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Dirofilaria immitis’in ergin ve mikrofilerlerinin somatik ve salgisal
antijenlerinde spesifik proteinlerin belirlenmesi ve glikoprotein
varligimin arastirllmasi”
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Ozet: Bu ¢alismada, Dirofilaria immitis'in ergin ve mikrofilerlerinin somatik ve E/S proteinleri SDS-PAGE ile ayristirildi.
Ayristirilan proteinlerden hangilerinin hastaliga spesifik antijenler icerdigi immunblotting yontemiyle belirlendi. Antijenik glikoprote-
inler ise glikan kitleriyle belirlendi. Parazitin ergin formunun somatik ve E/S antijenleri ile yapilan immunblotting sonucunda; 69, 20,
18, 16, 14, 12 kDa’luk proteinlerin ortak sekilde spesifik oldugu, erginlerde (somatik antijen); 20, 18, 16 kDa’luk proteinlerin, ergin
salgisal tirtinlerinde (E/S antijen); 18 ve 16 kDa’luk proteinlerin glikoprotein oldugu belirlendi. Mikrofilerlerinin somatik ve salgisal
antijenleri ile yapilan immunblotting sonucunda; 16, 14 ve 12 kDa'luk proteinlerin ortak sekilde spesifik oldugu, bunlardan mikrofiler-
lerde ve mikrofilerlerin salgisal iiriinlerinde 14 ve 16 kDa’luk proteinlerin glikoprotein oldugu belirlendi. Parazitin biitiin formlarinda,
spesifik antijenlerin seker iceriklerindeki ¢ok kiiciik farkliliklar disinda genel olarak mannoz, siyalik asit ve galaktoz bulundugu tespit
edildi. Parazitlerin antijenik yapidaki glikoproteinlerinin belirlenmesi, konak-parazit arasindaki iligkilerin aydinlatilmasina ve yapila-
cak olan ag1 ¢alismalarina katki saglayacaktir.

Anahtar sozciikler: Dirofilaria immitis, E/S antijen, glikoprotein, mikrofiler, spesifik protein.

Determining specific proteins in somatic and excretory/secretory antigens of adult and microfilariae of
Dirofilaria immitis and investigation of glycoprotein occurrence

Summary: In this study, somatic and secretional proteins of adult and microfilariae of Dirofilaria immitis were separated with
SDS-PAGE. Which separated proteins include specific antigens to the disease was determined with immunblotting technique.
Antigenic glycoproteins were determined with glycan kits. According to the immunblotting results which were obtained by somatic
and excretory/secretory (E/S) antigens of adult form of parasite it has determined that: 69, 20, 18, 16, 14, 12 kDa proteins are commonly
specific, in adults (somatic antigen); 20, 18,16 kDa proteins, adult E/S products; 18 and 16 kDa proteins are glycoproteins. According
to the immunblotting results which were obtained by somatic and E/S antigens of microfilariae it has determined that 16, 14 and 12
kDa proteins are commonly specific, in microfilariae and E/S products of microfilariae 14 and 16 kDa proteins are glycoproteins. In
all forms of parasite generally mannose, sialic acid and galactose were seen except small differences in sugar ingredients of specific
antigens. Determining antigenic structured glycoproteins of parasites will provide clarify of relation between host parasite and also will
provide contribution to the vaccine studies.

Keywords: Dirofilaria immitis, excretory/secretory antigen, glycoprotein, microfilariae, specific protein.

Giris risk olusturan zoonoz nematodlardir (6, 21, 27). Képek-

Dirofilariyozis, Dirofilaria cinsine bagli filarial ne- lerde en yaygin olarak goriilen ve insanlarda hastalik ya-
matodlarin sebep oldugu, sivrisinekler tarafindan nakledi- pabilen iki 6nemli tiirden biri olan Dirofilaria immitis, ko-
len bir hastaliktir. Son konaklari basta primat ve karnivor- ~ pek, kedi, tilki, kurt gibi karnivorlarda, bazen de insanda
lar olmak tizere ¢esitli memelilerdir. Dirofilaria cinsine yerleserek 6nemli sistemik bozukluklara sebep olur (27).
bagli nematodlar hemen hemen tiim diinyada gériilen, ba- Bu nematodun eriskinleri kdpeklerin sag ventrikulusu ve
zen gizli seyir gosteren, hem insan hem de kopekler igin pulmoner arterlerine yerleserek pulmoner sirkiilasyon,
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kalp, karaciger ve bobreklerde fonksiyonel bozukluklara
yol agmakta, mikrofilerleri (MF) ise perifer kanda yasa-
maktadir (1, 14, 27). Degisik sokucu sinekler Dirofilaria
tiirlerine ara konaklik yaparlar. Bunlar enfekte hayvanlar-
dan kan emmek suretiyle mikrofilerleri alarak, baska hay-
vanlara bulastirirlar (6).

