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Fasciola hepatica Cathepsin L1 Geninin Okaryotik
Hiicrelerde Belirlenmesi

Salih KUK', Mustafa KAPLAN', Ahmet KALKAN?, Aykut OZDARENDELJ’

Firat Universitesi 'Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali, *Klinik Mikrobiyoloji ve Infeksiyon Hastaliklar1 Anabilim Dals,
*Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dal, Elazig

OZET: Fasciola hepatica siklikla sigir ve koyunlarda nadiren de insanlarda fasciolosise neden olan bir karaciger trematodudur. Fascio-
losis diinyada ve iilkemizde yaygin olarak bulunmakta ve 6zellikle hayvancilik sektoriinde 6nemli ekonomik kayiplara yol agmaktadir.
F. hepatica’nin ES antijenlerinden olan Cathepsin L1 parazitin dokulara penetrasyonda, immun yanittan kagmasinda ve beslenmesinde
onemli rolii olan bir enzimdir. Ozgiil antijenik yapisi nedeniyle tani yéntemlerinde ve korunma amactyla immiinizasyon galigmalarinda
kullanilabilecek potansiyel bir molekiildiir. Bu ¢alismada F. hepatica cathepsin L1 geninin klonlanmasi ve 6karyotik hiicrelerde belir-
lenmesi amaglanmustir. Bu amagla eriskin F. hepatica’dan toplam RNA izolasyonu yapilarak tersine transkripsiyon-polimeraz zincir
reaksiyonu (TT-PZR) ile cathepsin L1 DNA amplikonlar: olusturuldu. Cathepsin L1 genine 6zgii primerler kullanilarak 981 bazlik
cathepsin L1 geni kodlama bolgesi ¢ogaltildi. Daha sonra, cathepsin L1 geni pCl-neo agiklama vektoriine klonlanarak PZR-T ve enzim
kesim deneyleri ile genin varlig1 dogrulandi. Olusturulan rekombinant plazmit, pFhCL1 olarak adlandirildi. Rekombinant pFhCL1 plaz-
miti Vero hiicrelerine gegici olarak transfekte edilerek cathepsin L1 proteinin varligi Western immuno blot teknigi ile gosterildi.

Anahtar Sozciikler: Fasciola hepatica, cathepsin L1, klonlama, protein belirlenmesi

Expression of the Cathepsin L1 Gene of Fasciola hepatica Eucaryotic Cells

SUMMARY: The parasitic trematode Fasciola hepatica is the causative agent of fasciolosis that is common in ruminants especially
sheep and cattle and is occasionally found in humans. Fasciolosis has a worldwide distribution including Turkey and causes major eco-
nomic losses in agricultural industry. Cathepsin L1 is one of the major molecules in the excretory-secretory products of F. hepatica and is
involved in tissue penetration, immune evasion and feeding and therefore may be used in vaccination and serological diagnosis. The aim
of this study was to evaluate cloning and expression of the cathepsin L1 gene of F. hepatica eucaryotic cells. For this purpose, total RNA
was extracted from adult F. hepatica. Cathepsin L1 DNA amplicons were obtained with the reverse transcription polymerase chain reac-
tion (RT-PCR). The 981 base-coding gene region of cathepsin L1 was amplified using specific primers to the cathepsin L1 gene. Then,
the cathepsin L1 gene was cloned into the pCI-neo mammalian expression vector. The presence of the cathepsin L1 gene was confirmed
by PCR screening and enzyme digestion assays. So, the resulting recombinant plasmid was named pFhCL1. Afterwards, the pFhCL1
vector was transiently transfected into Vero cells. The presence of the cathepsin L1 proteins was shown by Western immunoblotting.
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GIRIS

Fasciola hepatica, koyun, ke¢i ve s1gir gibi besi hayvanlarinda
oldukga sik insanlarda ise nadir goriilen fasciolsis etkeni olan
bir karaciger trematodudur. Diinyada ve {ilkemizde yaygin
olarak bulunmakta ve 6nemli ekonomik kayiplara sebep ol-
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maktadir. Insan infeksiyonlarinda kesin tam, digkida F.
hepatica yumurtalarinin goriilmesiyle konur. Serolojik tani
yontemlerinden ELISA en sik kullanilan yontemdir (1-4).

