
ÖZET

Amaç: Ana konakçıdan çıkarıldıktan sonra çevresel değişikliğe maruz kalan Fasciola hepatica’nın salgıladığı protein miktarlarını bir ileri 
proteomik yaklaşımla incelemek.
Yöntemler: Son konakçıdan toplanan ergin F. hepatica parazitleri doğrudan fosfat tamponlu su (FTS, oda sıcaklığında) içerisine konuldu 
ve 37°C’de 2 saat bekletildi (Enstitü’ye 1 saat içerisinde getirildikten sonra). Daha sonra, FTS, bir revize F. hepatica protein veri bankası 
(Universal Protein Resource; UniProt) ve veri bağımsız edinim yöntemi ile ileri bir proteomik yöntem (yüksek başarımlı sıvı kromatografisine 
bağlı, elektriksel püskürtme ile iyonlaştırma ve dört kutup zaman bazlı ölçüm içeren kütle spektrometresi sistemi; nanoUPLC-ESI-QTOF-MS) 
kullanılarak incelendi.
Bulgular: Parazitlerle bekletilme sonrası FTS’nin proteomik analizinde, cathepsin L protease 1, fatty acid binding protein 1 ve 2, thioredoxin 
peroxidase (TPx), ve kunitz type proteinase inhibitor tanımlandı. Fasciola hepatica TPx miktarı, bu çalışmada tanımlanan diğer proteinlerin 
miktarlarına göre yaklaşık olarak 2-6 kat daha fazla bulundu (p<0,01).
Sonuç: Çevresel değişiklikten kaynaklanan parazit üzerindeki stres, TPx salınımının uyarılması ile ilişkili olabilir. İleri proteomik yaklaşımların 
uygulanması, parazit-konakçı etkileşiminin aydınlatılmasında ve parazite karşı etkili korunma yöntemlerinin geliştirilmesinde yararlı veriler 
sağlayabilir. (Turkiye Parazitol Derg 2014; 38: 106-10)
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ABSTRACT

Objective: Investigation of the abundance of proteins secreted by Fasciola hepatica, which is exposed to environmental change after it is 
removed from the main host, with an advanced proteomic approach.
Methods: Adult Fasciola hepatica parasites, obtained from the main host, were directly placed in phosphate-buffered saline (PBS, at room 
temperature) and incubated at 37°C for 2 hours (after arrival at the Institute within 1 hour). After this, without applying extra procedures, 
such as washing the parasites, secreted parasite proteins in PBS were investigated using an advanced proteomic method [a mass spectrom-
etry system with electrospray ionization and quadrupole time-of-flight source coupled to ultra performance liquid chromatography, nano 
UPLC-ESI-QTOF-MS] with a reviewed F. hepatica protein database (Universal Protein Resource; UniProt) and data-independent acquisition 
method.
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GİRİŞ

Fasciola hepatica, fascolosis hastalığına neden olan bir trema-
toddur. Fasciolosis, dünyada birçok bölgede hayvancılık alanın-
da önemli verim kayıplarına yol açan bir hastalıktır (1). Ayrıca, son 
yıllarda ülkemizde insanlarda fasciolosis olguları bildirilmektedir 
(2). Bu parazit genel olarak son konakçıda karaciğer harabiyetine 
neden olmaktadır. Ancak, nadir de olsa, insanlarda başka organ-
lara da yerleşebilmektedir (3). Bu parazitten korunmak için henüz 
geliştirilmiş bir ticari aşı yoktur ve anti-helmintik ilaçlara (tricla-
bendazole gibi) karşı dirençli olan F. hepatica parazitleri bulun-
maktadır (4).

