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OZET: Koyun ve sigir karaciger ve akcigerlerinden alinan kistlere ait kist sivisi, germinal membran, kiz kesesi ve protoskoleksler
homojenize edildikten sonra, protein ve lipid profillerini belirlemek i¢in SDS-PAGE ve HPTLC analizleri gerceklestirildi. HPTLC analizi
sonucunda, membran yapilarda, genel olarak tim membranlarin olusumuna katilan baslica tg lipid sinifi (fosfolipid, serbest yag
asidi, kolesterol) gorilirken, sivilarda ise sadece fosfolipidlerin varhigi tespit edildi. Numunelerin SDS-PAGE analizi sonucunda ise,
molekiler biytklikleri 8-205 kDa arasinda, sigirlara ait karaciger germinal membraninda 16, akciger germinal membraninda 19,
akciger kiz kese germinal membraninda 15, akciger kiz kesesi sivisinda 17, akciger steril kist sivisinda 4 adet, koyunlara ait akciger
germinal membraninda 19, akciger steril kist sivisinda 5 ve koyun akciger fertil kist sivisinda 12 adet protein tespit edildi.

Anahtar sozciikler: Echinococcus granulosus, HPTLC, Kist hidatik, Koyun, SDS-PAGE, Sigir.

Analysis of Protein and Lipid Profiles of Hydatid Cysts from Sheep and Cattle
by SDS-PAGE and HPTLC

ABSTRACT: In sheep and cattle, the hydatid cyst fluids, cyst germinal membranes, cyst in the daughter sacs and microscopically
identified protoscolexes taken from the livers and lungs, were analysed, following homogenisation according to the routine
procedures, for illustrating the profiles of protein and lipid bands by using SDS-PAGE and HPTLC methods. According to the results
of the HPTLC analyses, in the membrane structures, all three lipid classes (Phospholipid, Free Fatty Acids, Cholesterol), as
contributing to the formation of all the membranes in general, were observed mainly, while presence of the phospholipid only was
detected in the liquids. Following the SDS-PAGE analyses, various numbers of antigens, ranging from the 8 to 205 kDa molecular
sizes, were detected, as; in bovine, germinal membrane of liver 16, in the germinal membrane of lung 19, in the daughter sac
germinal membrane of lung 15, in the daughter sac fluid of lung 17, in the sterile cyst fluid of lung 4, while in ovine, in the germinal
membrane of lung 19, in the sterile cyst fluid of lung 5 and, finally in the fertile cyst fluid of lung 12 antigens.

Key words: Cattle, Echinococcus granulosus, HPTLC, Hydatid cyst, SDS-PAGE, Sheep.
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GiRiS

Hidatidosis, hem insan hem de evcil hayvanlari
etkileyen diinyadaki en 6nemli zoonozlardan birisi
Ulkelerdeki

sik
Tirkiye'de de yaygin olarak goriilen bu hastalik

olup, ozellikle az gelismis kirsal

populasyonlarda oldukga gorilmektedir.
insanlarda ve hayvanlarda saglik ve ekonomik yénden
sorunlar olusturmaya devam etmektedir (Giralp,

1981; Baris ve ark., 1989; Dar ve Alkarmi, 1997).

Echinococcus granulosus’un olgunlari  gesitli
karnivorlarin ince bagirsaklarinda, larvasi olan kist
hidatik ise insanlarin da iginde bulundugu bircok evcil
ve yabani memelinin basta karaciger ve akciger olmak
lizere hemen hemen bitin organ ve dokularinda
bulunabilmektedir (Glralp, 1981; Morris ve Richards,

1992).

Son yillarda immunodiagnoz alanina hizla giren
sodyum dodesil siilfat - poliakrilamid jel elektroforez
(SDS-PAGE) ve Western blot yontemleri, enfeksiyon
etkenlerinin protein yapisindaki spesifik antijenlerini
ortaya ¢ikararak, indirekt tani yontemlerinin degerini
dusirmis ve capraz reaksiyon gibi olumsuzluklari

ortadan kaldirmistir (Sharma ve ark., 1987).

