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1. GiRiS

Kistik ekinokokkozis, Echinococcus granulosus parazitinin larval formunun sebep
oldugu bir hastaliktir. Diinya ¢apinda pek ¢ok iilkede insan sagligi bakimindan oldugu
kadar ekonomik bakimdan da tehdit olusturan bu hastaligin kesin tedavisi de olmadig i¢in
hala dnemini ve giincelligini korumaktadir. E. granulosus parazitinin eriskin formu, son
konak olan kopek ve diger etgillerde, larval formu ise koyun, sigir gibi otoburlarda ve
insanda yagamim stirdiiriir. E. granulosus paraziti, hayat dongiisiinii farkli konaklarda
stirdtirdiigii i¢in saglik ve ekonomik bakimdan oldukga genis bir kitleyi etkilemektedir.
Hidatidozis, Tirkiye’nin 6zelikle Dogu ve Orta Anadolu Bélimiindeki kirsal alanlarda
ciddi oranlarda goriilmektedir. Tiirkiye’de 1964-1994 yillar1 arasinda Saghk Bakanlig:
tarafindan rapor edilen hidatidozis vakas1 48620 dir. Ayrica 1961-2000 tarihleri arasinda
Tirkiye Tip Literatiiriinde 11820 unilokular ve 259 multilokular kist vakasi
bulunmugtur.Bu datalara gore hidatidozisin yillik goriilme oram yaklagik 100 000 kiside
4’ diir (Ozgelik 2001).

Hidatidozlu hastalarda halen baglica tedavi y6ntemi olarak kabul edilen cerrahi
yontemde mortalite, morbitide, kist yirtilmas, kist sivisinin dagilmasi ve niiksiin gériilmesi
gibi risklerin yanusira tedavi masraflarnn da hastalara agir bir ekonomik yiik getirmektedir.
Son yillarda cerrahi yonteme alternatif olarak getistirilen ve PAIR-PD denilen
ultrasonografi klavuzlugunda kiste girilerek kist igeriginin bosaltilmas1 ve gesitli
kimyasallarin kist igine verilmesini igeren bir tedavi yontemi uygulanmaktadir. Ancak bu
tedavi y6nteminde ise anaflaktik gok ve kistin ruptur olmasi gibi problemler ortaya
cikabilmektedir. Ustelik bu yontemde de kist tamamen ortadan kaldirilamadig: i¢in bir
siire sonra kistin yeniden biiylimesi olasidir. Diger taraftan hidatidozlu hayvanlarda siit, et,
yiin kalitesindeki ve verimindeki diiglis hayvan yetistiricileri i¢in oldugu kadar iilke

ekonomisi i¢in de 6nemli bir kayiptir.

Hidatidozusu tamamen ortadan kaldirabilmek igin kapsamli projelerin
gelistirilmesi, bu parazitin hayat dongiistinin kirtlmasi, halkin ve ¢ifi¢inin uzmanlar
tarafindan bilinglendirilmesi, kesimlerin veteriner kontroliinde yapilmasi, kistli organlarin
mutlaka imha edilmesi gerekmektedir. Bu kontrol programlarinda kdpeklerin antihelmintik
ilaglarla agilanmasi ve koyun ile sigirlarin son yillarda gelistirilen rekombinant agilarla
agillanmalar1 saglanmalidir. Ancak bu takdirde parazitin hayat dongiistintin kirilacag: ve

insanlardaki goriilme oraninin azalacag: diiglintilmektedir.



Yiiksek lisans tezinde, insan ve koyun tutulumlu olan E. granulosus parazitinin
kist hidatik adi verilen larval formunun histolojik olarak tamimlanmasi ve PAIR-PD
tedavisinde kullanilan kimyasallarin ve antihelmintik ilaglardan albendazoliin

protoskolekslerin canlilig: tizerine etkileri galigildi (Arikoglu 1996).

Doktora tez ¢alismasinda ise kist hidatigin in vitro kiiltiirde yetistirilmesi ve kist
olusumu stirecinde g6zlenen basamaklarin tespit edilmesi, E. granulosus protoskoleks ve
germinatif membranin niiklear organizasyonunun tamimlanmasi, aktin genlerinin (Egact]
ve Egactll) protoskolekslerdeki ifadesinin tespiti ile aktin genlerinin gen gokyapililiginin

(polimorfizm) ortaya konulmasi hedeflendi.

E. granulosus protoskoleksinin ¢evresel kosullara gore gerek larval gerek erigkin
parazit yoniindeki gelisimlerinde bir ¢ok morfolojik, fizyolojik ve metabolik degisiklik
gerceklesmektedir. Ozellikle kistin germinatif membranindan laminar membranin
sentezlenmesi ve protoskolekslerin iiretilmesi olaylarinda, germinatif membran
hiicrelerinde stirekli bir degisiklik, yeniden diizenlenme ve olusum meydana gelmektedir.
Aktin proteininin hiicre iskeletinin ana bileseni olmasi ve hiicre iskeletinin de
organizmalarin gelisim ve farklilagsma siireglerinde, hiicrelerde meydana gelen her tiirlii
morfolojik degisikliklerde anahtar rol oynamasi nedeniyle aktin geni hedef gen olarak
seg¢ildi. Bu ¢aligma ile protoskolekslerdeki aktin gen profilinin ¢ikarilmas: ve bu genlerdeki
gen c¢okyapililifinin tanimlanmasi ile kistin biiylime ve farklilagma mekanizmalarinin

molekiiler temelinin ortaya konulmasinda 6nemli bir adim atilmis olacag diislincesindeyiz