Fasciola hepatica excretory-secretory (ES) antijenlerinden
cathepsin L1 proteaz enziminin antijenik olarak daha &zgiil
oldugu ve capraz reaksiyonlarin ¢ok daha az gériildiigi bildi-
rilmektedir. Cathepsin L1 enzimi F. hepatica’nin dokulara
penetrasyonunda, immun yanitin gelisiminde ve fasciolosisin
patogenezinde olduk¢a 6nemli gorevler almaktadir (5, 6).

Fasciolosisin serolojik tanisi ve fasciolosisden korunma igin
ag1 gelistirme caligmalart yapilmis ve elde edilen sonuglarin
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geligtirilmesi ¢alismalar1 devam etmektedir. Klonlama ve pro-
tein aciklatilma ¢aligmalar parazitolojide yeni bir alan olup
iilkemizde de heniiz gelisme asamasindadir. Bu ¢aligmalara
katki saglamak amaciyla iilkemizin de 6nemli bir sorunu olan
fasciolosis i¢in lilkemiz olanaklartyla benzer ¢alismalar1 yapa-
bilmek ve serolojik hizli tani testleri gelistirmek amacindayiz.

Bu amagla, dogal olarak infekte sigir karacigerinden elde edi-
len F. hepatica’dan cathepsin L1 geninin elde edilmesi ve bu
genin bir plazmite yerlestirilmesi rekombinant
plazmitinde Vero hiirelerine transfekte edilip cathepsin L1
proteininin belirlenmesi planlanmigtir.

ve bu

GEREC VE YONTEM

Parazit, Toplam RNA izolasyonu, Tersine Transkripsiyon
ve PZR: Yetigskin F. hepatica bdlge mezbahasinda kesimi
yapilan ve dogal olarak infekte sigir karacigerinin safra yolla-
rmdan elde edildi. Tersine Transkripsiyon, PZR ve
klonlamada kullanilacak primerler, F. hepatica cathepsin L1
geninin gen kodlayan bolgesine uygun olarak Genbank EMBL
L33771°den yararlanilarak dizayn edildi (Sekil 1) ve FhP1
primerine X#o I (alt1 ¢izili), FhP2 primerine Sa/ I (alt1 ¢izili)
enzim kesim bdlgeleri eklendi.

FhP1

(5’- GG CTC GAG CCA CCA TGA GAT TGT TCA TAT - 3”)
FhP2

(5’- GG GTC GAC TCA CGG AAATCG TGC - 3’)

Sinyal Peptid
A 1]

Propeptid Matur Peptid

FhP2

FhP1
S —

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

Parazitten toplam RNA izolasyonu ve PZR ile cathepsin L1
geninin ¢ogaltilmasi iglemi daha 6nce tanimladigimiz metotla-
ra gore yapildi. Cogaltilan cathepsin L1 DNA’s1 agaroz jelde
goriintiilendi (3, 4, 7).

Cathepsin L1 geninin pCI-neo vektoriine yerlestirilmesi:
Cathepsin L1 geninin pCl-neo vektdriine yerlestirilmesi ama-
ciyla, cathepsin L1 DNA’s1 ve pCl-neo vektorii Xho I ve Sal 1
enzimleriyle kesildi. Enzim kesimi sonucunda agaroz jelde
goriintiilenen cathepsin L1 DNA’s1 ve pCl-neo vektorii jelden
saflagtirildi. Cathepsin L1 geninin pCl-neo vektdriine yerlesti-
rilmesi islemi T4 DNA Ligase kullanilarak 16°C’de bir gece
bekletilerek tamamlandi. Olusturulan vektor E. coli hiicreleri-
ne transforme edildi ve LB kat1 besi yerine ekildi. Kat1 besi
yerinde olusan kolonilerdeki hiicrelerin rekombinant vektorii
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icerip igermedigini anlamak i¢in PZR Tarama iglemi yapildi.
Pozitif bulunan koloniler LB sivi besi yerinde iiretilerek,
plazmit DNA’s1 alkali lizis metoduna gore elde edildi.
Rekombinant plazmitin varligini dogrulamak i¢in X#o I - Sal 1
ve EcoRI - Sal I enzim kesim deneyleri yapildi (3, 4, 7, 8).

