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Deneysel Caligsmalarda Cevresel Degisiklige Maruz Kalan
Fasciola hepaticamin Salgiladigr Protein Miktarlarmin Bir Ileri

Proteomik Yaklasimla Incelenmesi

[nvestigation of the Abundance of Proteins Secreted by Fasciola hepatica, Which is Exposed

to Environmental Change in Experimental Studies, with an Advanced Proteomic Approach
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OZET

Amag: Ana konakg¢idan cikarildiktan sonra cevresel degisiklige maruz kalan Fasciola hepatica'nin salgilladidi protein miktarlarini bir ileri
proteomik yaklagimla incelemek.

Yéntemler: Son konakgidan toplanan ergin F. hepatica parazitleri dogrudan fosfat tamponlu su (FTS, oda sicakliginda) icerisine konuldu
ve 37°C'de 2 saat bekletildi (Enstiti'ye 1 saat icerisinde getirildikten sonra). Daha sonra, FTS, bir revize F. hepatica protein veri bankasi
(Universal Protein Resource; UniProt) ve veri bagimsiz edinim yontemi ile ileri bir proteomik ydntem (yiiksek bagarimli sivi kromatografisine
bagli, elektriksel piskirtme ile iyonlastirma ve dért kutup zaman bazh &lgtiim iceren kiitle spektrometresi sistemi; nanoUPLC-ESI-QTOF-MS)
kullanilarak incelendi.

Bulgular: Parazitlerle bekletilme sonrasi FTS'nin proteomik analizinde, cathepsin L protease 1, fatty acid binding protein 1 ve 2, thioredoxin
peroxidase (TPx), ve kunitz type proteinase inhibitor tanimlandi. Fasciola hepatica TPx miktari, bu ¢alismada tanimlanan diger proteinlerin
miktarlarina gére yaklagik olarak 2-6 kat daha fazla bulundu (p<0,01).

Sonug: Cevresel degisiklikten kaynaklanan parazit tizerindeki stres, TPx saliniminin uyanilmasi ile iliskili olabilir. ileri proteomik yaklagimlarin
uygulanmasi, parazit-konakgi etkilesiminin aydinlatilmasinda ve parazite karsi etkili korunma yéntemlerinin gelistiriimesinde yararli veriler
saglayabilir. (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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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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GiRiS

Fasciola hepatica, fascolosis hastaligina neden olan bir trema-
toddur. Fasciolosis, diinyada bircok bdlgede hayvancilik alanin-
da &nemli verim kayiplarina yol agan bir hastaliktir (1). Ayrica, son
yillarda Glkemizde insanlarda fasciolosis olgular bildirilmektedir
(2). Bu parazit genel olarak son konakgida karaciger harabiyetine
neden olmaktadir. Ancak, nadir de olsa, insanlarda bagka organ-
lara da yerlesebilmektedir (3). Bu parazitten korunmak icin hentiz
gelistirilmis bir ticari agi yoktur ve anti-helmintik ilaglara (tricla-
bendazole gibi) karsi direncli olan F. hepatica parazitleri bulun-
maktadir (4).

Parazit-konakgi iligkisinin iyi bir sekilde anlagilmasi, asi veya daha
etkili ilag uygulamalan gelistirmek icin calismalar yapilmaktadir
(5, 6). Genel olarak, deneysel calismalarda, F. hepatica parazitleri
son konakeinin karaciger kanallarindan ¢ikarildiktan sonra FTS
(fosfat tamponlu su) icerisine birakiimaktadir. Bu agamadan sonra
parazitler tekrar yikanmakta ve FTS veya besi yerinde belli bir
stre bekletildikten sonra proteomik analizler yapilmaktadir (7, 8).
Ancak, parazitin karaciger kanallarindan ¢ikarldiktan ve FTS ice-
risine birakildiktan sonraki salgiladigi protein miktarlan dogru-
dan (parazitleri yikama gibi ek islemler uygulamadan) ileri bir
proteomik teknikle arastinlmamistir.