2. LITERATUR BILGI
2.1. Echinococcus granulosus Parazitinin Biyolojisi

Echinococcus granulosus hayat siklusunu iki konakta tamamlayan 2-7 mm
uvzunlugunda kiigiik bir parazittir. E. granulosus, Cestoda simfina ait Echinococcus
cinsindendir. Echinococcus cinsinde taksonomik olarak kabul edilen dort tiir bulunmakta
olup bunlar E. granulosus, E. multilocularis, E. vogeli ve E. oligarthus’ dur (Thompson ve
Lymbery 1988, Bowles ve McManus 1993a). E. vogeli ve E. oligarthus sadece kuzey ve
giiney Amerika’da goriilmektedir. E. granulosus ve E. multilocularis ise diinya ¢apinda
gorillen ve insan saglhigi bakimindan 6nemli olan parazitlerdir (Bowles ve McManus
1993a). Ozellikle E. granulosus tim diinyada genis bir cografi bolgeye yayilmgtir.
Parazitin goriilme oranimin en yiiksek oldugu bolgeler Asya, Avrupa, Afrika, Avustralya ve

oo ve e w0 oy

Gliney Amerika’nin baz1 bélgeleridir. Enfeksiyonun nadir goriildiigii bslgelerin de oldugu

ve Gronland ile Izlanda’ da ise parazite hi¢ rastlanilmadig bildirilmistir (Eckert 1996,
Eckert ve ark 2000). E. granulosus’ un diinyadaki cografi dagilim gekil 2.1°de verilmigtir.

Sekil 2.1. E. granulosus’ un diinyadaki cografik dagilimi (McManus ve ark 2003)



2.1.1.Echinococcus granulosus parazitinin yasam dongiisii

Ekinokok yumurtalar1 ara konakgilara solunum veya beslenme yoluyla gecer (Sekil
2.2). Solunum yoluyla alinan yumurtalar direk akcigere gegip orada agilarak, beslenme
yoluyla alinan yumurtalar ise bagirsakta agilarak onkosferi olustururlar. Onkosferler
mukozay1 gegerek kan dolagimina girerler. Kan dolagiminin yogun oldugu karaciger ve
akciger daha yaygin olmakla birlikte diger i¢ organlarda da tutunarak olgun larval kistleri
olustururlar (Sekil 2). Bu kistlere “Ekinokokkozis” denir. E. granulosus’ un sebeb oldugu
bolgesel tutulumlu ekinokokkozise “Kistik Ekinokokkozis” (Hidatid Kist) hastaligi denir.
Hidatid kist hastaligina yol agan E. granulosus onkosferleri, tutulum gosterdigi organda
antijenik reaksiyona yol agarak o bolgeye notrofil ve eozinofillerin yigilip lamellar
fibrozisin gelismesini tetikler. Boylece fibrotik doku ile hapsedilmis kistik yap1 olusur. E.
granulosus’ un Kistleri makroskobik olarak unilokiiler ve multikistik olmak {izere iki tipte
goriilmektedir. Unilokiiler tip kistler biiyiikge bir keseden ibarettir. Kistik yapimmn ilk yilda
biiyiikliigii 5-10 cm. ye ulagir. Takip eden yillarda ise biiylimesi 1 cm. yi gegmez. Kistin
biiylimesi kistin i¢ tabakasi olan germinatif membranin canlihifina baghdir. Germinatif
membran kist iginde eseysiz tomurcuklanma yolu ile yeni kistler olusturur. Bunlara yavru
kistler veya kiz vezikiiller denir (Sekil 2.2). Multikistik yapilar ise ¢ok sayida kiigiik
kistlerin bir arada olmasiyla olusur. Bu tip Kistler ¢ogunlukla siirlarda goriilmektedir ve
fertil degillerdir.

Kist hidatik formunda parazite ait iki tabaka bulunur. Bu tabakalar, en igte kist
boslugunu saran germinatif membran ve onun digindaki laminar membrandir. Laminar
membranin diginda ise konagin olusturdugu fibroz kapsiil bulunur. Germinatif membranin
cevreledigi bosluk kist sivist ile doludur. Ayrica germinatif membrana bagli veya kist
stvisinda serbest bulunan ¢imlenme kapsiilleri (brood kapsiil) mevcuttur. Cimlenme
kapsiilleri iginde ise baglanti sapt denilen bir sapla kapsiile bagh 3-10 protoskoleks
bulunmaktadir. Bu protoskolekslerin skoleks kisimlar1 viicut kisimlarma (soma) gémiilii
olarak (invagine) bulunmaktadir. Bu durumda apikal bolgede (skoleks) bulunan gekmen
(vantuz), rostelyum ve ¢engeller mukopolisakkarit kapl bir tabaka i¢ine gémiiliidiir.



Sekil 2.2. Echinococcus granulosus parazitinin yasam donglisii. 1-erigkin parazit (son konagin ince
bagirsaginda), 2-yumurta, 3-onkosfer, 4-larva (ara konak ve insanlarm gesitli organlarinda), 5-invagine

protoskoleks, 6- evagine protoskoleks (http:/www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/echinococcosis.htm).

Parazitin normal hayat dongiistinde bu kistli organlarin son konak olan etgil
hayvanlar 6zellikle de kopekler tarafindan yenmesi ile dongii tamamlamr (Sekil 2.2). Kistli
organlar kopegin agzinda ¢igneme esnasinda pargalanirlar. Kist iginde bulunan kiz
vezikiiller, protoskoleksler agiga ¢ikarlar. Bu protoskolekslerin skoleks bélgeleri midede
pepsinin etkisi ile ardindan duedonumun st boliimiinde pH degisikligi ve safra ile
etkilesimi sonucunda gomiilii oldugu viicut (soma) kismundan digan dogru (evagine
olurlar) ¢ikarlar (Sekil 2.2). Bag kismu disart dogru ¢ikmis bu protoskoleksler g¢ok
aktifdirler. Cekmenleri ve ¢engelleri ile son konadin ince bagirsagina tutunurlar.
Tutunamayanlar ise bagirsaklardan disan atilirlar. Daha sonra bu geng parazitler, tiire ve
konagin yatkinligina bagh olarak enfeksiyonu izleyen 4-6 hafta iginde seksiiel olgunluga
erigerek erigkin parazite dontigtirler (Sekil 2.2). Parazit erigkin hale gectiginde ince

barsagin belli bir bolgesine yerlesme egilimi gosterirler. E. granulosus ince bagirsagin V4



6n kismina yerlesirken E.multilocularis s arkasina yerlesir (Thompson ve Eckert 1983).
Aym bagirsakta tutunum gosteren erigkin parazitler aym genetik yapiya sahip olmalarina
ragmen morfolojik 6zellikleri bakimindan farklilik gosterebilirler (Dubinsky ve ark 1998).
Ozellikle c¢engellerin yap1 ve biiyiikliikklerinde goriilen bu farkliliklarin olugmasinda
bagirsaktaki mikrohabitatlarin etkisinin oldugu rapor edilmistir (Dubinsky ve ark 1998).