Parazit-konakçı ilişkisinin iyi bir şekilde anlaşılması, aşı veya daha 
etkili ilaç uygulamaları geliştirmek için çalışmalar yapılmaktadır 
(5, 6). Genel olarak, deneysel çalışmalarda, F. hepatica parazitleri 
son konakçının karaciğer kanallarından çıkarıldıktan sonra FTS 
(fosfat tamponlu su) içerisine bırakılmaktadır. Bu aşamadan sonra 
parazitler tekrar yıkanmakta ve FTS veya besi yerinde belli bir 
süre bekletildikten sonra proteomik analizler yapılmaktadır (7, 8). 
Ancak, parazitin karaciğer kanallarından çıkarıldıktan ve FTS içe-
risine bırakıldıktan sonraki salgıladığı protein miktarları doğru-
dan (parazitleri yıkama gibi ek işlemler uygulamadan) ileri bir 
proteomik teknikle araştırılmamıştır.

Son yıllardaki genetik ve proteomik alanındaki gelişmeler, para-
zite ait proteinlerin tanımlanmasında ve miktar tayininde önemli 
veriler sunmaktadır (5-7). Tanımlanan bazı önemli Fasciola sp. 
proteinlerinin tüm aminoasit dizileri bilinmektedir (www.uniprot.
org). Her ne kadar F. hepatica’nın tüm proteinlerinin tüm amino-
asitleri bilinmese de, ilgili kaynaktaki proteinler parazitin değişik 
önemli moleküler fonksiyonları ile ilişkilidir (proteolisiz, peroksi-
daz aktivitesi gibi) (www.uniprot.org). Dolayısıyla, bu kaynaktaki 
F. hepatica protein verilerinin nitel ve nicel proteomik analizlerde 
kullanılması, parazitin bu moleküler fonksiyonlarının durumu hak-
kında bilgi verebilir.

Parazitlerin konakçı dışına çıkarıldıktan ve FTS içerisine konul-
duktan sonra salgılanan protein miktarlarının araştırılması, para-
zitlerin stres durumunda nasıl tepki verildiğinin anlaşılmasında ve 
dolayısıyla parazitten korunma veya tedavide etkili yöntemlerin 
geliştirilmesinde önemli olabilir.

Bu çalışmadaki amaç, son konakçıdan çıkarılan F. hepatica para-
zitlerinin FTS (fosfat tamponlu su) içerisine bırakıldıktan sonra 
ortamdaki protein miktarlarının güncel bir proteomik yöntem 
kullanılarak incelenmesidir.

YÖNTEMLER

Fosfat Tamponlu Su Hazırlanması ve Parazitler:
Fosfat tamponlu su (FTS), 140 mM NaCl (Sigma, Almanya), 2,7 
mM KCl (Sigma, Almanya), 8,1 mM Na2 HPO4 (Sigma, Almanya), 

2 mM KH2PO4 (Sigma, Almanya) ve distile su kullanılarak hazır-
landı ve pH 7,4 olarak ayarlandı. Ergin Fasciola hepatica para-
zitleri doğal olarak enfekte olan son konağa (sığır) ait karaciğer-
den, rutin kesim sırasında, İstanbul’daki bir mezbahada temin 
edildi. Parazitler karaciğer kanallarından çıkarıldıktan sonra FTS 
(oda sıcaklığında) içeren bir tüpe bırakıldı ve Enstitü’ye getiril-
dikten sonra (1 saat içerisinde), 37ºC’de 2 saat bekletildi (8). Sıvı 
kısım (süpernatant) alındıktan sonra, iyice karıştırıldı (vortex) ve 
daha küçük parçalara bölünerek -80ºC’de analiz olana kadar 
bekletildi.