Son yillardaki genetik ve proteomik alanindaki gelismeler, para-
zite ait proteinlerin tanimlanmasinda ve miktar tayininde énemli
veriler sunmaktadir (5-7). Tanimlanan bazi dnemli Fasciola sp.
proteinlerinin tim aminoasit dizileri bilinmektedir (www.uniprot.
org). Her ne kadar F. hepatica’nin tim proteinlerinin tim amino-
asitleri bilinmese de, ilgili kaynaktaki proteinler parazitin degisik
onemli molekdler fonksiyonlar ile iliskilidir (proteolisiz, peroksi-
daz aktivitesi gibi) (www.uniprot.org). Dolayisiyla, bu kaynaktaki
F. hepatica protein verilerinin nitel ve nicel proteomik analizlerde
kullanilmasi, parazitin bu molekuiler fonksiyonlarinin durumu hak-
kinda bilgi verebilir.

Parazitlerin konakgi digina c¢ikarildiktan ve FTS icerisine konul-
duktan sonra salgilanan protein miktarlarinin arastinlmasi, para-
zitlerin stres durumunda nasil tepki verildiginin anlagilmasinda ve
dolayisiyla parazitten korunma veya tedavide etkili yontemlerin
gelistirilmesinde 6nemli olabilir.

Bu calismadaki amag, son konakgidan cikarlan F. hepatica para-
zitlerinin FTS (fosfat tamponlu su) icerisine birakildiktan sonra
ortamdaki protein miktarlarinin giincel bir proteomik yontem
kullanilarak incelenmesidir.

YONTEMLER

Fosfat Tamponlu Su Hazirlanmasi ve Parazitler:
Fosfat tamponlu su (FTS), 140 mM NaCl (Sigma, Almanya), 2,7
mM KCI (Sigma, Almanya), 8,1 mM Na, HPO, (Sigma, Almanya),

2 mM KH,PO, (Sigma, Almanya) ve distile su kullanilarak hazir-
landi ve pH 7,4 olarak ayarlandi. Ergin Fasciola hepatica para-
zitleri dogal olarak enfekte olan son konaga (sigir) ait karaciger-
den, rutin kesim sirasinda, istanbul’daki bir mezbahada temin
edildi. Parazitler karaciger kanallarindan ¢ikarildiktan sonra FTS
(oda sicakhiginda) iceren bir tipe birakildi ve Enstitl'ye getiril-
dikten sonra (1 saat icerisinde), 37°C'de 2 saat bekletildi (8). Sivi
kisim (sipernatant) alindiktan sonra, iyice kanistirildi (vortex) ve
daha kicik parcalara bdlinerek -80°C'de analiz olana kadar
bekletildi.

Proteomik Analiz igin Ornek Hazirlama

Proteomik analiz icin 6rnek daha 6nce yayinlanan ¢alismamizda
bahsedildigi sekilde hazirlandi (6). Donmus slpernatant ¢ozil-
dikten sonra protein miktarn Bradford yontemi ile élclldd (9).
SUpernatant esit miktarda kitle spektrometresi icin uygun bir
denaturant (%0,1 RapiGest, Waters Corp., Milford, MA, Amerika
Birlesik Devletleri) ile karistinldi. ilgili kanisim ultra sonikasyona
tabi tutuldiktan sonra, 5 kDa filtre ve santrifij (210009, 5-15 daki-
ka) kullanilarak ortamdaki tuz giderildi. Bir santrifigasyon igle-
minden (21000g, 4°C, 15 dakika) sonra, Ust sivi alindi ve protein
miktar tekrar daha énce anlatildidi gibi él¢ildi. Bu sivi 50 pg
protein icerecek sekilde hazirlandi ve bahsedilen denaturant ile
50 pl'ye tamamlandi. Disllfit baglanni kirmak icin dithiothreitol
(Sigma, Almanya) eklendi (5mM, 15 dakika, 60°C bekletme) ve
olugan serbest thiol molekillerini alkile etmek icin iodoacetami-
de (Sigma, Almanya) eklendi (10mM, 30 dakika, oda sicakhiginda
ve karanlikta). Proteinler, 50 pL proteomik dereceli tripsin (20 ng/
pL) ile 37°C gece boyu muamele edilerek enzimatik olarak pep-
titlere parcalandi. Peptitleri bulunduran tip analize kadar
-80°C'de sakland.