SDS-PAGE ve Western blotting teknikleri son yil-
larda parazitoloji alaninda sik¢a kullanilmaktadir.
Immunblotting tekniginin paraziter hastaliklarin tanisinda
son derece hassas ve spesifik sonug¢lar verdigi bildiril-
mekte, testin ¢apraz reaksiyon riskini 6nemli oranda azalt-
t181, erken teshis icin ¢ok 6nemli bir basamak tegkil ettigi
kaydedilmektedir (17).

Bazi protozoal ve helmintik parazitler, parazitizmle-
rini saglamak i¢in genellikle antijenik olan ve konaga in-
vazyonda gerekli olan karbonhidrat bagh proteinlere (gli-
koprotein) ihtiya¢ duyarlar (30). Protein glikozilasyonu
proteinlerin en yaygin posttranslasyonel modifikasyonu
olup, proteinin antijenik Ozelliklerine katkida bulunur.
Glikoprotein ya da glikolipidlerin i¢erisinde bulunan gli-
kanlar helmintlerin yiizeylerinde ya da E/S (salgisal) {irlin-
lerinde bol miktarda bulunur ve genellikle ¢ok antijeniktir;
alistlmigin disinda monosakkaritler ya da alisilmig mono-
sakkaritlerin alisitlmamis baglarini igerebilir. Helmintlerin
sentezledigi bu alisilmadik glikanlar konak immun Siste-
minden uzun siire kagmaya yarar. Adaptif immunitede
dendritik hiicrelerin anahtar rol oynadigi bilinmektedir.
Dendritik hiicrelerin izerinde bulunan C-tipi lektinler pa-
tojen glikanlarini tanir ve baglar. Bu durumdan kurtulmak
icin helmintler hedeflerindeki dendritik hiicrelere, yiizey-
lerindeki glikanlar1 degistirerek “glikan hilesi” yaparlar.
Boylece pek ¢ok inflamatuvar cevabin diizenlenmesine
katkida bulunarak immun modiilasyona sebep olurlar (7).
Parazit glikoproteinlerin detayli analizleri konak-parazit
arasindaki iligkilerin aydinlatilmasina, béylece immun ce-
vabin arastirilmasindaki eksik bilgilerin tamamlanmasina
yardimc1 olur (29).

Bu ¢aligmanin amaci, D. immitis’in ergin ve mikro-
filerlerinin somatik ve salgisal antijenlerindeki spesifik
proteinleri belirlemek ve spesifik proteinlerden hangileri-
nin glikoprotein oldugunu ve bu glikoproteinlerin hangi
sekerleri igerdigini tespit etmektir.

Materyal ve Metot

Bu ¢alisma i¢in Adnan Menderes Universitesi Hay-
van Deneyleri Yerel Etik Kurulu’'ndan onay almmustir
(Onay numarast: B.30.2.ADU.0.00.00.00/050. 04/2010/094).

Calismada kullanilacak materyali, Adnan Menderes
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim
Dali’nda konuyla ilgili daha 6nce yapilmis bir tez ¢aligma-
sindan elde edilmis parazitin erigkin ve larvalari ile bu pa-
razitlerin toplandigi hayvanlardan elde edilen serumlar
olusturmustur. S6z konusu tez ¢alismasi sirasinda, dort

adet D. immitis’le enfekte kopekten kan alinmig, 3000
rpm’de santrifiij edilerek serumlar1 ayrilmistir. Kopeklerin
otopsileri sonucu elde edilen D. immitis erigkin donemleri
ve bu kopeklerin kanlarindan elde edilen mikrofilerleri
RPMI 1640 besi yeri i¢cinde yasadiklari siire boyunca (8-
10 giin) tutarak E/S antijenleri elde edilmistir. Erigkin ve
larva donemi (L-1) asamasindaki parazitlerin kendileri,
icinde yasatildiklar1 besi yeri ile birlikte E/S antijenleri ve
serumlar, analizlere kadar - 80°C’de muhafaza edilmistir.