Poliakrilamid  jellerde ¢ok vyaygin olarak

kullanilan ¢6ziict ajan sodyum dodesil slfat (SDS)'tir.
Protein karisimi, SDS ve 2-merkaptoetanol varliginda
distlfid baglari
denatiire edilir. Bu sartlar altinda, bircok polipeptid

isitildiginda  proteinlerin kirilarak
agirhgina gore SDS’i baglamakta, bunun sonucunda
SDS-polipeptid komplekslerinin yik dansiteleri ayni
olmakta ve polipeptid boyutuna gore poliakrilamid

jelde go¢ etmektedirler (Reiner, 2005).

Kromatografi teknigi, temelde denge dagihm

katsayilarinin  farkhliklari sebebiyle, c¢oztnurlikleri
birbirinden farkli olan bilesiklerin iki farkli faz arasinda
ayrilmasini gerektirir. Bu fazlardan birincisi sabit faz
digeri ise mobil fazdir. High-performance thin-layer

chromatography (HPTLC), 6zellikle lipidlerin analizinde
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kullanilan  kullanigl, hizh, bir

kromatografi tariadir (Elke, 2007).

glvenilir ve ucuz

SDS-PAGE de proteinlerin fraksiyonunda ayni
antijenle calisiimasina ragmen farkli sonuglarin alindigi
rapor  edilmistir. Bu  farkliliklarin  antijenin

farkli

olmasindan, ayrica ¢alismanin c¢esitli asamalarinda

ekstraksiyonunda  kullanilan  metotlarin
kullanilan aletlerden ve 6zellikle protein kesici ve jel
polimerizasyonunda kullanilan kimyasal maddelerin
kalite ve kantite degisikliklerinden kaynaklanabilecegi

belirtilmektedir (Kdksal ve ark., 1995).

Kanwar ve ark. (1992),
insandan aldiklar

koyun, ke¢i, domuz ve
hidatik kist sivilarinda molekil
agirhklar 8-116 kDa arasinda degisen en az 15 protein
fraksiyonu saptadiklarini kaydetmislerdir.

Burgu ve ark. (2000), SDS-PAGE ve Western blot
yontemleriyle kist hidatik icin koyunlarda spesifik
proteinin 116 kDa, insanlar icin de 68 ve 8 kDa

oldugunu bildirmislerdir.

Koksal ve ark. (1995), insan, koyun ve sigir
kokenli hidatik kist sivilarindaki proteinlerin SDS-PAGE
ile analizlerinde 8-120 kDa arasinda degisen 20 kadar

bant bulmuslardir.

Turkiye'de yapilan bir diger g¢alismada (Sasmaz
ve ark., 1995), kist hidatigin protoskoleks, kist sivisi ve
cimlenme kapsuli kullanilarak, bunlara iliskin antijenik
blot ile ortaya
8,20,45,57,68 kDa'luk antijenik determinantlarin,

cerrahi

profilleri Western konmus ve
olarak dogrulanmis hasta kan serumlari
kullanilarak teyit edildigi bildirilmistir. Ayrica sigir ve
koyun kokenli kist sivilarindan da benzer sonuglar

alindig1 kaydedilmistir.

Bu galismada SDS-PAGE ve HPTLC kombinasyonu
kullanilarak, hidatik kistlerin protoskoleks, germinal
membran, kist sivilari ve kiz keselerindeki sirasiyla
lipid belirlenmesi

protein ve profillerinin

amagclanmistir.
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MATERYAL ve METOT

