirkiye’de coenurosis koyunlarda daha yaygin olarak goériilmektedir. Bu
nedenle bu tez ¢alismasinda koyun coenurosisinin tanisina yonelik rekombinant bir

protein elde edilmesi planlanmustir.

Hastaligin teshisi, klinik goriiniim, norolojik muayene, nekropsi ve 6liim
sonrast muayeneye dayanmaktadir. Her ne kadar klinik belirti ve Kist
yerlesimlerinin korelasyonu az geligsmis olsa da klinik belirtilerin yorumlanmasi en

1yl tan1 yontemidir. Coenurosis genellikle klinik muayene protokoliine dayanarak
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teshis edilir ve bunun yaninda radyoloji, USG ve BT gibi deneysel durumlarda

kullanilan gériintiileme yontemleri de kullanilabilmektedir (44).

Ultrasonografi (USG) ile coenurosis teshisi yapilmasi amaglanan bir
calismada 9 koyun ve 3 kegi US ile muayene edilmis ve 11 hayvanda kistin teshisi
basaril1 bir sekilde yapilmistir. Bu ¢alisma sonucunda kiigiikbas hayvanlarda kronik
coenurosis teshisinde uygun maliyetli, kolay ve etkili bir tan1 yontemi olarak

USG’nin kullanilabilecegi belirtilmistir (63).

Goriintilleme yontemlerini kullanan baska bir c¢alismada ise BT ile
coenurosisin teshisinin yapilmasi amaglanmistir. Sonug¢ olarak dogal enfekte

hayvanlarda coenurosis teshisinde ilk kez BT basarili bir sekilde kullanilmistir (64).

Coenurosisin teshisine yonelik kullanilan goriintiilleme yontemlerine ek
olarak asirt duyarlilik deri testi, indirekt hemagliitinasyon testi, jel-double difiizyon,
ELISA testleri gibi deneysel yontemler de kullanilmistir (44). Teshis amagh
kullanilan tiim bu yontemler basarili olarak kabul edilse de hala kesin tanida en

basarili yontemin nekropsi oldugu rapor edilmektedir (26).

Polimeraz zincir reaksiyonu gibi molekiiler yontemler ise dogal ve deneysel
olarak enfekte olmus koyun ve kegilerdeki serebral kistlerin teyidinde basarili bir
sekilde kullanilmaktadir. Dogal ve deneysel olarak enfekte olmus koyun ve keci
izolatlarmin CO1 ve NADI gen bolgelerinin amplifiye edilmesi ve sekans
analizlerinin yapilmasiyla, her iki mitokondriyal gen bolgesine ait dizinin de
kopeklerden elde edilen erigskin T. multiceps ile %100 benzer oldugu ortaya

konulmustur (16).
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Yapilan bagka bir ¢alismada, kopeklerde klasik-PZR ile arastirmacilar
tarafindan optimize edilen direkt PZR yontemi karsilastirilmis ve sonug olarak
klasik PZR ile %78,6, direkt PZR ile ise %85,7 oraninda pozitiflik elde edilmistir.
Calisma sonucunda direkt PZR y6nteminin T. multiceps olgularini tanimlamak i¢in

bir arag olabilecegi belirtilmistir (65).

Goriintiileme yontemlerinin coenurosisin tanisindaki avantajlarinin yanisira
birtakim dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Ozellikle goriintiilenen kistik yapilarin
basta hidatik kist ve basit kistik lezyonlar olmak iizere diger kistik yapilarla
karistirilabilmesi, yeni gelismekte olan kistlerin g6zden kagabilmesi ve en dnemlisi
de saha sartlarinda bu goériintiilleme yontemlerinin uygulama zorluklar1 nedeniyle
pek tercih edilememektedir. Yine PZR gibi molekiiler yontemler 6zellikle nekropsi
sonrast elde edilen kistlerin teyid edilmesi i¢in sekans dncesi bir ara basamak olup,
canli hayvanlarda ve siirli bazli tanida yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle daha fazla
hayvani tarayabilecek, uygulamasi kolay ve diisiik maliyetli serolojik tani
yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Buradan hareketle bu tez ¢alismasi

planlanmistir.

Serolojik yontemlerin coenurosis’in teshisinde kullanildigi c¢aligmalar
mevcuttur. Bu amagla yapilan bir ¢alismada C. cerebralis’e ait ham antijen (0.85
mg/ml) kullanilarak Dot immunogold filtration assay (DIGFA) yontemi ile teshis

denenmis ancak sonuglar teshis i¢in yeterli olmamustir (70).