Son konakta erigkin parazitin gelismesi germinal ve somatik degisimleri
icermektedir. Birbirinden bagimsiz olarak gergeklesen bu gelisme evreleri sirasiyla
proglotidlerin (halka) olusmasi, olgunlasma, bliyiime ve segmentasyondur. Germinal
farklilagmasinda, halkalar olusur ve olgunlagir. Somatik farklilagmada ise parazit boyca
biiyiir. Sestodlarda segmentasyon siirecinde birbirini izleyen halkalar arasinda ayiric1 bir
duvar yoktur. Proglotidlerin birbirinden ayrilmasi, teglimentin kivrimlan ve mikrotrikslerin
birbirine yapisarak bu kivrimlar sabit hale getirmesi ile olur. Gelisimini tamamlayan
erigkin ekinokoklarda 3-4 halka nadiren 5 halka bulunur (Thompson 1995). Son halka
gebe, ondan bir 6nceki halka ise olgun halkadir. Olgun halkada disi ve erkek tireme
organlar1 bulunurken, gebe halkada halka boyunca bir uterus ve i¢inde de yumurtalar
bulunmaktadir. Erigkin ekinokoklar hermafrodittir ve kendi kendini dolleme (self-
fertilizasyon) yetenekleri vardir. Iki ayr1 ekinokokun birbirini délleme yetenedi (cross-
fertilizasyon) de olmakla birlikte ¢ok nadir goriiliir. Bir parazitin déllentme igin diger
parazite rastlama ihtimali ¢ok disiiktiir (Thompson 1995). Déllenme olayinin baslamasi

icin son konagin bazi faktorlerine ihtiyag vardir. Bu uyarilar olmadan dollenme

gergeklesmez (Thompson 1995).

Sekil 2.3, Eriskin E. gramulosus parazitinin gériintimii (mypage.bluewin.ch/dr_gabuzzi/ parassiti/echino.jpg)



E.granulosus’da son konagin enfeksiyonunu takiben 34-58. giinlerde yumurta iretimi
baglar. E. multilocularis’de bu siire 28-35. giinler arasindadir (Thompson ve Eckert 1982,
Thompson ve ark 1984). Yumurta sayis1 da tiirler arasinda degisiklik gostermektedir.
E.granulosus’da gebe halkada 200-800 yumurta bulunurken, E.multilocularis’de yumurta
say1st 250-400 arasindadir (Thompson 1995, Rommel ve ark 2000). Ekinokok tiirlerinde
gebe halkalarin 7-14 giinde bir olusup koptugu tahmin edilmektedir (Thompson 1995). Bir
erigkin ekinokokun son konakta yasam siiresi ise iki yil veya daha fazla olmaktadir
(Deplazes ve Eckert 2001).

E. multilocularis metasestodunun sebep oldugu Ekinokokkozisin ikinci sekline
“Alveolar ekinokokkozis” (alveolar veya multilokiiler kist) hastalifi denir. E.
multilocularis Kistleri E. granulosus gibi eseysiz olarak ancak farkli bir sekilde lateral
tomurcuklanma yolu ile gogalirlar. Bu kistik olusumda fibrotik doku gelismediginden
parazitik kist, tlimor benzeri metastatik bir yayilim gosterir. Dogal siklusunda son konak
genellikle tilki nadiren de kopek ve kedi olan E.multilocularis’ in ara konaklari ise
kemiricilerdir. Insanlar 6zellikle avcilar ara konak olabilmektedir. Alveolar kist, hidatid
kiste gore ¢ok daha az goriilmekle birlikte ¢cok daha agir seyreder ve kesin bir tedavisi
yoktur.

2.1.1.1. Echinococcus granulosus onkosferinin morfolojisi ve ultra yapisi

Olgun E.granulosus yumurtas1 yuvarlak ve oval sekilli olup 30-40um
biiyiikliiktedir (Resim 2.1). Yumurta en digta kapsiil ve onun altinda embriyoyu koruyan
keratin benzeri bir proteinden olusmus olan embriyofor tabakasi ile ¢evrilidir. Daha igte
embriyoyu kusatan ince bir sitoplazmik tabaka olan onkosfer membrant bulunur. Alti
cengelli onkosferin (embriyo) nukleus bélimii ise penetrasyon bezlerinin graniilleri ile
doludur. (Holcman ve Heath 1997). Bu bezler onkosferin penetrasyonu ile ilgilidir ve
salgis1 onkosferin tutundugu boélgenin civarindaki konak dokusunun pargalanmasina neden
olur (Holcman ve Heath 1997). Ayrica laminar membran olusumu siiresince onkosferin
konak hiicrelerin ataklarina kargt korunmasinda da gorev yaptiga diigtintilmektedir (Heath
1971, Holcman ve Heath 1997, Lethbridge 1980, Fairweather ve Threadgold 1981). Bu
penetrasyon bezlerinin mikrovilluslarin olugumuna katkisimin  bulundugu da rapor

edilmigtir (Haris ve ark 1989, Holcman ve ark 1994)



Resim2.1. E. granulosus yumurtasinin mikroskobik goriiniimii (cal.vet.upenn.edu/paraav/labs/echino.htm)