Proteomik Analiz İçin Örnek Hazırlama
Proteomik analiz için örnek daha önce yayınlanan çalışmamızda 
bahsedildiği şekilde hazırlandı (6). Donmuş süpernatant çözül-
dükten sonra protein miktarı Bradford yöntemi ile ölçüldü (9). 
Süpernatant eşit miktarda kütle spektrometresi için uygun bir 
denaturant (%0,1 RapiGest, Waters Corp., Milford, MA, Amerika 
Birleşik Devletleri) ile karıştırıldı. İlgili karışım ultra sonikasyona 
tabi tutuldıktan sonra, 5 kDa filtre ve santrifüj (21000g, 5-15 daki-
ka) kullanılarak ortamdaki tuz giderildi. Bir santrifügasyon işle-
minden (21000g, 4ºC, 15 dakika) sonra, üst sıvı alındı ve protein 
miktarı tekrar daha önce anlatıldığı gibi ölçüldü. Bu sıvı 50 µg 
protein içerecek şekilde hazırlandı ve bahsedilen denaturant ile 
50 µL’ye tamamlandı. Disülfit bağlarını kırmak için dithiothreitol 
(Sigma, Almanya) eklendi (5mM, 15 dakika, 60ºC bekletme) ve 
oluşan serbest thiol moleküllerini alkile etmek için iodoacetami-
de (Sigma, Almanya) eklendi (10mM, 30 dakika, oda sıcaklığında 
ve karanlıkta). Proteinler, 50 µL proteomik dereceli tripsin (20 ng/
µL) ile 37ºC gece boyu muamele edilerek enzimatik olarak pep-
titlere parçalandı. Peptitleri bulunduran tüp analize kadar 
-80ºC’de saklandı.

Sıvı Kromotografisi-Kütle Spektrometresi Analizi
Proteomik analiz Şekil 1’de anlatılmaktadır. Peptitleri bulunduran 
solüsyona, 2 µL acetonitrile (ACN) (Sigma, Almanya), 2 µl trifluo-
roacetic acid (TFA) (Sigma, Almanya) ve 5 µL iç standart (50 fmol; 
Saccharomyces cerevisiae enolase) eklendi ve bu karışım 200 
µL’ye ammonium bicarbonate (NH4HCO3) (Sigma, Almanya) ile 
tamamlandı. Bu karışım 400 rpm ve 60ºC’de 2 saat karıştırıldıktan 
sonra 21000g’de 4ºC 15 dakika santrifüj edildi. Bu karışımdan 2 
µL yüksek başarımlı sıvı kromatografisine bağlı, elektriksel püs-
kürtme ile iyonlaştırma ve dört kutup zaman bazlı ölçüm kaynağı 
içeren kütle spektrometresi sistemine [nanoUPLC (nano ultra 
performance liquid chromatography)-ESI (electrospray 
ionization)-QTOF (quadrupole time of flight)-MS (mass spectro-
metry), Waters, Amerika Birleşik Devletleri] gönderildi. Toplam 3 
enjeksiyon yapıldı. Uygulanan sistem ile ilgili parametreler daha 
önceki çalışmamızda belirtildiği şekilde ayarlandı (6). Veri bağım-
sız edinim yöntemi (data independent acquisition mode; MSE), 
pozitif iyon V modu, MS ve MS/MS fonksiyonları (1,5 saniye ara-
lıklarla 6V düşük enerji ve 15-40V yüksek enerji) kullanılarak pep-

Results: With the proteomic analysis of the PBS, after incubation with the parasites, cathepsin L protease 1, fatty acid-binding protein 1 and 
2, thioredoxin peroxidase (TPx), and kunitz-type proteinase inhibitor were identified. The abundance of Fasciola hepatica TPx was approxi-
mately 2-6 times higher than that of the other proteins identified in this study (p<0.01).
Conclusion: The stress on the parasite stem from environmental change could be associated with the stimulation of the secretion of TPx. 
The application of advanced proteomic approaches could provide useful data in the development of effective protective methods against 
the parasite. (Turkiye Parazitol Derg 2014; 38: 106-10)
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tit kütle/elektriksel yük (mass/charge; m/z) değerleri ve ürün iyon 
bilgisi elde edildi.