Somatik antijenlerin hazirligi i¢in -80°C’de bekleyen
ergin parazitler ve larvalar1 olan mikrofilerler (L1) 1siya
dayanikli iki ayr1 havan igerisine konularak, ¢oziilmele-
rine izin verilmeden lizerlerine sivi azot ilave edildi. Sivi
azotun ugmastyla beraber ileri derecede donmus olan pa-
razitler ve larvalar1 havan tokmagi ile doviilerek toz haline
getirildi. Proteaz inhibitérleri ilave edilerek vorteksle iyice
karistirildi. Daha sonra 13000 rpm’de +4°C’de 30 dakika
santrifiij edildikten sonra siipernatant, diyaliz torbasina
konularak +4°C’de 24 saat diyaliz edildi. Hazirlanan para-
zit antijenleri 0,45 pm’lik membran filtreden gegirilecek
ve -80°C’de sakland1 (20). Salgisal antijenler i¢in herhangi
bir 6n hazirlik yapilmayip, parazitlerin i¢inde yasatildigi
besi yerleri direkt olarak kullanildi.

Daha 6nceden kullanima hazir hale getirilmis ve -
80°C’de bekleyen parazit antijenleri ¢dzdiiriildii ve protein
miktarlar1 Lowry yontemi ile dl¢iildii (15). Parazit antijen-
lerine ait protein profillerini belirlemek amaciyla SDS-
PAGE yapildi1 (13, 31). Elektroforez isleminden sonra jel-
ler Blue Silver boya ¢ozeltisi ile boyand (5). SDS-PAGE
sonucunda goriilen bantlarin molekiil agirliklart molekiiler
imaj yazilimi ile hesaplandi. Antijenik yapinin belirlen-
mesi amactyla Burnie ve ark. (4) tarafindan bildirilen
immunblotting (Western blotting) yontemi kullanild.
Immunblotting (IB) sonucunda goriilen bantlarin molekiil
agirliklart molekiiler imaj yazilimu ile hesaplandi. Kist hi-
datik proteinlerindeki glikoprotein varliginin belirlenmesi
ve ayirt edilmesi amaciyla glikan tayin ve glikan ayirt
etme kiti kullanildi. SDS-PAGE’den sonra proteinler po-
livinil difloriir (PVDF) membrana aktarildi. Membran
iizerinde glikoprotein varlig1 ve ayrimu iiretici firmanin di-
rektifleri dogrultusunda gerceklestirildi. Glikoproteinlerin
ayirt edilmesi igin glikan ayirt edici kit igerisinde bulunan
spesifik lektinlerden yararlanildi (Tablo). Olusan bantlarin
molekiil agirliklart molekiiler imaj yazilimi ile hesaplandi.

Bulgular

D. immitis ergin formunun salgisal antijenleri ile ya-
pulan SDS-PAGE ve IB sonug¢lari: SDS-PAGE ile 249 ila
12 kDa arasinda 20 adet protein bandi tespit edildi. Hasta
kopek serumlariyla yapilan immunblotting sonucunda 185
ila 12 kDa arasinda 14 antijenik bant (185, 117, 101, 69,
63, 53, 36, 27, 25, 20, 18, 16, 14, 12 kDa) belirlendi. Bu
bantlardan sekiz tanesi (185, 117, 101, 63, 53, 36, 27, 25
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Tablo. Cesitli D. immitis antijenlerinin protein ve glikoprotein analizlerine ait sonuglar.
Table. Results of the protein and glycoprotein analysis of varrious D. immitis antigens.