Calisma materyali i¢in Erzurum’da bulunan
Ozbeyli Et Kombinasinda kesimi yapilan sigirlarin ve
koyunlarin karacigerleri ve akcigerleri Echinococcus
granulosus’un larvasi olan kist hidatik yoninden
kontrol edilmis ve kist bulunan dokular herhangi bir
direk

incelemeye alinmistir. Elde edilen kistlere ait; kist

islem yapilmadan laboratuara getirilerek
sivilari, germinal mebranlari, kistler igerisinde gorilen
kiz keselerine ait kist sivilari ve bu kiz keselerin
germinal membranlari ve protoskoleksleri homojenize

edilmistir.
Kist sivisi antijenlerinin hazirlanmasi

Koyun ve sigir karacigerlerinden elde edilen hem
fertil hem de steril hidatik kist sivilari +4°C’de, 3500 x
g’'de 15 dakika sireyle santrifiij edilerek protoskoleks
ve diger partikillerin ¢okmesi saglandi. Sonugta elde
2 ml
tiplere porsiyonlanarak SDS-PAGE ve HPTLC analizleri

elden siipernatantlar kapasiteli eppendorf

yapilincaya kadar -86°C’de saklandi.

Protoskoleks, germinal membran ve kiz kese

membran antijenlerinin hazirlanmasi

Koyun ve sigir karacigerlerinden elde edilen fertil
kist sivilari, akciger ve karacigerden elde edilen
germinal membranlar ve sigir akcigerinden elde edilen
kiz keseler 3500 x g’'de 15 dakika siireyle santrifj
edilerek ¢okmesi saglandi. Sipernatant
uzaklastirilarak prespitant Gzerine 10 ml Tris HCl (pH
6,8) tamponu ilave edildi ve +4 °C'de, 3500 x g'de 15
dakika stireyle santrifiij islemi gerceklestirildi. Bu islem

4 kez daha tekrar edildi.

Sonucta elde edilen kist sivilari, protoskoleksler,
germinal membranlar ve kiz keseler potter-elvehjem
homojenizatdre alindi ve 1/5 oraninda %10 SDS, %1
Tween 20 karnisimiyla buz igerisinde cam
homojenizator ile 10 dk siireyle homojenize edildi. Bu
2 mi

porsiyonlanarak SDS-PAGE ve

eppendorf tliplere
HPTLC

homojenat kapasiteli
analizleri

yapilincaya kadar -86 °C’de saklandi.
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Numunelerin SDS-PAGE analizi

Eppendorf tiipe alinan 5 pl serum UGzerine 245 pl
elektroforez sample buffer’t eklendi. Tipler iyice
karistirildiktan sonra %10 konsantre jelde 20 mA/jel
sabit saat

akim  modunda vyaklasik 2 sireyle

elektroforez islemi gerceklestirildi.
Numunelerin HPTLC analizi

Bir ml serum {zerine 2 ml, igerisinde %1

Butylatedhydroxytoluene iceren ekstraksiyon
sollisyonundan eklenerek 2 dk siireyle serum-solvent
karisimi vortekslendi. Daha sonra numuneler 5000 x g
de +4 °C’ de 10 dk sureyle santrifij edildi ve Ustteki
hekzan fazi, 5 pl hacimde, yikanmis HPTLC plakalarina
uygulandi. Plakalar developing sollisyonunda en az 5
cm ylritildu ve siire sonunda boyanarak analizleri

gerceklestirildi.

BULGULAR
Lipid profil analizi

HPTLC

membran yapilarda, genel olarak tim membranlarin

Numunelerin analizi  sonucunda,
olusumuna katilan baslica Ug lipid sinifi (fosfolipid,
serbest yag asidi, kolesterol) gorilirken sivilarda ise

sadece fosfolipid varligi tespit edildi.
Protein profil analizi

Numunelerin SDS-PAGE analizi sonucunda, 8-
205 kDa molekdiiler bilylikligl arasinda, sigirlara ait
karaciger germinal membraninda 16, akciger germinal
19, kiz
15, protoskoleksinde 14,

akciger kiz kesesi sivisinda 17,

membraninda akciger kese germinal

membraninda akciger
akciger steril kist
sivisinda 4 adet, koyunlara ait akciger germinal
membraninda 19, akciger steril kist sivisinda 5 ve
akciger fertil kist sivisinda 12 adet antijen tespit edildi