Protein Tanımlanması ve Miktar Analizi
Fasciola sp. veri bankası oluşturmak için, Fasciola sp.’ye ait revize 
(reviewed) tüm aminoasit dizisi bilinen protein dizileri uluslararası bir 
veri kaynağından (Universal Protein Resource; UniProt; www.unip-
rot.org) sağlandı. Bu veri bankasına bir iç standart proteinin (S. 
cerevisiae enolase) tüm aminoasit dizisi yine aynı kaynaktan eklendi. 
Kütle spektrometresinden elde edilen ham peptit verileri uygun bir 

yazılım (ProteinLynx Global Server v2,3, Amerika Birleşik Devletleri) 
(PLGS) kullanılarak IDENTITYE sistemi ile oluşturulan Fasciola sp. 
veri bankasına taratıldı (6). Fragment iyon toleransı 0,028 Da ve ana 
iyon toleransı 0,011 Da olarak ayarlandı. Veri bankası taramasında 
3:7:1 parametresi (peptit için minimum 3 fragment iyon: protein için 
minimum 7 fragment iyon: protein için minimum 1 peptit) ayarlandı. 
Kromatografik pik genişliği, çözünürlük (rezolüsyon) ve enerji eşiği 
gibi parametreler daha önce anlatıldığı şekilde ayarlandı (6). PLGS 
değeri (PLGS score) 100’den büyük olan ve en az iki enjeksiyonda 
tanımlanan proteinler değerlendirmeye alındı. Protein miktar tayini 
PLGS programı kullanılarak daha önce detaylı olarak açıklandığı 
şekilde yapıldı (6). Bir protein için belirlenen yoğunluğu yüksek 3 
peptit, iç standart peptitlerin yoğunluğunun ortalaması ile karşılaş-
tırılarak, protein miktarı (ng) PLGS tarafından belirlendi. Her bir 
protein için, tanımlanan protein miktarı (ng) iç standart protein mik-
tarına (ng) bölünerek oransal değerler elde edildi ve enjeksiyonlar-
dan edilen bu oranların ortalaması alındı.

İstatistiksel analiz
İstatistiksel bir sonuç olan PLGS değeri Monte Carlo işlem küme-
si (algoritma) kullanılarak hesaplanmaktadır (6). Enjeksiyon bazlı 
protein miktarları arasındaki istatistiksel farklılık varyans analizi 
yöntemi ile değerlendirildi.

BULGULAR

Tanımlanan F. hepatica proteinleri:
Parazitlerin bekletildiği FTS’nin proteomik analizi sonucunda 
cathepsin L protease 1D (CL1), fatty acid binding protein 1 
(FABP1), fatty acid binding protein 2 (FABP2), thioredoxin peroxi-
dase (TpX), ve kunitz type proteinase inhibitor (KTPI) proteinleri 
tanımlandı (Tablo 1).

Tanımlanan F. hepatica proteinlerinin miktarları:

Tanımlanan F. hepatica proteinlerinin oransal miktarları Şekil 2’de 
gösterilmektedir. Fasciola hepatica TPx miktarının bu araştırma-
da tanımlanan diğer proteinlerin miktarlarına göre yaklaşık 2-6 
kat daha fazla olduğu belirlenmiştir (p<0,01). Diğer tanımlanan 
proteinlerden CL1 ve FABP2 miktarları birbirine benzer iken, bu 
miktar düzeyi FABP1 miktarına göre yaklaşık 2, KTPI miktarına 
göre yaklaşık 2,5 kat daha fazla bulunmuştur.

TARTIŞMA

Bu çalışmanın amacı, son konakçıdan çıkarılan F. hepatica para-
zitlerinin FTS içerisine salgıladığı proteinleri güncel bir proteo-

Tablo 1. Fosfat tamponlu tuz solüsyonu (FTS) içeriğinin (parazitlerle bekletildikten sonra) proteomik analizi sonucu tanımlanan 
proteinler ve bu proteinlere ait veriler belirtilmektedir.