EESA ESOA MESA MSOA
iB LB iB LB iB LB iB LB
185 185 180 192
117 112 156
101 100 115
69 GNA 69 GNA 72 SNA ve DSA 72 SNA, DSA, MAA
63 63 63 DSA 48
53 47 GNA 48
36 SNA 36 GNA ve SNA 36 SNA 36 SNA
27 27
25 25 25 25
20* 20* GNA
18* GNA 18* GNA
16* SNA 16* GNA 16* SNA 16* GNA ve SNA
14* 14* 14* GNA 14* GNA
12* 12* 12* 12*

EESA: Ergin E/S antijeni, ESOA: Ergin somatik antijeni, MESA: Mikrofilerlerin E/S antijeni, MSOA: Mikrofilerlerin somatik antijeni,
IB: Immunblotting, LB: Lektinblotting, MAA: Maackia amurensis agglutinin, GNA: Galanthus nivalis agglutinin, SNA: Sambucus
nigra agglutinin, DSA: Datura stramonium agglutinin. *Spesifik proteinler.

EESA: Adult E/S antigen, ESOA: Adult somatic antigen, MESA: Microfilariae E/S antigen, MSOA: Microfilariae somatic antigen,
IB: Iimmunoblotting, LB: Lectinblotting, MAA: Maackia amurensis agglutinin, GNA: Galanthus nivalis agglutinin, SNA: Sambucus
nigra agglutinin, DSA: Datura stramontum agglutinin. *Spesific proteins.

kDa) ticari olarak temin ettigimiz non enfekte kdpek seru-
muyla yaptigimiz immunblotting ile tespit edildi. Bu so-
nuglar dogrultusunda 69, 20, 18, 16, 14 ve 12 kDa'luk pro-
teinlerin hastaliga spesifik proteinler oldugu diigiiniilmek-
tedir.

D. immitis ergin formunun somatik antijenleri ile ya-
pilan SDS PAGE ve immunblotting sonug¢lari: SDS-PAGE
ile 225 ila 12 kDa arasinda 22 adet protein bandi tespit
edildi. Hasta kopek serumlariyla yapilan immunblotting
sonucunda 185 ila 12 kDa arasinda 14 tane antijenik bant
(185, 112, 100, 69, 63, 47, 36, 27, 25, 20, 18, 16, 14, 12
kDa) belirlendi. Bu bantlardan sekizi (185, 112, 100, 63,
47, 36, 27, 25 kDa) ticari olarak temin ettigimiz non en-
fekte kopek serumuyla yaptigimiz IB ile tespit edildi. Bu
sonuclar dogrultusunda 69, 20, 18, 16, 14, 12 kDa'luk pro-
teinlerin hastaliga spesifik proteinler oldugu diisiiniilmek-
tedir.

D. immitis mikrofilerlerinin E/S antijenleri ile yapi-
lan SDS-PAGE ve IB sonuc¢lari: SDS-PAGE ile 206 ila 12
kDa arasinda 24 adet protein bandi tespit edildi. Hasta ko-
pek serumlartyla yapilan IB sonucunda 220 ila 12 kDa ara-
sinda dokuz antijenik bant (180, 71, 63, 48, 35, 25, 16,
14,12 kDa) belirlendi. Bu bantlardan altis1 (180, 71, 63,
48, 35, 25 kDa) ticari olarak temin edilen non enfekte ko-
pek serumuyla yapilan IB ile tespit edildi. Bu sonuglar
dogrultusunda 16, 14 ve 12 kDa’luk proteinlerin spesifik
oldugu distiniilmektedir.

D. immitis mikrofilerlerinin somatik antijenleri ile
yapilan SDS-PAGE ve immunblotting sonuglari: SDS-
PAGE ile 218 ila 12 kDa arasinda 16 adet protein band1
tespit edildi. Hasta kopek serumlariyla yapilan IB sonu-
cunda 192 ila 12 kDa arasinda 11 tane antijenik bant (192,
156, 115, 72, 48, 39, 36, 25, 16, 14,12 kDa) belirlendi. Bu
bantlardan sekizi (192, 156, 115, 72, 48, 39, 36, 25 kDa)
ticari olarak temin edilen enfekte olmayan kdpek seru-
muyla yapilan immunblotting ile tespit edildi. Bu sonuglar
dogrultusunda 16, 14 ve 12 kDa'luk proteinlerin spesifik
oldugunu diistiniilmektedir.