Tanisal antijen olarak ham antijenlerin kullanilmasi, seri iiretim asamasina
dengesiz termal stabilite gosterdikleri i¢in ham antijen kullanilan ¢alismalar ¢ok

ileri gidememistir. Sonug¢ olarak, rekombinant antijenlere dayanan ELISA
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deneylerine yonelim artmis ve paraziter hastaliklar1 teshis etmek i¢in giderek daha

fazla kullanilmaya baslanmustir (122).

Tm-P2, Tm-HSP70, Tm-GP50, Tm-GST ve Tm-HSP60 gibi rekombinant
proteinlerin kullanildigr ELISA metodlar1 olusturulmus ve teshis antijenleri olarak

kullamilmustir (71, 72, 74, 118).

Coenurosis’in  erken donem tamisi amacityla T. multiceps’in
transkriptomundan GP50'yi (TmGP50) kodlayan bir c¢DNA tanimlanmis,
klonlanmis ve E. coli'de eksprese edilmistir. Rekombinant TmGP50 proteini
kullanilarak dizayn edilen indirekt ELISA sonuglarina gére protein %95 sensitivite
ve %92,6 spesifite sergilemistir. Bu ¢alismada deneysel olarak enfekte edilen
kecilerde TmGP50 antikoru 2 ila 17 hafta arasinda tespit edilirken, kontrol
grubunda ise antikorun praziquantel tedavisinden yaklasik 3 hafta sonra esik
degerin altina diistiigii gozlemlenmistir. Calismanin sonucunda rekombinant
TmGP50in kegilerde coenurosis i¢in uygun bir erken tani antijeni oldugu ifade

edilmistir (72).

Yapilan bagka bir ¢alismada bir HSP olan Tm-HSP70 kullanilarak dizayn
edilen indirekt ELISA (iELISA) yontemiyle T. multiceps enfeksiyonlarinin
serolojik teshisinin yapilmasi amaglanmistir. Nekropsi sonucunda elde edilen
kistlerin protoskolekslerinden izole edilen rekombinant proteinin (34 kDa)
coenurosis pozitif keci serumu ile pozitif yanit verdigi belirtilmistir. TmHSP70
proteininin ELISA testi sonuglarina gore yiiksek spesifite ve %83,3 (5/6) sensitivite
oraninin oldugu bildirilmistir. 30 enfekte kegide T. multiceps enfeksiyonunu dogru
bir sekilde dogruladigi ve bu proteinin kullanildigr indirekt ELISA testinin

coenurosis teshisi i¢in hizli bir tani testi olabilecegi bildirilmistir (118).

81



Hiicresel korumanin en ilkel mekanizmasi, HSP ailesi ve bu ailede bulunan
proteinlerin ekspresyonunu icermektedir. HSP’ler, hipertermi, serbest oksijen
radikalleri, agir metaller gibi baz1 stres kosullarina yanit olarak ifade edilmektedir.
Bu proteinlerin eksprese oldugu stres durumlarinin hepsinin ortak noktasi,
proteinlerin tigiinciil yapisini bozmalari ve hiicresel metabolizma {lizerinde olumsuz
etkilere sahip olmalaridir. HSP'lerin hiicreleri korumasinda, zararli ¢evre kosullar
ve patojenlerle miicadelede dogal bir organ koruma mekanizmasi olarak potansiyel
onemi vardir (123). HSP’ler parazitlerin yasam siire¢lerinde son derece 6nemli bir
rol oynamakta ve bu etkileri genellikle parazite ait yasam donemlerinin ¢ogunda
devam etmektedir. Parazitlerin siddetli hipoksi ve sicaklik degisiklikleri gibi ¢esitli
cevresel zorluklarla basa ¢ikmasi gerekmektedir. Ayni zamanda parazit HSP'leri bir
yandan memeli konakg¢iya adaptasyonda, parazitin yasam donemlerinin
farklilasmasinda ve enfektivitesinde Onemli roller oynarlarken, diger yandan

belirgin antijenik proteinler olarak da islev gormektedirler (124).

Molekiil agirligi 70 kDa (HSP70) olan HSP'ler, genis parazit spektrumunda
bagisiklik sistemi tarafindan taninan dominant antijenler olarak tanimlanmistir.
(118). Bununla birlikte Colebrook ve Lightowlers (1997), E. granulosus HSP70
(EgHSP70) proteinleri ile spesifik antikorlar1 incelemis ve hidatik kist hastalarinin
%60"nda, saglikli kontrol grubunun ise %20'sinde bulundugunu ve bu nedenle,
konakgi-patojen etkilesimlerinde, patojenlerin stres proteinlerinin immiinolojik

oneme sahip oldugunu belirtmislerdir (117).