Rekombinant plazmitin Vero hiicrelerine transfeksiyonu:
Rekombinant pFhCL1  plazmitinin  Vero hiicrelerine
transfeksiyonu gecici (transiet) transfeksiyonu TransFast
Transfection Reagent (Promega Co. Madison, WI, ABD) kiti
kullanilarak iiretici firma onerisine gore yapildi. Ozetle; 25
em®lik hiicre iiretim kabinin % 80’i Vero hiicreleri ile kaplan-
diktan sonra transfeksiyon islemi yapildi. Mikrosantrifiij tii-
piinde 1 pg rekombinant pFhCL1 plazmiti ile 3 pl TransFast
Transfection Reagent karistirilip vortekslendi ve oda 1sisinda
15 dk. bekletildi. Sonra rekombinant plazmit ve TransFast
karigimina 1 ml DMEM eklenerek hiicre tiretim kabina konul-
du ve 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda ka-
bin i¢ine 3.5 ml DMEM, 0.5 ml f6tal sigir serumu eklenerek
37 °C’de 72 saat daha inkiibasyona birakildi (9).

Cathepsin L1 proteininin Western Blot ile gosterilmesi:
Inkiibasyon sonunda hiicre iiretim kab1 PBS ile yikand:. Hiic-
reler santrifiijlendi ve ¢okiintii, SDS yiikleme soliisyonu ile
sulandirilip %10’luk SDS-PAGE’de yiiriitiildii. Jeldeki prote-
inler, nitroselilloz membrana smi dry sistemle aktarild1. %5°lik
yagsiz siit tozu ile bloklama yapildi. Membranlar PBS ile yi1-
kand1 ve ELISA’da pozitif ve negatif bulunan insan serumlari
ile 1/50 oraninda sulandirilarak inkiibe edildi. Yikama soliis-
yonu ile yikanan membran, 1/1000 oraninda sulandirilan goat
Anti human IgG Biotin konjuge (sigma) ile 37 °C’de 1 saat
inkiibe edildi. Tekrar yikanan membran 1/1000 oraninda su-
landirilan Avidin-Horseradish Peroxidase (Sigma) ile 37 °C’de
1 saat inkiibe edildi. Son yikamay1 takiben cathepsin L1’e
0zgili bant1 gdzlemek amaciyla membran, kromojen DAB so-
lisyonu i¢inde birka¢ dk bekletildi. Membranlar dH,O ile
yikanarak reaksiyon durduruldu (10).

BULGULAR

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile ¢ogaltilan 981 bazlik
cathepsin L1 geninin %1,5’luk agaroz jeldeki goriiniimii Sekil
2’de sunulmugtur. Kompetan JM109 E.coli hiicrelerinden
alkali lizis metodu ile elde edilen plazmit DNA’larin enzimler-
le kesilerek %1,5’luk agaroz jelde yliriitiilmesi sonucu elde
edilen bantlar Sekil 3’de gosterilmistir. pCI vektorii Xho I ve
Sal I enzimleriyle kesilmis ve bdylece plazmitin klonlama
bolgesindeki EcoR I enzim bolgesi ortadan kaldirilmigtir. X#o
1 - Sal I enzimleriyle kesilince 981 bazlik cathepsin L1 geni
gbzlenmigtir. Ayrica rekombinant plazmitin EcoRI - Sal 1
enzimleriyle kesimi sonucunda 761 bazlik bant elde edilmistir.

ELISA ile F. hepatica’ya kars1 pozitif ve negatifligi kanitlan-
mis serumlar kullanilarak gerceklestirilen Western Blot deneyi
sonucu elde edilen 27 kDa agirligindaki cathepsin L1 Sekil
4’te gosterilmistir.