D. immitis erginlerinin E/S antijenleri ile yapilan gli-
koprotein analizi sonuglari: Glikan Kkitleriyle yapilan
lektinblotting sonucunda; 69 ve 63 ve 18 kDa’luk proteinin
mannoz igerdigi, 36 ve 16 kDa’luk proteinin mannoz, si-
yalik asit ve galaktoz igerdigi tespit edilmistir.

D. immitis erginlerinin somatik antijenleri ile yapi-
lan glikoprotein analizi sonu¢lari: Lektinblotting sonu-
cunda; 69, 47, 20 ve 18 proteinlerin mannoz i¢erdigi, 36
kDa’luk proteinin, mannoz, siyalik asit ve galaktoz iger-
digi, 16 kDA’luk proteinin mannoz, siyalik asit ve galak-
toz icerdigi tespit edilmistir.

D. immitis mikrofilerlerinin E/S antijenleri ile yapi-
lan glikoprotein analizi sonuglari: Lektinblotting sonu-
cunda; 72 kDa’luk proteinin siyalik asit, galaktoz ve
N-asetil galaktozamin, 63 kDa’luk proteinin, galaktoz ve
N-asetil galaktozamin, 35 kDa’luk proteinin siyalik asit ve
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galaktoz, 16 kDa’luk proteinin siyalik asit ve galaktoz, 14
kDa’luk proteinin mannoz igerdigi tespit edilmistir.

D. immitis mikrofilerlerinin somatik antijenleri ile
yapilan glikoprotein analizi sonug¢lari: Lektinblotting so-
nucunda; 72 kDa’luk proteinin siyalik asit, galaktoz ve N-
asetil galaktozamin i¢erdigi, 35 kDa’luk proteinin siyalik
asit ve galaktoz i¢erdigi, 16 kDa’luk proteinin mannoz, si-
yalik asit, galaktoz, 14 kDa’luk proteinin mannoz igerdigi
tespit edilmistir.

Tartiyma ve Sonu¢

Bu ¢aligmada, D. immitis’in ergin ve mikrofilerleri-
nin somatik ve salgisal antijenlerindeki spesifik proteinler
belirlenmis, spesifik proteinlerden hangilerinin glikopro-
tein oldugu arastirilmig ve bu glikoproteinlerin hangi se-
kerleri igerdigi tespit edilmistir.

Yapilan literatiir taramalarinda D. immitis erginle-
rinde E/S antijenlerine iliskin az sayida ¢alisma (2, 11),
somatik antijenlerine iligkin daha ¢ok sayida ¢alisma (3,
16, 17, 19, 25) yapilmis oldugu goriilmiistiir.

Kaneko ve ark. (11) D. immitis’in ergin kiltiirinden
elde ettikleri E/S antijenleri ile SDS-PAGE ve IB yapmis-
lar, erkek ve disi parazitlerin E/S antijenleriyle yapilan
SDS-PAGE sonucunda coomassie ve glimiis boyamalarla
sirastyla 16 ve 21 bant elde etmislerdir. Dogal enfekte D.
immitis'li kopeklerden alinan serumlar kullanilarak yapi-
lan 1B sonucunda 20, 38, 43, 53, 63, 90 110 125 ve 136
kDa’luk bantlarin F-ES (disi) i¢in, 39 ve 44 kDa’luk bant-
larin M-ES (erkek) i¢in spesifik oldugunu, 14, 18, 21 22,
29 ve 32 kDa’luk bantlarin ise F-ES ve M-ES i¢in ortak
oldugunu bildirmiglerdir. Caligmamizda erkek ve disi pa-
razit ayrimi yapilmayip muhtemelen antijen hazirlarken
her iki parazitten de kullanildigi i¢in her iki cinsiyete ait
antijenik bantlar gozlendi. 63, 53, 18, 14 kDa’luk antijenik
bantlarin tamamen ortak oldugu, 39, 44 ve 21 kDa’luk
bantlarin, 36, 47 ve 20 kDa’luk bantlarimizla benzer ol-
dugu gorilmiistiir.