2.1.1.2. Echinococcus granulosus larvasinim (metasestod) morfolojisi ve ultra yapisi

Uygun ara konak tarafindan alinan ekinokok yumurtalarimin ince bagirsakta
agilmas ile aktif hale gegen onkosferler, kan dolagimi yoluyla tutundugu organda larval
kistleri (metasestod) olusturur. Larval kist genellikle unilokuler bir kist olup biiyiik bir
hacme sahiptir.  Kist boslugu, parazit tiirevi molekiillerin ve konak tiirevi serum
bilesenlerinin kompleks karisimu olan steril hidatid sivis1 ile doludur (Rickard ve
Lightowlers 1986, McManus ve Bryant 1995). Kist duvan ig¢te gok gekirdekli, ince
germinatif membran ve digta hiicresiz, kalin laminar membrandan olusur (Resim 2.2a).
Cok sayida laminasyondan olusan laminar membran kiste destek olmasimn yani sira
konagin bagigik cevabindan paraziti korumada da gorevlidir (Coltorti ve Varela-Diaz 1975,
Bartoletti ve Ferretti 1978, Richards ve ark 1983, Haris ve ark 1989, Rogan ve Richards
1989, Holcman ve ark 1994, Gottstein ve Felleisen 1995). Protein-polisakkarit
kompleksinden olusan laminar membramin karbonhidrat bilesenini glukoz, galaktoz,
glukozamin ve galaktozamin olugturur (Kilejian ve Scbwabe 1971, McManus ve Bryant
1986, Leducq ve Gabrion 1992). Laminar membranin ultra yapisina bakildiginda elektron-
yogun agregatlar1 igeren mikrofibillar matrikse sahip oldugu goriiliir. Kistin canliligim
siirdiirebilmesi i¢in gerekli olan bu laminar membran, parazit kékenli olup germinal
membran tarafindan salgilanir (Bortoletti ve Ferretti 1978) Laminar membran ve germinal
membran arasinda her iki membranmn sikica bir arada kalmasim saglayan germinal
membrandan laminar membrana dogru uzanan mikrotriks adi verilen teglimenter ¢ikintilar

vardir. (Casado ve Rodriguez-Caabeiro 1989). Germinatif membran proliferatif,
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Cimlenme kapsulleri genislemis, vakuolize olmusg ve bir sap ile germinal membrana
bagli kalmis durumdadir (Resim 2.2b). Cimlenme kapsullerinin i¢i, bu kapsullerin
germinal membranlarinin tomurcuklanmas: yoluyla olusan protoskolekler ile doludur.
Cimlenme kapsulleri, bir stire sonra germinal membrana baglantisim saglayan sapin
kopmasiyla serbest hale gecerek hidatid sivisinda hidatid kumunu olustururlar. Her bir
protoskoleksin son konak tarafindan alinip sindirildiginde erigkin paraziti olusturma

kapasitesi vardir.
2.1.1.3. Echinococcus granulosus protoskoleksinin morfolojisi ve ultra yapisi

Protoskolekslerin apikal bélgesinde, rostelyumlar: {izerinde iki sira olacak sekilde
dizili 30-36 adet gengelleri bulunmaktadir (Resim 2.3a ve b).Bazi protoskolekslerde
figlincli bir siranin oldugu da bildirilmistir (Smith ve Richards 1991). Yine bu bolgede
dort adet ¢ekmen (vantuz) bulunmaktadir. Bu organ veya organeller, parazitin son
konaginin bagirsagina yapigsmasim saglamaktadir. Cengeller mukoza epiteline ¢ok derin
girmemekle beraber morfolojik yapilar1 sebebiyle parazitin diigmesine engel olmaktadir.
Cengeller, keratinden yapilmis olup siilfiir ve eser miktarda fosfor igermektedir (Smith ve
Richards 1991).

Resim 2.3. a) Protoskolekslerin bag (skoleks) kisimlarindaki rostelyum bdlgesi ve lizerindeki iki sira halinde
dizili gengeller, b) gengellerin gdriiniimii (http:/www.cdfound.to.it/_atlas.htm).

Protoskolekslerin en 6nemli 6zelliklerinden birisi de tegiimentleridir (Sekil 2.4).

Sestodlarin fizyolojisinde 6nemli bir yere sahip olan tegiiment, besin alimm, artik
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maddelerin atilim, iyon degisimi, konagin pargalayici enzim ve bagisiklik reaksiyonlarina
kars1 koruyucu bariyer olmas: gibi olaylarda ig gériir (McManus ve Barret 1985, Casado
ve ark 1994). Cok ¢ekirdekli (sinsityal) tegiiment, karmagik glikokaliks yapisindadir.
Tegliment, mikrotriks adi verilen mikrovillar yiizey c¢ikintilarma sahiptir (Sekil 2.5).
Elektron mikroskobu ile goriilebilen mikrotrikslerin parazit yiizeyini 10-50 kat artirdif1 ve
boylece daha fazla besin alimmim sagladig: diistintilmektedir. E.granulosus teglimentinin
bir diger 6zelligi ise igerdigi vezikiillerdir. Morfolojik olarak alt1 farkli vezikiil (V1-V6)
tespit edilmistir (Bui ve ark 1999). Bu vezikiillerin iglevleri de farklidir. Vezikiiller,
sinsityal tegiimentlerin esas maddesinin yapiminda, bagisikligin baskilanmasinda,
mikrotriks olusumunda ve laminar membran sentezinde gérev yapmaktadir (Holcman ve

Heath 1997, Rogan ve Richards 1989).

E.granulosus protoskoleksinde tegiiment yo6niinden farkli iki bolge dikkat
¢ekmektedir: skoleks ve soma (Sekil 2.5). Skoleks bodlgesinde ¢ok sayida elektron-yogun
igneli (sivri uglu) mikrotriks mevcutken, soma bdlgesinde elektron-yogun sapkal kiit
yiikseltiler bulunmaktadir (Morseth 1967, Conder ve ark 1983, McManus ve Barret 1985,
Rogan ve Richards 1986, Casado ve Rodriguez-Caabeiro 1989, Casado ve ark 1994).
Skoleks bolgesinde sestodlarin karakteristigi olan sivri uglu mikrotrikslerin yiizeyi, tim
viicut yiizeyini orten plazma membrani ile ortiiliidiir (Casado ve Rodriguez-Caabeiro 1989,
Casado ve ark 1994, Rogan ve Richards 1986). Soma bélgesinde ise skoleks bolgesinde
goriilmeyen, derin PAS(+) glikokaliks vardir (Casado ve Rodriguez-Caabeiro 1989,
Casado ve ark 1994, Rogan ve Richards 1986) (Sekil 2.5). Protoskolekslerin her iki
bolgesinde de mikrotrikslerin hemen altinda daha uniform bir alan olan distal sitoplazma
bulunur (Casado ve Rodriguez-Caabeiro 1989). Distal sitoplazma soma bdlgesinde skoleks
bolgesine gére daha kalindir. Distal sitoplazmada vezikiiller, vakuoller, elektron-yogun
graniiller ve mitokondri bulunur (Casado ve Rodriguez-Caabeiro 1989). Distal
sitoplazmanin altinda bazal membran uzanir. Bazal membranda ise fibroz doku, kas
fibrilleri ve kalan tegiimental hiicreler bulunur. Alev hiicreleri (flame cell) ise i¢ bolgede
yer almaktadir ve salg1 kanali ile birlikte protoskoleksin salgi sistemini olusturur (Casado
ve Rodriguez-Caabeiro 1989).
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~ Golgi Cisimcikleri