Sivi Kromotografisi-Kiitle Spektrometresi Analizi

Proteomik analiz Sekil 1'de anlatiimaktadir. Peptitleri bulunduran
sollsyona, 2 pL acetonitrile (ACN) (Sigma, Almanya), 2 pl trifluo-
roacetic acid (TFA) (Sigma, Almanya) ve 5 pL i¢ standart (50 fmol;
Saccharomyces cerevisiae enolase) eklendi ve bu karisim 200
pl'ye ammonium bicarbonate (NH,HCO,) (Sigma, Almanya) ile
tamamlandi. Bu karigim 400 rpm ve 60°C'de 2 saat kanstirldiktan
sonra 21000g'de 4°C 15 dakika santrifuj edildi. Bu karigimdan 2
pL yiksek basarimli sivi kromatografisine bagl, elektriksel pis-
kirtme ile iyonlastirma ve dort kutup zaman bazli Slcim kaynadi
iceren kitle spektrometresi sistemine [nanoUPLC (nano ultra
performance liquid chromatography)-ESI  (electrospray
ionization)-QTOF (quadrupole time of flight)-MS (mass spectro-
metry), Waters, Amerika Birlesik Devletleri] gonderildi. Toplam 3
enjeksiyon yapildi. Uygulanan sistem ile ilgili parametreler daha
onceki calismamizda belirtildigi sekilde ayarlandi (6). Veri bagim-
siz edinim yoéntemi (data independent acquisition mode; MSF),
pozitif iyon V modu, MS ve MS/MS fonksiyonlar (1,5 saniye ara-
liklarla 6V dustk enerji ve 15-40V yiksek enerji) kullanilarak pep-
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Tablo 1. Fosfat tamponlu tuz solisyonu (FTS) iceriginin (parazitlerle bekletildikten sonra) proteomik analizi sonucu tanimlanan

proteinler ve bu proteinlere ait veriler belirtiimektedir.

Protein no | Protein ismi mW (Da) | pl (pH) PLGS degeri Peptitler Kapsama (%)

Q7M4G1 Fatty acid binding 14926 59 913 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 58 248 3 30,68

Protein no: Proteinin UniProt veri kaynagindaki numarasi; mW(Da): molekiler agirlik; pl(pH): izoelektrik nokta; PLGS degeri: PLGS yazilimi

tarafindan verilen tanilama dederi; Peptitler: Protein tanimlamada gozlenen pepitit sayisi; Kapsama (%): Proteinin tanimlanan yizdesi.
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Sekil 1. FTS iceriginin (parazitlerle bekletildikten sonra)
proteomik analizi genel hatlariyla anlatiimaktadir

tit kiitle/elektriksel ylk (mass/charge; m/z) degerleri ve Uriin iyon

bilgisi elde edildi.

Protein Tanimlanmasi ve Miktar Analizi

Fasciola sp. veri bankasi olusturmak igin, Fasciola sp.'ye ait revize
(reviewed) tim aminoasit dizisi bilinen protein dizileri uluslararasi bir
veri kaynagindan (Universal Protein Resource; UniProt; www.unip-
rot.org) saglandi. Bu veri bankasina bir i¢ standart proteinin (S.
cerevisiae enolase) tim aminoasit dizisi yine ayni kaynaktan eklendi.
Kutle spektrometresinden elde edilen ham pepitit verileri uygun bir