Akao ve ark. (2) D. immitis’in ergin E/S antijenlerini
kullanarak, pulmoner dirofilariozisli yedi hasta serumu
kullanarak immunblotting yapmuislar, alt1 hastada 20-19,5,
17,5-17 ve 14 kDa’luk proteinlere kars1 antikor cevabin
gelistigini gozlemislerdir. 18 kDa’luk E/S antijeninin, sa-
dece Dirofilaryali hasta serumlariyla degil, non filarial
hasta ve kontrol serumlariyla da kuvvetli kros reaksiyon
verdigini bildirmisler, D. immitis’in ergin E/S antijeninin
somatik antijenine gore daha duyarli oldugunu vurgula-
muglardir. Calismamizda, 20 kDa’luk protein spesifik ola-
rak belirlenmis olup, Akao ve ark (2)’nin spesifik olarak
belirledigi 17 ve 14 kDa’luk proteinlerin, spesifik olarak
belirledigimiz 16 ve 12 proteinler olabilecegi diisiiniil-
mektedir.

Boto ve ark. (3) D. immitis in erigkin formunun de-
terjanla ekstrakte edilmis antijenleri ile yaptiklart im-
munblotting sonucunda enfeksiyondan sonraki 3. ayda

200, 130, 100, 80 ve 25 kDa’luk proteinlere karsi, enfek-
siyondan sonraki 6. ayda ise 38, 21 ve 15 kDa’luk prote-
inlere karsi antikor cevabi gelistigini bildirmiglerdir. Ca-
lismamizda dogal enfekte kdpeklerden yararlandigimiz
icin enfeksiyonun yasin1 bilmemekle birlikte, kiiciik mo-
lekiil agirlikli antijenik proteinlerimizin ¢ok benzer olmast
enfeksiyonun ilerlemis olduguna isaret etmektedir.

Scott ve ark. (23) erkek ve disi ergin D. immitis’ler-
deki ylizey antijenlerini IODO-GEN- aracili ylizey isaret-
leme metoduyla belirlemisler, 14.5, 16, 17.5, 20 ve 49
kDa’luk proteinlerin antijenik oldugunu ifade etmislerdir.
Caligmamizda da bu proteinler antijenik olarak tespit edil-
mistir.

Song ve ark. (25) D. immitis'le deneysel olarak en-
fekte ettikleri ii¢c kopekten, enfeksiyondan sonraki 30. haf-
tada kan almislar ve bu kopeklere sirayla 30, 36 ve 37.
haftalarda 6tenazi yapmuslardir. 1. kopekte; 24, 70, 80 ve
110 kDa, 2. kdpekte; 22, 72, 74 kDa, 3. kopekte 58 ve 72
kDa’luk proteinlere kars1 antikor cevabi gelistigini bildir-
mislerdir. Farkli haftalarda farkli antijenik bantlarin goriil-
mesi, ancak 70-72 kDa’luk bantin ortak olmasi, bu bantin
spesifik olarak bildirdigimiz 69 kDa’luk bantla ayni bant
oldugunu géstermektedir.

Song ve ark. (26) bir diger ¢calismada, D. immitis’le
enfekte kopeklerden 4. gomlek degistirme (9-11 hafta) ve
mikroflaremi (25-30 hafta) doneminde aldiklar1 serumla-
rin T. canis ham ekstraktiyla giiclii reaksiyon verdigini
gostermislerdir. 7. canis’in 44, 57, 88 ve 100 kDa’lik an-
tijenik fraksiyonlar1 D. immitis'li kopek serumlariyla pozi-
tif reaksiyon vermistir. Biz de bu bantlara spesifik olarak
tespit ettigimiz proteinler iginde rastlamadik.

Oge ve ark. (17) D. immitis ile dogal enfekte, 4-9
yaslar1 arasindaki kopeklerle yapmis olduklari ¢aligmada
SDS-PAGE’de ergin disi parazitlerde 28 bant, ergin erkek
parazitlerde 33 bant gozlemislerdir. Yapilan immunblot-
ting analizi sonucunda disi ve erkek parazitlere ait, 85, 66,
42,20, 16.2 ve 14.5 kDa agirligindaki protein bantlarinin
hastaliga spesifik oldugunu belirtmiglerdir. Biz bu bantlar-
dan 85 kDa olani antijenik olarak gdzleyemezken, yakin
bantlar olan 69 ve 47 kDa'luk bantlar1 IB ile tespit etme-
mize ragmen bunlar1 kontrol serumuyla yaptigimiz IB so-
nucunda da gordiik. Bunun diginda 20, 16 ve 14 kDa’luk
bantlar spesifik olarak tespit edildi.