Glikojen iy

Niikieus Mitokondriler

Periniiklear Sitoplazma

Sekil 2.5. Protoskoleksin skoleks ve soma bdlgelerinin sematize edilmis gériintimil, mt : mitokondri, kh: kas
hiicreleri, th: teglimental hiicreler (Casado ve Rodriguez-Caabeiro 1989).
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2.1.2. In vitro kosullarda kist (metasestod) gelisimi

In vitro kosullarda kist gelisimi hem onkosferden hem de protoskoleksten olmak
iizere her iki yolla da basarilmigtir. E.granulosus onkosferinden olgun kist gelisimine
yonelik in vitro ¢aligmalar yumurtalarla ¢aligmak oldukga tehlikeli oldugu i¢in daha simirh
sayidadir (Heath ve Smyth 1970, Heath ve Lawrence 1976, Holcman ve Heath 1997).
Protoskoleksten olgun kist gelisimine yonelik in vitro galigmalar ise daha g¢oktur (Smyth
1962, Benex 1968, Brundjak ve ark 1970, Heath ve Osborn 1976, Rogan ve Richards
1986, Rodriguez-Caabeiro ve Casado 1988, Casado ve Rodriguez-Caabeiro 1989, Gordo
ve Bandera 1997, Ertabaklar ve Altintas 2002).

Bugiine kadar ekinokoklarin in vitro kiiltiirii ile ilgili yapilan bu ¢aligmalar parazitin
larval safhasina 151k tutmasi bakimindan oldukga énemlidir (Hemphill ve ark 2002). In
vitro kiiltiir galismalarinin diger avantajlari s6yledir; konaga ait bilesenlerin olmamas: ve
sadece parazite ait dokularin elde edilmesi, ¢cok sayida larva (metasestod) saglanabilmesi,
farkli safhalardaki larvalarin elde edilebilmesi ve boylece farkli sathalardaki protein ve
immunolojik analizlerin yapilabilmesi, parazitin molekiiler biyolojisinin ¢aligilmasi, gen
ifadesi ve gen diriinlerinin yerlesim yerlerini belirleme c¢aligmalarinin yapilabilmesi,
safhaya 6zgili genlerin tespit edilmesi, parazitin biliylime ve farklilagma faktorlerinin
arastiriimast, ilag deneme c¢aligmalarinin yapilabilmesine olanak saglamasi (Hemphill ve
ark 2002).

2.1.2.1. in vitro kosullarda onkosferden kist yoniinde gelisim

E.granulosus’ un dogal dongiisinde ara konak tarafindan almnan ekinokok
yumurtalar1 ince bagirsakta agilirlar. A¢ilma embriyoforu olugturan keratin bloklarin
pargalanarak onkosfer zarinin ortaya ¢ikmasi ve onkosferin aktif hale gegerek onkosfer
zarini delmesi ile tamamlanir. Embriyoforun pargalanmasinda pepsin ve pankreatin gibi
protein eritici enzimler rol oynarken, onkosferin aktif hale gegmesinde safra tuzlari rol
oynamaktadir (Uner 1991). Onkosferin aktivasyonu in vitro olarak da bagariimistir (Heath
ve Smyth 1970, Heath ve Lawrence 1976, Heath ve Lawrence 1981, Holcman ve Heath
1997).

In vitro sartlarda onkosfer aktive oldugunda 16 um. ¢apindadir (Haris ve ark 1989).
Onkosfer sonrasi gelisimde aktivasyonun 4. saatinde epitelyum, ince sitoplazmik

katmandan penetrasyon bezi graniilleri ile dolu, mitokondri ve golgi organellerini igeren
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daha kaln bir tabakaya doniisiir (Haris ve ark 1989). Aktivasyondan dort saat sonra iki
pargalt bir yapr olusur. Cengeller daima daha kiigiik parcadadir (Haris ve ark 1989).
Cengellerin bulundugu bolgede iist iiste katlanmug epitel vardir. Bu epitel agilarak
tegiimentin genislemesini saglar (Holcman ve Heath 1997).

Onkosfer sonrasi gelisimin 2. giiniinden sonra mikrovilluslarin say1 ve hacmi hizla
artar (Holcman ve Heath 1997). 2. giin metasestodun sinsityal sitoplazmasi graniil ve
vezikiillerce zengindir. Ayrica 2. giin merkezi bosluk olusmaya baglar (Holcman ve Heath
1997). Aktivasyonun tigiincii giiniinde metasestod sferik bigimini almis ve etrafin: amorf
bir tabaka ¢evreleyerek laminar membrani olusturmugtur. Bu tabaka germinal membrandan
olusan serilerin ilkidir (Holcman ve Heath 1997, Casado ve Rodriguez-Caabeiro 1989).
Uyarnmin 3. giintinde uzun mikrovilluslar kisa mikrotrikslerle yer degistirmeye baslar ve
bu islem 5. giin tamamlamir (Holcman ve Heath 1997). Onkosferin aktivasyonundan 6 giin
sonra mikrovilluslarin tamamen ortadan kalktifi ve mikrofilamentoz mikrotrikslerle yer
degistirdigi gdzlenmektedir (Harris ve ark 1989, Holcman ve Heath 1997). Hiicre iskeleti,
vezikiillerin tagimminda ve laminar tabaka olugumundan sorumlu ekzositoz isleminde rol
oynar (Holcman ve Heath 1997). Aktivasyonun 8. giiniinde ikinci laminasyonun da
metasestodu gevreledigi goriiliir. Bu yeni tabakanin elektron yogunlugu ilk laminasyona
gore daha fazladir (Holcman ve Heath 1997).