yazilm (ProteinLynx Global Server v2,3, Amerika Birlesik Devletleri)
(PLGS) kullanilarak IDENTITYE sistemi ile olusturulan Fasciola sp.
veri bankasina taratildi (6). Fragment iyon toleransi 0,028 Da ve ana
iyon toleransi 0,011 Da olarak ayarlandi. Veri bankasi taramasinda
3:7:1 parametresi (peptit icin minimum 3 fragment iyon: protein icin
minimum 7 fragment iyon: protein icin minimum 1 peptit) ayarland..
Kromatografik pik genisligi, ¢dzinirlik (rezollsyon) ve enerji esigi
gibi parametreler daha dnce anlatildigi sekilde ayarlandi (6). PLGS
degeri (PLGS score) 100'den byik olan ve en az iki enjeksiyonda
tanimlanan proteinler degerlendirmeye alindi. Protein miktar tayini
PLGS programi kullanilarak daha 6nce detayli olarak agiklandig
sekilde yapildi (6). Bir protein icin belirlenen yogunlugu ytksek 3
peptit, i¢ standart peptitlerin yogunlugunun ortalamasi ile karsilas-
tinlarak, protein miktan (ng) PLGS tarafindan belirlendi. Her bir
protein igin, tanimlanan protein miktari (ng) i¢ standart protein mik-
tarina (ng) bolinerek oransal degerler elde edildi ve enjeksiyonlar-
dan edilen bu oranlarin ortalamasi alind.

istatistiksel analiz

istatistiksel bir sonug olan PLGS degderi Monte Carlo islem kiime-
si (algoritma) kullanilarak hesaplanmaktadir (6). Enjeksiyon bazli
protein miktarlarn arasindaki istatistiksel farklilk varyans analizi
yontemi ile degerlendirildi.

BULGULAR

Tanimlanan F. hepatica proteinleri:

Parazitlerin bekletildigi 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
tanimlandi (Tablo 1).

Tanimlanan F. hepatica proteinlerinin miktarlar:

Tanimlanan F. hepatica proteinlerinin oransal miktarlar Sekil 2'de
gosterilmektedir. Fasciola hepatica TPx miktarinin bu arastirma-
da tanimlanan diger proteinlerin miktarlarina gére yaklagik 2-6
kat daha fazla oldugu belirlenmistir (p<0,01). Diger tanimlanan
proteinlerden CL1 ve FABP2 miktarlar birbirine benzer iken, bu
miktar dlzeyi FABP1 miktarina gore yaklasik 2, KTPI miktarina
gore yaklagik 2,5 kat daha fazla bulunmustur.

TARTISMA

Bu calismanin amaci, son konakgidan cikarilan F. hepatica para-
zitlerinin FTS igerisine salgiladigi proteinleri glincel bir proteo-
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Sekil 2. Parazitlerle bekletildikten sonra, FTS igeriginde

tanimlanan her bir proteine ait miktar (oran) gosterilmektedir.
Fasciola hepatica TPx icin bulunan miktar, tanimlanan diger
proteinlerin miktarlarina gore yaklasik olarak en az 2, en fazla 6
kat daha fazla tespit edilmistir (p<0,01). Fasciola hepatica CL1 ve
FABP2 miktarlar birbirine yakin, FABP2 miktari ise FABP1
miktarina goére yaklagik olarak 2 kat daha fazla oldugu
gozlenmistir. Protein miktarlari arasinda, KTPI miktari en azdir

mik yontem kullanarak tanimlamak ve bu proteinlerin miktarlarini
arastirmakti. Bu calismada, daha dnce yapilan bagimsiz calisma-
lardan (7, 8) farkl olarak, F. hepatica’'nin dogrudan strese bagli
yanitini anlayabilmek igin, FTS ile yikama ve besi yerinde bekle-
tilme islemleri yapilmadi. Bu arastirmada, protein miktari dlgme
bakimindan giincel ve givenilir bir proteomik yéntem olan veri-
bagimsiz edinim ydntemi kullanildi. Arastirmamizda, toplam 5
protein (CL1, FABP1, FABP2, TPx, ve KTPI) tanimlanmistir.

Cathepsin L protease 1D (CL1) parazitin salgiladidi bir proteolitik
enzimdir ve konakgi proteinlerin peptitlere parcalanmasinda
gorev almaktadir (10). Fatty acid binding protein 1 (FABP1) ve fatty
acid binding protein 2 (FABP2) konakg¢ida bulunan yag asitlerini
baglama ve olusan oksidatif Griinlerin azaltiimasinda gorev almak-
tadir (7, 11, 12). Kunitz type proteinase inhibitor (KTPI), tripsin gibi
bir proteazin aktivitesini engelleyebilmektedir (13). Thioredoxin
peroxidase (TPx) ise bir antioksidant olup alternatif aktive makrofaj
tipinin olusumunda ve dolayisiyla Th2 (T-helper 2) tip bir bagisiklik
yanitinin gelismesinde &nemli rol oynadigr gosterilmistir (14).