Pou-Barretto ve ark. (19) D. immitis’in somatik an-
tijenlerini kullanarak, yiiksek ve normal seviyelerde im-
munglobulin E igeren 467 insan serumuyla yaptiklar ¢a-
lismada 33 ve 42 kDa’luk antijenik proteinleri kiitle spekt-
rometri yontemiyle identifiye etmisler, 33 kDa’lik olanin
galektin, 42 kDa’luk olanin aldolaz oldugunu bildirmisler-
dir. Bunlarin da antijenik olarak belirledigimiz 36 ve 47
kDa’luk bantlarla benzer oldugu goriilmiistiir.

Oleaga ve ark. (16) D. immitis’in eriskin formunun
somatik antijenlerini kullanarak yaptiklar1 2 D elektrofo-
rez ve mf (=) ve mf (+) kopek serumlar1 kullanarak yap-
tiklar1 immunblotting sonucunda toplam 31 adet antijenik
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nokta tespit etmisler; 99, 70, 60, 55, 48, 47, 39, 37, 32, 27
kDa’luk proteinleri Maldi TOFF- MS ile karakterize et-
mislerdir. Tespit ettigimiz 47 kDa’lik bant bu ¢alismada
bulunanla birebir ayni, 60 ve 37 kDa’luk bantlar ise 63 ve
36 kDa’luk bantlarimizla benzerdir.

D. immitis’in L-1 formunun E/S antijenlerinin spesi-
fik proteinlerine iligskin herhangi bir ¢aligmaya rastlana-
mamustir. Frank ve ark. (8) parazitin L-3 ve L-4 formunun
antijenik proteinlerinden 20.5 ve 22 kDa’luk proteinlerin
spesifik oldugunu belirtmisler, ayni1 aragtirmacilar 1996
yilinda bu proteinleri piirifiye ve karakterize etmiglerdir.

Parazitin mikrofilerlerinin spesifik proteinlerine ilig-
kin ulasabildigimiz literatiir sayis1 son derece smirl olup,
Tamashiro ve ark. (28) D. immitis MF’lerinin yiizey anti-
jenlerini radyoiyonizasyon teknigiyle identifiye etmisler,
16 ve 14 kDa’luk proteinlerin spesifik oldugunu bildirmis-
lerdir. Calismamizda 16 ve 14 ve 12 kDa’luk bantlar spe-
sifik olarak tespit edilmistir.

Philipp ve Davis (18) D. immitis L-3’lerin 35
kDa’luk bir yiizey antijeni karakterize etmislerdir. Calig-
mamiz ile bu proteinin antijenik oldugu dogrulanmis ayni
zamanda bir glikoprotein oldugu da anlagilmastir.

Scott ve ark. (23) D. immitis L-2, L-3 ve L-4’{in yii-
zey iligkili antijenlerini de incelemisler, L-2 ve L-3’iin
yaklasik 66, 48, 25, 16,5 ve 12 kDa’luk antijenik protein-
lerinin oldugunu bildirmislerdir. Béylece L-1'lerde 16 ve
12 kDa’luk proteinlerin ortak oldugu gorilmistiir.

Calismamizda &zellikle parazitin erigkin formunun
somatik antijenlerini kullanarak tespit ettigimiz antijenik
proteinleri pek ¢ok arastiricinin da antijenik olarak belir-
ledigini gérmekle birlikte ¢alismamizla birebir paralellik
arz eden bir arastirmaya rastlanmamistir. Kaldi ki diger
aragtiricilarin bulgulart da bazi benzerlikler igermesi ya-
ninda birbiriyle ortiismemektedir. Bu tip aragtirmalarda
spesifitede goriilen farkliliklarin antijen hazirlama sekline
bagl olabilecegi (24), gozlenen degisik sonug¢larin; degi-
sen teknikler, 6lgme ve degerlendirme metotlarindaki ge-
lismelerden kaynaklanabilecegi bildirilmistir (29).