2.1.2.2. in vitro kosullarda protoskoleksten kist yoniinde geligim

E.granulosus’ un dogal dongiistinde son konak tarafindan alinan kistli organlar,
cigneme sirasida pargalanirlarken protoskoleksler de agiga gikarlar. Invagine durumdaki
bu protoskoleksler 6 saat ile 3 giin arasinda degisen bir stirede evagine olurlar. Boylece
viicut kismina goémiilii olan, vantuz ve gengelleri iceren apikal bolge disart cikar.

Protoskoleksler bu organel veya organlar ile son konagin ince bagirsagina tutunurlar.

In vitro kosullarda protoskoleksten kist yoniindeki gelisimin erken safhalarinda
protoskoleksler vezikiiler ve arka keseli olmak iizere iki formda goriiliirler. Bazi
protoskoleksler evagine olurken bazilan evagine olmayarak invagine durumda kalirlar
(Resim 2.4a ve b). Invagine protoskoleksler kisa siirede sigerek yuvarlaklagmaya baglarlar
ve vezikiiler form halini alirlar (Rodriguez-Caabeiro ve Casado 1988, Casado ve

Rodriguez-Caabeiro 1989, Gordo ve Bandera 1997, Ertabaklar ve Altintag 2002). Evagine
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olan protoskolekslerin ise kisa bir siire sonra posterior (arka) kisimlarinda kese benzeri bir
yap1 olugsmaya baglar ve arka keseli form halini alirlar (Casado ve Rodriguez-Caabeiro
1989, Ertabaklar ve Altintag 2002). Ancak her iki protoskoleks formundan da kist gelisimi
gerceklesir.

a b

Resim 2.4. a) Evagine protoskoleks (bas kismi disa dogru ¢ikmis), b) invagine protoskoleks (bas kismi viicut

bolgesine gomiilit), gengeller i¢ kisimda belirgin bir sekilde goriilmekte (http://www.cdfound.to.it/_atlas.htm)

2.1.2.2.A. Vezikiiler protoskoleksten Kist gelisimi

Vezikiilasyon basladiktan sonra protoskolekslerin normal morfolojisi bozulur,
hareketleri oldukg¢a azalir veya kaybolur. Aym zamanda eksternal vezikiiller gelisirken
internal vakuolizasyon olur ve yuvarlak gériiniim kazanir (Rodriguez-Caabeiro ve Casado
1988, Casado ve Rodriguez-Caabeiro 1989, Gordo ve Bandera 1997, Ertabaklar ve Altintag
2002). Vezikiiler formun ultra yapisinda g6zlenen ilk fark protoskoleksin soma bolgesini
orten glikokaliksin kaybolmasidir  (Casado ve Rodriguez- Caabeiro 1989, Rogan ve
Richards 1989). Ayni zamanda bu alanda bulunan kiit yiikseltiler farklilagmaya baglar ve
metesestodun karakteristigi olan kiit uglu mikrotriksler olusur (Casado ve Rodriguez-
Caabeiro 1989, Rogan ve Richards 1989). Bu asamada, protoskolekslerin karakteristik
Ozellikleri olan distal sitoplazma, bazal membran , fibr6z doku, kas fibrilleri ve kalan
tegiimental hiicreler hala gézlenmektedir (Casado ve Rodriguez-Caabeiro 1989). Alev
hiicreleri ve salg: kanallar1 tegiimentin en i¢ zonunda hala mevcuttur (Casado ve
Rodriguez-Caabeiro 1989). Ayrica 151k mikroskobu ile gbzlenen ve bu zonun karakteristigi

olan agik renkteki sitoplazmik uzantilarin vezikiiler protoskolekste meydana gelen

vakuolizasyondan sorumlu olduklan diigtiniilmektedir (Casado ve ark 1994).
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Kiiltiiriin 9. giintinden itibaren laminar tabaka olusmaya baslar (Rodriguez-
Caabeiro ve Casado 1988, Gordo ve Bandera 1997). Mikrotrikslerin altinda yer alan
uniform distal sitoplazmada vezikiiller, elektron-yogun graniiller, diskoidal cisimler ve gok
sayida vakuoller ve mitokondri mevcuttur (Rodriguez-Caabeiro ve Casado 1988, Casado
ve Rodriguez-Caabeiro 1989). Bazal membran ¢ifttir ve germinal membramin internal
bolgesindeki tegiimental hiicrelerin distal sitoplazmasina bagl sitoplazmik uzantilarla
kesintilidir. Mitokondriler ¢ogunlukla bu uzantilarda bulunur. Bazal membranin altinda
daginik halde retikiiler fibrillerden olugan fibroz doku vardir. Fibroz dokudan sonra kas
hiicreleri bulunur. Baglangigta kist yiizeyine paralel uzanan kas fibrilleri daha sonra kist
icine dogru girerler (Rodriguez-Caabeiro ve Casado 1988, Casado ve Rodriguez-Caabeiro
1989).

Germinal membranin maksimum gelisimi ise kiiltlirin 95. glininden sonra olur ki

bu dénemde ¢ok ¢ekirdekli evre baglamistir (Casado ve Rodriguez-Caabeiro 1989).
2.1.2.2.B. Arka keseli protoskoleksten kist gelisimi

In vitro kiiltiiriin d6rdiincti giiniine kadar serbest protoskolekslerin %20-40> 1
evagine olmus, oldukca aktif olan arka keseli protoskoleksler olusturur (Casado ve
Rodriguez-Caabeiro 1989, Ertabaklar ve Altintag 2002). Arka keselerin biiylikligi zaman
icinde artar. Kesenin tegiiment yiizeyi az sayida kiit uglu mikrotriks icermektedir (Casado
ve Rodriguez-Caabeiro 1989). Ayrica internal teglimental hiicreleri olmamasina ragmen az
da olsa sinsityum yetenekleri vardir (Casado ve Rodriguez-Caabeiro 1989).