Protein no	 Protein ismi	 mW (Da)	 pI (pH)	 PLGS değeri	 Peptitler	 Kapsama (%)

Q7M4G1	 Fatty acid binding	 14926	 5,9	 913	 5	 48,74 
	 protein type 2 (FABP2)

B6DT35	 Thioredoxin peroxidase (TPx)	 24561	 7,7	 753	 9	 48,32

B9UN47	 Cathepsin L1D (CL1)	 36533	 6,3	 413	 9	 30,47

Q9TXD3	 6.751 kDa monomeric	 6585	 6,3	 830	 4	 37,93 
	 kunitz type proteinase inhibitor (KTPI)

Q7M4G0	 Fatty acid binding protein Fh15 (FABP1)	 14702	 5,8	 248	 3	 30,68

Protein no: Proteinin UniProt veri kaynağındaki numarası; mW(Da): moleküler ağırlık; pI(pH): izoelektrik nokta; PLGS değeri: PLGS yazılımı 
tarafından verilen tanılama değeri; Peptitler: Protein tanımlamada gözlenen peptit sayısı; Kapsama (%): Proteinin tanımlanan yüzdesi.

Şekil 1. FTS içeriğinin (parazitlerle bekletildikten sonra) 
proteomik analizi genel hatlarıyla anlatılmaktadır

Fasciola hepatica + FTS

Fasciola sp. protein veri bankası

Tanımlama ve Miktar

37°C, 2 saat bekleme

Tuzdan arındırma; DTT; IAA

Proteinlerin peptitlere parçalanması

Ters faz sıvı kromotografisi

ESI - qTOF - MS analizi

ProteinLynx Global Server (PLGS)
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mik yöntem kullanarak tanımlamak ve bu proteinlerin miktarlarını 
araştırmaktı. Bu çalışmada, daha önce yapılan bağımsız çalışma-
lardan (7, 8) farklı olarak, F. hepatica’nın doğrudan strese bağlı 
yanıtını anlayabilmek için, FTS ile yıkama ve besi yerinde bekle-
tilme işlemleri yapılmadı. Bu araştırmada, protein miktarı ölçme 
bakımından güncel ve güvenilir bir proteomik yöntem olan veri-
bağımsız edinim yöntemi kullanıldı. Araştırmamızda, toplam 5 
protein (CL1, FABP1, FABP2, TPx, ve KTPI) tanımlanmıştır.

Cathepsin L protease 1D (CL1) parazitin salgıladığı bir proteolitik 
enzimdir ve konakçı proteinlerin peptitlere parçalanmasında 
görev almaktadır (10). Fatty acid binding protein 1 (FABP1) ve fatty 
acid binding protein 2 (FABP2) konakçıda bulunan yağ asitlerini 
bağlama ve oluşan oksidatif ürünlerin azaltılmasında görev almak-
tadır (7, 11, 12). Kunitz type proteinase inhibitor (KTPI), tripsin gibi 
bir proteazın aktivitesini engelleyebilmektedir (13). Thioredoxin 
peroxidase (TPx) ise bir antioksidant olup alternatif aktive makrofaj 
tipinin oluşumunda ve dolayısıyla Th2 (T-helper 2) tip bir bağışıklık 
yanıtının gelişmesinde önemli rol oynadığı gösterilmiştir (14).

Çalışmamızda, TPx miktarı, diğer tanımlanan proteinlerin (CL1, 
FABP1, FABP2, KTPI) miktarlarına göre, daha fazla (2-6 kat) 
bulunmuştur. Bu durum, parazitin, stres durumunda metabolik 
faaliyetler ile ilgili proteinlerin salınımı yerine, Th2 yanıtını uyaran 
bir molekülün (TPx) uyarılmasını tercih ettiğini göstermektedir. 
Bu biyolojik mekanizma, TPx molekülü aracılığı ile alternatif akti-
ve makrofajlar ve Th2 yanıtının uyarılmasında ve parazitten 
korunmada önemli olan Th1 (T-helper 1) bağışıklık yanıtının bas-
kılanmasında önemli olabilir. Birçok parazit (F. hepatica dahil) 
makrofajlardaki arginase enziminin uyarılmasını tetikleyerek 
L-arginine molekülünün L-ornithine’e parçalanmasını, L-ornithine 
ise ornithine aminotransferase ile reaksiyona girerek kollajen 
sentezi ve fibroziste yer alan proline molekülünün oluşmasını 
sağlamaktadır (15, 16). Arginase enziminin yer aldığı bu yolak 
sonucunda oluşan makrofaj tipi (alternatif aktive makrofaj) Th2 
tip bağışıklık yanıtı ile ilgili sitokinler (IL-4, IL-10 gibi) salgılamak-
tadır ki bu sitokinler Th1 (anti-paraziter yanıt) ile ilişkili sitokinlerin 
salınımını baskılamaktadır (15-17).