(Sekil 2).
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Tablo 1. Germinal membran, protoskoleks ve kist sivilarinin lipid profilleri

Table 1. Germinal membrane, protoscolex and cyst fluids of lipid profiles

Lane 1 Lane 2 Lane 3 Lane 4 Lane 5 Lane 6 Lane 7 Lane 8 Lane 9

Band % Band % Band % Band % Band % Band % Band % Band % Band %
Pl 100 100 100 100 6,13 14,41 6,63 27,47 17,64
Col 59,10 50,35 54,44 48,71 56,12
FFA 34,76 35,24 38,92 23,82 26,25

FFA Col Pl
g 1
s/ T 1 s BOE

— —
f |

Sekil 1. Germinal membran, protoskoleks ve kist sivilarinin HPTL kromatogrami (FFA: Serbest yag asidi, Col: Kolesterol, PI:
Fosfolipid).

Figure 1. Germinal membrane, protoscolex and cyst fluids of HPTL chromatogram (FFA: Free Fatty Acids, Col: Cholesterol, PI:
Phospholipid).

1. Koyun akciger fertil kist sivisi, 2. Koyun akciger steril kist sivisi, 3. Sigir akciger steril kist sivisi, 4. Sigir akciger kiz kese sivisi, 5.
Sigir akciger protoskoleksi, 6. Koyun akciger germinal membrani, 7. Sigir akciger kiz kese germinal membrani, 8. Sigir akciger

germinal membrani, 9. Sigir karaciger germinal membrani
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Sekil 2. Numunelerin SDS-PAG elektroforetogrami
Figure 2. Samples of SDS-PAG electroforetogram

1. Sigir karaciger germinal membrani, 2. Sigir akciger
germinal membrani, 3. Sigir akciger kiz kese germinal
membrani, 4. Koyun akciger germinal membrani, 5. Sigir
akciger protoskoleksi, 6. Sigir akciger kiz kese sivisi, 7. Sigir
akciger steril kist sivisi, 8. Koyun akciger steril kist sivisi, 9.

Koyun akciger fertil kist sivisi

TARTISMA

Echinococcosis, dilinyadaki o6nemli zoonotik
enfeksiyonlardan birisi olup, ozellikle az gelismis
lkelerde, insan ve hayvanlarda sik¢a rastlanmaktadir
(Rickard ve ark., 1986). Klinik bulgularin yeterince
konaklardaki

teshisinde problemler ortaya ¢ikmaktadir. Hastaligin

belirgin  olmayisi  nedeniyle ara
erken tanisi slphesiz tedavideki basari sansini da

artirmaktadir (Hira ve ark., 1990).

farkh

doénemlerinin degisik antijenik Ozellik gosterdigi ve

Echinococcus  granulosus’un gelisme
hidatidozda antijenlerin kaynaginin ise genelde kist
kist membrani

Hidatidosisli

ve protoskoleksler oldugu
farkli

antijen

SIvISI,
bilinmektedir. konaklardan elde
kist

karsilastirildiginda, insan ve koyun kistlerinin, sigir ve

edilen sivilarinin konsantrasyonlari

domuz kistlerine oranla, karaciger kistlerinin ise
akciger kistlerine oranla daha fazla antijenik yapiya
sahip oldugu saptanmistir (Musiani ve ark., 1978).
Yapilan bu calismada akcigerden alinan kistlere ait

germinal membranlarda sigir ve koyun arasinda
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belirgin bir farkhhk goérilmemis ancak akcigerden
alinan kist sivilari karsilastirildiginda koyuna ait olanin
sigira gore 1 bant daha fazla oldugu tespit edilmis
olup bu durumun verilen literatiirle uyumlu oldugu

gorltlmustdar.

Klasik

modifiye edilmis jel sistemleri olmasina ragmen SDS-

elektroforetik  yontemler icerisinde
PAGE bunlarin igerisinde en iyi bilinenlerden birisidir.
Yontemin oOnemli ozelliklerinden birisi ¢ok sayida
protein karisimlarinin analizine imkan saglamasidir

(Bulut ve ark., 2001).