Kiiltiiriin 4. giiniinden itibaren biiyiikliikleri 20-80 pm. arasinda degisen serbest
kiigiik vezikiillerin, arka keseli protoskolekslerden kopan keseler oldugu diigiiniilmektedir
(Rogan 1986). Bu serbest vezikiiller ile arka keselerin ultra yapilarn benzerdir. Kiiltiiriin
15-20. giinleri arasinda kiigiik serbest vezikiillerin sayis1 artarken arka keseli
protoskolekslerin sayisinin azalmasi da bu hipotezi desteklemektedir (Rogan ve Richards
1986).

Vezikiiler ve arka keseli protoskolekslerin her ikisinden de kist gelisimi
gerceklesmektedir. Ancak arka keseli formdan kiste dogru gelisim vezikiiler formun kistik
gelisimine oranla daha yavagtir. Arka keselerin germinal membraninda i¢ teglimental
hiicreler olmadigindan sinsityum kabiliyeti sinirli kaldifi igin gelisim daha yavag
olmaktadir (Casado ve Rodriguez-Caabeiro 1989).
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2.1.2.2.C. in vitro kosullarda minyatiir kistin olusumu siiresince ultra yapida goriilen
degisiklikler

Kiiltiirtin erken d6neminde ultra yapida goriilen ilk farklilik soma bolgesindeki
PAS(+) glikokaliksin kaybolmasidir (Casado ve Rodriguez-Caabeiro 1989, Rogan ve
Richards 1989). Diger bir farklilik, tipik metasestod karakteristifi olan kiit uglu
mikrotrikslerin gelismeye baglamasidir. Protoskolekslerin skoleks bélgesinde sivri (igneli)
uclu mikrotriksler mevcutken tamamen gelismis hidatid kistte kiit u¢lu mikrotriksler
vardir. Metasestoda geligimin erken safhalarinda goriilen bu sivri uglu mikrotriksler
kiiltiiriin 95-125. giinleri arasinda yerlerini tamamen kiit u¢lu mikrotrikslere birakirlar. Bu
kiit uglu mikrotriksler sadece germinal membranda degil arka keselerde ve ¢imlenme
kapsiillerinde de mevcuttur. Sivri uglu mikrotrikslerden kiit uglu mikrotrikslere gecis
hakkinda iki hipotez 6ne stirlilmektedir (Casado ve Rodriguez-Caabeiro 1989). Birincisi;
sivri uglu mikrotriksler kiit uglu mikrotrikslere doniismektedir. Ikincisi; sivri uglu
mikrotriksler dokiilmekte ve onlarin yerine yeniden kiit u¢lu mikrotriksler olugmaktadir
(Casado ve Rodriguez-Caabeiro 1989). Teglimentin yapis1 kistin fizyolojisinde oldukca
Onemli yere sahip oldugu i¢in kiit u¢lu mikrotrikslerin olusumu kistin geligimindeki 6nemli
basamaklardandir (Casado ve Rodriguez-Caabeiro 1989). Skolosidal maddelerle muamele
edilen protoskolekslerde mikrotrikslerin sayismnin arttifi gézlenmigtir. Bu durum parazitin
yasamin siirdiirmesi igin gerekli sartlar degistiinde meydana gelen olumsuz kosullara
karg1 mikrotrikslerin koruma mekanizmas: olarak da islev gordiigiinii diistindiirmektedir

(Casado ve Rodriguez-Caabeiro 1989, Casado ve ark 1994).

Kistin olusumunda meydana sonraki degisiklik ise laminar membranin organizmayi
tamamen saracak gekilde gelismesidir. Bu tabaka kistin fizyolojisinde oldugu kadar konak
dokuda canliliginin devami igin de Snemlidir (Casado ve Rodriguez-Caabeiro 1989,
Holcman ve Heath 1997).

Kiiltir boyunca goriilen bir diger degisiklik ise mitokondrinin lokalizasyonundaki
degisikliktir (Casado ve Rodriguez-Caabeiro 1989). Kistin gelisiminin erken safhasinda
protoskoleksin distal sitoplazmasinda ¢ok sayida mitokondri mevcuttur. Daha sonra
tegimental sinsityum neticesinde mitokondri, distal sitoplazmadan tegiiment hiicrelerine
hareket eder. Tamamen gelismis kistin mitokondrileri distal sitoplamada asla g6zlenmez

(Casado ve Rodriguez-Caabeiro 1989).
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Kiiltiir siiresince kist olusumunda meydana gelen bir diger 6nemli degisiklik ise 95.
giinden sonra gdzlenen ¢ok ¢ekirdekli evredir. Bu dénemde gok katl lamellar sitoplazmaya
sahip ¢ok cekirdekli hiicreler geligir. Sakamato ve Sugimura (1970) ve Mehlorn ve ark
(1983) ¢imlenme kapsiillerinin olugumunu, Morseth (1967) de protoskoleksten erigkin
parazit ydniinde in vitro gelisimi g6stermislerdir. Bu ¢aligmalarin tiimiinde ¢ok ¢ekirdekli
evre olusumu rapor edilmigtir. Gelisme yolu ne olursa olsun ¢ok ¢ekirdekli yapinin
olugsmasi biiyiime ve gelismenin bir isareti olarak kabul edilmektedir (Casado ve

Rodriguez-Caabeiro 1989).

In vitro kiiltiirtin 95. giinden sonraki déneminde olan bir kistin ultra yapis: ile
koyunlardan (Morseth 1967), farelerden (Lascano ve ark 1975), ve insandan (Bartoletti ve
Ferretti 1973, Singh ve Lee 1979) alinan olgun kistlerin ultra yapilarinin benzer oldugu
gosterilmigtir (Casado ve Rodriguez-Caabeiro 1989).
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2.2. Echinococcus granulosus Parazitinin Molekiiler Biyolojisi

Molekiiler  parazitoloji; parazitlerin  siiflandirilmasi,  patofizyolojilerinin
anlagilmasi, molekiiler epidemiyolojileri, teshis i¢in Ozgiin ve hassas metodlarin
gelistirilmesi, tedaviye yonelik kemoterapi ¢aligmalarinda enzim ve almag protein
(reseptor) taramalar1 ve rekombinant ag1 gelistirme ¢aliymalarinda antijen taramalari gibi

bir ¢ok uygulama alanin1 kapsamaktadir.