Calismamizda, TPx miktari, diger tanimlanan proteinlerin (CL1,
FABP1, FABP2, KTPI) miktarlarina gore, daha fazla (2-6 kat)
bulunmustur. Bu durum, parazitin, stres durumunda metabolik
faaliyetler ile ilgili proteinlerin salinimi yerine, Th2 yanitini uyaran
bir molekilin (TPx) uyariimasini tercih ettigini géstermektedir.
Bu biyolojik mekanizma, TPx molekild aracilidi ile alternatif akti-
ve makrofajlar ve Th2 yanitinin uyariimasinda ve parazitten
korunmada 6nemli olan Th1 (T-helper 1) bagdisiklik yanitinin bas-
kilanmasinda énemli olabilir. Bircok parazit (F. hepatica dahil)
makrofajlardaki arginase enziminin uyarilmasini tetikleyerek
L-arginine molekiliniin L-ornithine’e pargalanmasini, L-ornithine
ise ornithine aminotransferase ile reaksiyona girerek kollajen
sentezi ve fibroziste yer alan proline molekilinin olugsmasini
saglamaktadir (15, 16). Arginase enziminin yer aldigi bu yolak
sonucunda olugsan makrofaj tipi (alternatif aktive makrofaj) Th2
tip bagisiklik yaniti ile ilgili sitokinler (IL-4, IL-10 gibi) salgilamak-
tadir ki bu sitokinler Th1 (anti-paraziter yanit) ile iliskili sitokinlerin
salinimini baskilamaktadir (15-17).

Fasciola hepatica tarafindan TPx saliniminin artmasi, ortamdaki
oksidatif stresin azaltilmasi ile iligkili olabilir. Bu protein tarafin-
dan uyarilan Th2 tip badisikhk yaniti, Th1 iligkili klasik aktive
makrofajlarin uyariimasinin engellenmesinde ve dolayisiyla bu
makrofajlar tarafindan salgilanan ve F. hepatica icin zararl olan
nitrik oksit derisiminin (15, 18) azaltilmasinda énemli olabilir.

Bir onceki calismamizda parazit iceriginde FABP1 miktarinin
FABP2 miktarina gore daha fazla oldugu gosterilmistir (6). Bu
aragtirmada ise,FTS iceriginde FABP2 proteininin miktarinin
FABP1 miktarina gore yaklasik 2 kat daha fazla oldugu gozlen-
mistir. Bu bulgu, parazitin stres durumunda, FABP2 protein salgi-
lanmasinin FABP1 salgilanmasina gére daha dncelikli olabilece-
gini distindirmektedir.

Bu ¢alismada, KTPI, miktar en az tespit edilen proteindir. Stres
durumunda parazitin proteolitik aktivitesinin azalmasi ile iligkili
olarak, KTPI proteininin sentezlenmesi ve salgilanmasi baskilan-
mis olabilir.

SONUC

Bu calismadaki bulgular, deneysel ¢alismalarda olusan cevresel
degisiklige bagli gelisen stres durumunda, metabolizma iligkili F.
hepatica proteinlerinin salinimi yerine, Th2 tip bagisiklik ile iligki-
li TPx saliniminin 6ncelikli olabilecedine isaret etmektedir.
Konakg! icerisinde de, badisiklik hiicreleri tarafindan salgilanan
molekdller ve yaratilan oksidatif strese karsi, ayni veya benzer bir
biyolojik mekanizma parazit tarafindan tetiklenebilir. Bu tip bir
mekanizmayi durdurabilecek TPx odakl taktiklerin denenmesi
(agl, ilag veya gen susturma gibi), F. hepatica enfeksiyonunun
onlenmesinde veya tedavisinde dnemli olabilir.
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