Burgu ve ark. (2000), koyun hidatik kist sivisinin
SDS-PAGE ile analizinde molekiiler agirhig 8 ile 200
kDa arasinda degisen dokuz farkh spesifik protein
bandi elde etmislerdir. Simsek ve Koroglu (2004) ise
ayni yontemle koyun kist sivisinda 29, 45, 58, 68, 98
ve 116 kDa molekiler agirliginda alti farkli polipeptit
(2006),
bir

¢alismada, ham kist sivisi antijeninin separasyonu

bandi tespit etmislerdir. Simsek ve ark.

koyundaki kistler tzerinde yaptiklar diger
sonucu 8 ile 205 kDa araliginda 15 farkli protein bandi
elde etmigler ve 66 kDa’luk bantin en belirgin bant
oldugunu bildirmislerdir. Baska bir ¢alismada Kanwar
ve ark. (1992), koyun hidatik kist sivisinda SDS-PAGE
yontemiyle molekiler agirhigr 8-116 kDa arasinda
degisen 15 farkli fraksiyon belirlemisler ve bunlar
icerisinde en belirgin olaninin 66 kDa’luk band
oldugunu bildirmislerdir. Yapilan bu c¢alismada da
numunelerin SDS-PAGE ile analizi sonucunda, 8-205
kDa molekdl blyikliglu arasinda 19 farkli protein
bandi tespit edilmis ve kistlerden elde edilen protein
bantlarina bakildigi zaman 66 kDa’un parazitin biitin

gelisim safhalarinda mevcut oldugu gorilmustar.

kist
kist

Germinal membran, protoskoleks ve

sivilarinin  lipid  profili analizleri sonucunda,

sivilarinda lipid olarak sadece fosfolipid bulundugu
gorlldu. Ayrica sigir akciger protoskoleks membrani
ile sigir akciger kiz kese membraninin lipid profilinin
¢ok benzer oldugu, bu orneklerdeki lipid siniflarinin
oranlari protoskoleks membraninda

sigir akciger



Balkaya ve ark.

fosfolipid %6.13, kolesterol %59.1 ve serbest yag asidi
%34.76 iken sigir akciger kiz kese membraninda ayni
sirayla %6.63, %54.44 ve %38.92 olarak tespit edildi.
lipid

profillerinin birbirlerinden farkli oldugu ve koyun

Bunlara ek olarak diger membranlarin
akciger germinal membraninda fosfolipid %14.41,
kolesterol %50.35 ve serbest yag asidi %35.24, sigir
akciger germinal membraninda ayni sirayla %27.47,
%48.71 ve %23.83, sigir
membraninda ise fosfolipid %17.64, kolesterol %56.12

ve serbest yag asidi %26.25 oldugu tespit edildi (Tablo

karaciger germinal

1). Daha 6nceki ¢alismalarda hem germinal membran
hem de kist sivilarinin kromatografik lipid analizlerine
bir lipid
kargilastirmasi yapilamamistir.

ait bulgu olmadig igin sonuglarinin

Sonug olarak, koyun ve sigirlara ait karaciger ve
akcigerlerden elde edilen kistlere ait; kist sivilari,
germinal membranlari, kistler icerisinde goérilen kiz
keselerine ait kist sivilari ve bu kiz keselerin germinal
membranlari ve protoskoleksler kullanilarak yapilan
SDS-PAGE

c¢alismada, tiim antijenik yapilarda ortak bantin 66

ile protein bantlarinin arastirildigi  bu

kDa olmasi, bunun echinococcosise spesifik bir antijen

olabilecegi kanaatini olustururken, lipid profili

acisindan ise ayni hayvanin ayni dokusundan koken
alan kiz kese ile protoskolekslerin oldukca benzer

profile sahip oldugu gorilmistir.
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