F. hepatica Cathepsin L1 geni

Sekil 2. %1.5’luk agaroz jeldeki F. hepatica cathepsin L1 geni. Siitun 1; 100 baz’lik ladder DNA, Siitun 2; 981 bazlik cathepsin L1 geni
Sekil 3. pFhCL1 plazmitinin %1.5’luk agaroz jelde enzim kesim deneyleriyle gosterilmesi. Siitun 1: 100 baz’lik ladder DNA,
Siitun 2: pFhCL1 plazmitinin EcoRI — Sall enzimleriyle kesilmesi Siitun 3: pFhCL1 plazmitinin Xhol — Sall enzimleriyle kesilmesi,
Siitun 4: Rekombinant pFhCL1 plazmiti

Sekil 4. Rekombinant cathepsin L1 proteinin Western blott’lama ile gosterilmesi. Siitun 1: Marker Siitun 2: 27 kDa agirhigindaki cathepsin
L1 proteini Siitun 3: F. hepatica negatif serumla yapilan Western blott sonucu Nitroseluloz membran

TARTISMA

Bu caligma gelecekte fasciolosis tanist igin ELISA kiti gelisti-
rilmesi ve korunma i¢in DNA as1 ¢alismalarina temel olustur-
mak amactyla yapilan bir ¢alisma olup F. hepatica cathepsin L1
geni Okaryotik Vero hiicrelerinde agiklatilmigtir. Bu amagla,
dogal olarak infekte sigir karacigerinden elde edilen F.
hepatica’dan toplam RNA ve RNA’lardan catapsin L1 cDNA’s1
elde edilmis, cDNA PZR ile ¢ogaltilarak pCl-neo memeli eks-
presyon vektoriine yerlestirilmistir. Bu Rekombinant vektor
Vero hiicrelerine transfekte edilerek cathepsin L1 proteini elde
edilmis ve bu protein Western Blott ile dogrulanmustir.

Calismada F. hepatica Catapsin L1 geni proregion bolgesi ile
birlikte klonlanmis ve Gkaryotik Vero hiicrelerinde agiklatil-
mustir. Proregion bélgesinin bulunmasi catapsin L1 proteinin
dogru bir sekilde katlanmasi, stabilizasyonu, endoplazmik
retikulumdan ¢ikis1 ve son seklini almasini saglamstir (8, 11).

Gen belirlenmesi c¢aligmalarinda kullamilan vektdrlerden promo-
tor bolge ve poliadinilasyon bolgeleri bulunmaktadir. Bu ¢aligma-
da bir ¢ok hiicre tipinde yiiksek derecede ekspresyon olusturan
SMV promotorunu ve erken SV40 poliadinilasyon bolgesine gore
bes kat daha fazla RNA stabilizasyonu saglayan ge¢ SV 40
poliadinilasyon bolgesini igeren pCl-neo vektorii segilerek etkin
bir protein sentezinin olusturulmasi amaglanmustir. Ayrica protein
sentezinin verimliliginin artirilmasinda 6karyotik genlerin kozak
dizisi igermesi 6nemlidir. Bu nedenle ¢alismada primer olusturur-
ken kozak dizisi eklenmistir (7, 8).

Bu calismada elde edilen cathepsin L1 proteini fasciolosis
tanisinda gereksinim duyulan 6zgiil ve duyarl serolojik testle-
rin gelistirilmesi ve {iretilmesi ¢alismalarimiz i¢in temel olus-
turacaktir. ELISA tam kiti gelistirilmesi ile iilkemizde tani ve
epidemiyolojik ¢aligmalar ile ilgili verilerin artacagi kanisin-
dayiz. Diger yandan cathepsin L1 proteini ile gelistirilebilecek
hasta basinda uygulanabilecek hizli tan1 yontemleri rutinde
gereksinim duyulan bir eksikligi giderecektir. Ayrica, bu ¢a-
lismada elde edilen rekombinant hayvanlarda
fascioloisise karsi immiinizasyon i¢in ileri caligmalarin yapil-
masina olanak saglayacaktir (12-14).

plazmit,
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