Yine erigkin formun salgisal antijenlerini kullanarak
tespit ettigimiz antijenik proteinler de ulasabildigimiz az
sayidaki literatiir (2, 11) ile benzerlikler gostermektedir.
Parazitin larva formunun somatik antijenlerine iliskin ben-
zer birkag calismaya (18, 23, 28) ulasilmis olup, mikrofi-
lerlerin salgisal antijenlerine iliskin benzer bir ¢aligmaya
rastlanmamugtir.

Bu parazitin glikoproteinleriyle ilgili yapilmis olan
birkag caligmada (10, 12, 22) glikoproteinler yapisal yon-
den incelenmis olup, antijenik proteinler icerisinde hangi-
lerinin glikoprotein olduguna iliskin bir ¢aligmaya rastlan-
mamistir.

Scott ve ark. (22) IODO-GEN aracili yiizey isaret-
leme metodu ile D. immitis ergin parazitinin yiizey iligkili
proteinlerini incelemisler, 20 ve 49 kDa’luk proteinlerin
glikoprotein oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda 47
kDa olarak tespit ettigimiz, GNA lektiniyle baglanan ve

mannoz i¢eren glikoproteinin, Scott ve ark. (22)’nin tespit
ettigi 49 kDa’luk glikoprotein oldugu disiiniilmektedir.
Yine 20 kDa’luk glikoproteinin de GNA lektiniyle bagla-
nan ve mannoz igeren bir glikoprotein oldugu dogrulan-
mustir.

Kadirpasaoglu ve ark. (10) kopek kalp kurdu yiizey
glikoproteinlerini fluorescein isothiocyanate-conjugated
lektin baglanma patterniyle kismen karakterize etmisler-
dir. Glikokaliksin terminal rezidiileri arasindaki tamamla-
yict sekerlerin alfa D-glukozil ve/veya alfa D- mannozil,
beta galaktozil, N- asetil neuraminik (siyalik asit) oldu-
gunu soylemislerdir. Calismamizda da, D. immitis’ in er-
gin ve mikrofilerlerinde, mannoz, galaktoz ve siyalik asit
bulundugu gosterilmistir.

Kang ve ark. (12) D. immitis mikrofilerleri tarafin-
dan sentezlenen yliksek mannoz asparajin bagl oligosak-
karitleri karakterize etmiglerdir. Caligmamizda parazitin
inceledigimiz her tiirlii formunda mannoz sekerinin ol-
dugu gosterilmistir.

Calismamizi genel olarak degerlendirdigimizde, pa-
razitin ergin formunda ve ergin formunun salgisal {irtinle-
rinde spesifik proteinlerin ayn1 oldugu (69, 20, 18, 16, 14,
12 kDa) gozlemlenmistir. Bu spesifik proteinlerden ergin
parazitte 20, 18 ve 16 kDa’luk proteinlerin glikoprotein
oldugu belirlenmis ancak, 20 kDa’luk protein, ergin para-
zitin salgisal iiriinlerinde spesifik olarak belirlenmesine
ragmen glikoprotein olmadig1 goriilmiistiir.

Parazitin mikrofilerlerine ve mikrofilerlerin salgisal
iiriinlerine baktigimizda bunlarin da ortak spesifik prote-
inler igerdigi (16, 14, 12 kDa), bu spesifik proteinlerden
14 ve 16 kDa’luk olanlarmin glikoprotein oldugu, ancak,
mikrofilerin salgisal iiriinlerindeki 16 kDa'luk proteinin
mikrofilerden farkli olarak mannoz icermedigi goriilmiis-
tir.

Dirofilaryozis'e karsi heniiz etkili bir as1 gelistirile-
memistir (9). Immunitede son derece dnemli rolleri ol-
dugu bilinen glikoprotein yapidaki spesifik antijenler, pa-
razitin Ozellikle konak immun sisteminden glikan hilesi
yaparak kagmasini saglayan araglaridir. Bu dogrultuda pa-
razitlerin antijenik yapidaki glikoproteinlerinin ve seker
yapilarinin belirlenmesi, konak-parazit arasindaki iligkile-
rin aydinlatilmasina ve yapilacak olan as1 ¢alismalarina
katki saglayacaktir.
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