Taenia multiceps de diger tiim parazitlerde oldugu gibi yasam dongiisiinii
tamamlamas1 esnasinda pek cok cevresel ve konakgiya ait engellere maruz

kalmaktadir. Bu zorlu yasam kosullarina yanit olarak, parazit HSP'lerinin 6nemli
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bir rol oynayabilecegi belirtilmistir (125). Ayn1 zamanda molekiiler saperon
aktivitelerine ek olarak HSP'lerin parazitlerin biiylimesi ve gelismesinde rol
oynadiklar1 ve konak¢1 viicudunda ge¢irdigi donemde onemli bir antijen olarak
konakg1 bagisiklik sistemi tarafindan taninabildigi bildirilmistir (126). Bu nedenle
bu tez ¢alismasinda tan1 amaciyla kullanilacak protein i¢in HSP ailesinden HSP70

gen bolgesi segildi.

Calismada oncelikle koyun kokenli T. multiceps HSP70 geni izole edilerek
PZR ile g¢ogaltilip klonlandiktan sonra eksperese edilip rekombinant TmHSP70
proteini elde edildi. Bahsi gegen rekombinant protein diinyada ve iilkemizde ilk kez
izole edilip koyun coenurosisinin tanisindaki etkinligi arastirildi. Neticede, western
blot analizinin sensitivite ve spesifite degerleri %100 olarak belirlenirken ELISA
testinin sensitivite ve spesifite oranlari sirastyla %66,6 ve %52,6 olarak belirlendi.
Ayni zamanda bakis1 yapilan 1207 serum 6rneginin 567 (%46,97)’si ELISA ile
pozitif olarak bulundu. Bu aragtirmada testler arasindaki ikili karsilagtirmalar
sonucunda elde edilen dogruluk oranlarina bakildiginda, ELISA testinin sensitivite
ve spesifite degerlerinin western blot testine kiyasla daha diisik oldugu
goriilmektedir. Bu durumun sebebi western blot testinde hem pozitif hem de negatif
serumlarda gozlenen 17 kDa’luk bandin ELISA testinde bir arka plan olusturmasi
ve OD degerlerinin yiiksek ¢ikmasina yol agarak yanlis yorumlamalara yol agmasi

olabilir.

Wang ve ark. (118)’nin yaptig1 bir ¢alismada rekombinant Tm-HSP70
temelli dizayn edilen ELISA testinin serodiyagnostik ozelligi arastirilmistir ve
antijenin 30 enfekte ve 30 da enfekte olmayan keg¢i serumundaki sensitivite ve

spesifite degerlerinin %100 oldugu ifade edilmistir. Capraz reaksiyonlarin
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degerlendirilmesi amaciyla ise 6 adet Cysticercus teniucollis ile enfekte kegi
serumu kullanilmis ve 5 tanesinin pozitif olarak degerlendirildigi (%83,3)
belirtilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda rekombinant protein temelli dizayn edilen
ELISA testinin kegilerdeki C. cerebralis enfeksiyonlarini teshis etmek i¢in etkili ve

giivenilir bir arag oldugu belirtilmistir.

Bizim c¢alismamizda ise western blot ve ELISA testlerinin sensitivite-
spesifite oranlarini belirlemek i¢in nekropsi ile C. cerebralis teshisi konulan 6 adet
koyundan elde edilen kesin pozitif serumlar kullanildi. Western blot test sonucuna
gore kullanilan 6 serumun 6’s1 da pozitif sonug (%100) verirken ELISA test
sonuglarina gore 6 serumun 4’{ (%66,6) pozitif yanit verdi. Antijenin spesifite
oranlarin1 belirlemek i¢in yeni dogmus kuzulardan alinan 19 negatif serumun
western blot analizi sonucuna gore tamami (%100) negatif yanit verirken, ELISA
test sonucunda 10’u (%52,6) negatif yanit verdi. Wang ve ark (2015), kegilerde
ELISA testi ile %100 sensitivite ve spesifite elde ederlerken bu tez ¢alismasinda
ELISA testinin sensitivite ve spesifite degerleri sirasiyla %66,6 ve %52,6 olarak
belirlenmistir. Bu farklilik pozitif olarak kullamilan serumlarin alindig:
hayvanlardaki bireysel antikor titresi, kist biiyiikliigii ve baska paraziter

enfeksiyonlarin varligi ile aciklanabilir.

Taenia multiceps’in arakonaklardaki tanisiyla ilgili tiretilen rekombinant
proteinler sadece HSP kokenli olmayip baska gen bolgelerinin de kullanildigi
caligmalar mevcuttur. Yapilan bir ¢alismada T. multiceps'in antijen B (AgB) ve
tioredoksin peroksidaz (TPx) genleri klonlanmis ve erken donem teshis yetenekleri

degerlendirilmistir. Calismanin sonucuna gore rTm-AgB %95,8'lik bir sensitivite
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ve %87,5'lik bir spesifite gostermis ve coenurosisin teshisi i¢in gii¢lii bir aday

olabilecegi belirtilmistir (71).