Fasciola hepatica tarafından TPx salınımının artması, ortamdaki 
oksidatif stresin azaltılması ile ilişkili olabilir. Bu protein tarafın-
dan uyarılan Th2 tip bağışıklık yanıtı, Th1 ilişkili klasik aktive 
makrofajların uyarılmasının engellenmesinde ve dolayısıyla bu 
makrofajlar tarafından salgılanan ve F. hepatica için zararlı olan 
nitrik oksit derişiminin (15, 18) azaltılmasında önemli olabilir.

Bir önceki çalışmamızda parazit içeriğinde FABP1 miktarının 
FABP2 miktarına göre daha fazla olduğu gösterilmiştir (6). Bu 
araştırmada ise,FTS içeriğinde FABP2 proteininin miktarının 
FABP1 miktarına göre yaklaşık 2 kat daha fazla olduğu gözlen-
miştir. Bu bulgu, parazitin stres durumunda, FABP2 protein salgı-
lanmasının FABP1 salgılanmasına göre daha öncelikli olabilece-
ğini düşündürmektedir.

Bu çalışmada, KTPI, miktarı en az tespit edilen proteindir. Stres 
durumunda parazitin proteolitik aktivitesinin azalması ile ilişkili 
olarak, KTPI proteininin sentezlenmesi ve salgılanması baskılan-
mış olabilir.

SONUÇ

Bu çalışmadaki bulgular, deneysel çalışmalarda oluşan çevresel 
değişikliğe bağlı gelişen stres durumunda, metabolizma ilişkili F. 
hepatica proteinlerinin salınımı yerine, Th2 tip bağışıklık ile ilişki-
li TPx salınımının öncelikli olabileceğine işaret etmektedir. 
Konakçı içerisinde de, bağışıklık hücreleri tarafından salgılanan 
moleküller ve yaratılan oksidatif strese karşı, aynı veya benzer bir 
biyolojik mekanizma parazit tarafından tetiklenebilir. Bu tip bir 
mekanizmayı durdurabilecek TPx odaklı taktiklerin denenmesi 
(aşı, ilaç veya gen susturma gibi), F. hepatica enfeksiyonunun 
önlenmesinde veya tedavisinde önemli olabilir.
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Şekil 2. Parazitlerle bekletildikten sonra, FTS içeriğinde 
tanımlanan her bir proteine ait miktar (oran) gösterilmektedir. 
Fasciola hepatica TPx için bulunan miktar, tanımlanan diğer 
proteinlerin miktarlarına göre yaklaşık olarak en az 2, en fazla 6 
kat daha fazla tespit edilmiştir (p<0,01). Fasciola hepatica CL1 ve 
FABP2 miktarları birbirine yakın, FABP2 miktarı ise FABP1 
miktarına göre yaklaşık olarak 2 kat daha fazla olduğu 
gözlenmiştir. Protein miktarları arasında, KTPI miktarı en azdır

P
ro

te
in

Miktar (oran)

Fatty acid binding protein Fh15 (FABP1)

Cathepsin L1D (CL1)

Thioredoxin peroxidase (TPx)

Fatty acid binding protein type 2 (FABP2)

0 0.2 0.4 0.6 0.8

6.715 kDa monomeriç kunitz type 
proteinase inhibitor (KTPI)

1 1.2 1.4 1.6 1.8
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