Taenia multiceps'in transkriptomundan laktat dehidrojenaz A (Tm-LDHA)
ve B'yi (Tm-LDHB) kodlayan genler konlanmis ve rekombinant Tm-LDHB
proteini (rTm-LDHB) iretilmistir. Elde edilen bu proteinin kegilerde T.
multiceps 'in serolojik tanisal potansiyelinin degerlendirilmesi i¢in gelistirilen
ELISA testi sonuglarina gore, T. multiceps ile enfekte edilen kegilerin
saptanmasinda %71,42 (10/14) spesifite sergilemistir. Bu sonuglar neticesinde
rTm-LDHB'nin  kegilerdeki T. multiceps enfeksiyonunun serodiyagnozu igin

spesifik bir antijen aday1 olmadig: belirtilmistir (73).

Tanisal amacgli yapilan bir diger ¢alismada, C. cerebralisin total
RNA'sindan glutatyon S-transferaz (GST) geni amplifiye edilmis ve rekombinant
Tm-GST (rTm-GST) proteininin, serumda anti-GST antikorlarini saptama yetenegi
aragtirtlmis ve  %92,8 (13/14) spesifite ve %90 (18/20) sensitivite oranlari
belirlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda Tm-GST'nin coenurosisin erken donem

teshisinde kullanilma potansiyelinin oldugu belirtilmistir (74).

Taenia multiceps GP50 proteininin kullanildig1 ve klasik teshis yontemi
olan nekropsi ile kiyaslandigi bir ¢alismada yiiksek sensitivite (%95) ve spesifite

(%92,6) degerleri bildirilmistir (72).

Sonug olarak, bu ¢alisma ile koyunlarda T. multiceps HSP70 geni ilk defa
klonlandi ve protein ekspresyonu yapildi. Bu konuyla ilgili iilkemizde heniiz benzer
bir ¢alisma yapilmadigindan dolay:1 elde edilen verilerin literatiirdeki 6nemli bir

eksikligi giderecegi ongoriilmektedir.
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Bu calismada elde edilen veriler C. cerebralis’in teshisi amaciyla
rekombinant TmHSP70 antijeninin  ELISA’daki kullaniminin yeterli tanisal
dogruluga ulasamadigini gostermistir. Western blot ile elde edilen 17 kDa’luk
bandin ELISA testinde yanlis pozitifliklere sebep olabilecegi, bu nedenle sensitivite
ve spesifite degerleri diisiik olan ELISA testinden ziyade %100’ yakin sensitivite
ve spesifiteye sahip olan western blot temelli tani kitlerinin gelistirilmesinin daha
uygun olacag disliniilmistiir. Capraz reaksiyonlarin degerlendirildigi ELISA
testinde hidatik kistli koyun serumlarinda da degisik oranlarda pozitiflik
belirlenirken, western blot testinde de hidatik kistli koyun serumunda zayif da olsa
pozitif yanit elde edilmistir. Bu durum, yapilan protein BLAST analizi neticesinde,
TmHSP70 proteininin  %74.59 oraninda Echinococcus granulosus Tuby proteini

ile benzerlik gostermesi ile agiklanabilir.

Bu tez calismasi ile lilkemizde ve diinyada koyun yetistiriciliginde énemli
bir ekonomik problem olan koyun coenurosisinin tanisina yonelik bir kit
gelistirilmesi amaglanmistir. Bu amagla tlilkemizde ilk defa rekombinant temelli
TmHSP70 proteini tiretilmis ve western blot ve ELISA’daki kullanilabilirligi analiz
edilmistir. Elde edilen bulgular, rekombinant TmHSP70’in koyun coenurosisinin
tanisinda western blot testi kullanildiginda olduk¢a umut verici oldugunu
gostermistir. Bu haliyle tez ¢alismasi amacina ulagsmistir. Bu asamadan sonra daha
fazla sayida kesin coenurosis oldugu bilinen koyun serumu ve daha fazla sayida
hidatik kist pozitif koyun serumu kullanilarak testin tekrarlanabilirliginin teyid
edilmesi faydali olacaktir. Yine deneysel enfeksiyon yapilan koyunlarda erken tani

stiresi belirlenerek sahada pratik kullanimi1 olan dip-stick tani kitlerinin tiretilmesi
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miimkiin olabilecektir. Boylelikle hastaligin erken donemli tanisi yapilarak ilag

tedavisi baslanip, ekonomik kayiplarin dniine gegilebilecektir.
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