Parazitlerin genomik yapilarinin desifre edilmesi, regiilasyon mekanizmalarinin
anlasilmas1 O6zellikle Echinococcosis gibi major parazitik hastaliklara karst kontrol

stratejilerinin gelistiritmesi bakimindan oldukga Snemlidir.

Ekinokok tiirlerinden E. granulosus ve E. multilocularis’ in diinya ¢apinda yayihm
gosteren onemli zoonozlar olmalari, E. oligarthus ve E. vogeli’ye kiyasla daha ¢ok
calisilmalarina yol agmustir. Ancak her iki parazitle ilgili pek ¢ok morfolojik, immunolojik
ve epidemiyolojik ¢aligma bulunmasina ragmen molekiiler biyolojik ¢aligmalar hala sinirh
sayidadir. Ekinokok tiirlerinde yapilan molekiiler ¢aligmalari, amacina goére 3 grupta
toplamak miimkiindiir.

1. Genomik Yapinn Karakterizasyonu ile Ilgili Molekiiler Calismalar
2. Tamiya Yo6nelik Molekiiler Caligmalar

3. Rekombinant As1 Gelistirmeye Y6nelik Molekiiler Caligmalar

2.2.1. Genomik yapmin karakterizasyonu ile ilgili molekiiler ¢cahsmalar
2.2.1.1. Metabolizma ile ilgili gen ¢calismalan

Bu caligmalar, ekinokoklarin yasamlarim siirdiirebilmeleri i¢in kullandiklar
metabolik yollarin anlagilmasi, bu yollarda kullamlan enzim, protein ve hormon gibi
molekiillerden parazitte sentezlenen veya konaktan temin edilenlerin belirlenmesi, parazit-
konak iligkisinin ve hiicre i¢i uyari-ileti (sinyal) mekanizmalarinin ortaya konmasi gibi
molekiiler ¢aligmalar1 icermektedir. Ekinokoklarda bugiine kadar malat dehidrogenaz
(Rodrigues ve ark 1993), paramyosin (Miihlschlegel ve ark 1993), tioredoksin (Chalar ve
ark 1999), myofilin (Martin ve ark 1997) ve laminin-baglanma proteini (Zhang ve ark
1997) gibi enzimatik veya enzimatik olmayan proteinleri sifreleyen genlerin molekiiler

karakterizasyonu yapilmigtir. Bu proteinlerin her biri parazit igin yasamsaldir. Ustelik
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parazitin hayatin1  slirdiirebilmesi i¢in konagin bagigsik cevabindan kagmasi ve
bagisikkompanentlerinden korunmasi gerekmektedir. E. granulosus’ da tamimlanan 12
kDa’luk antijenin konagin proteaz aktivitesini ve ndtrofil kemotaksisini inhibe ettigi rapor
edilmigtir (Shepherd ve ark 1991). Parazitin konaktaki canliligmn devami igin bu
fonksiyonun ¢nemli oldugu diistiniilmektedir (Shepherd ve ark 1991). Bunun yamisira
ekinokok larvalarinin biiylime ve gelismelerinin stimulasyonu i¢in konak¢i faktorlerine

ihtiyag duyduklan da bildirilmigtir (Esteves ve ark 1993).

Son yillarda ekinokoklarda yapilan almag¢ protein (reseptor) ¢aligmalari konak-
parazit iligkisine 151k tutmasi agisindan 6nemlidir. Bu ¢aligmalar parazitin hiicre i¢i uyari-
ileti mekanizmalarimin anlagilmasina ve konak uyaranlarinin parazit tizerindeki etkisinin
gosterilmesine olanak saglamaktadir. Ekinokoklarda tamimlanan ilk almag¢ protein
(reseptdr) tirozin kinaz reseptdr ailesi liyesi olan insiilin reseptoriidiir (Konrad ve ark
2003). E. multilocularis’de tanimlanan bu reseptor (EmiR) diger insiilin reseptorleri (IR)
gibi tirozin kinaz alan1 ve L1-Cys-L2 alam igermektedir (Konrad ve ark 2003). Tirozin
kinaz alam genellikle SH, baglanma bolgesi olarak is goren gesitli otofosforilasyon
bolgelerini igerir. EmIR’ in tirozin kinaz alaninda memeli IR’lerinden farkli olarak 172
aminoasitlik bir bolge bulunmustur. Bu bélgenin diger uyari-ileti yollar ile ilgili oldugu
diistintilmektedir (Konrad ve ark 2003). Ayrica EmiR’in jukstamembran bélgesinde NPxY
motifinin varlift memelilerdeki asagiya dogru (downsteam) uyar-ileti mekanizmasinin
E.multilocularis’de korundugunu gostermektedir. EmIR ile memeli IR’nin homoloji
gosterdigi diger bolge ise sisteince zengin L1-Cys-L2 bélgesidir. Reseptoriin ekstraseliiler
kisminda bulunan bu alan uyaric1 (ligand) baglanma bélgesidir. Bu da konagin insulin
veya insulin-benzeri uyaranlariin parazitin almag proteinlerine (EmiR) baglanabilecegini

gostermektedir (Konrad ve ark 2003).

Ekinokoklarin uyari-ileti mekanizmalan ile ilgili yapilan bir diger ¢alismada ise,
TGF-B (Transforming Growth Factor-f) uyari-ileti yolunun varligi gosterilmistir (Zavala-
Gongora ve ark 2003). Sitokin ailesinin TGF-f iiyeleri ve almag proteinleri, cogalma ve
farklilagma iglemlerini diizenlemelerinin yanisira parazitlerle konaklar1 arasindaki iletisim
mekanizmasinda da rol oynarlar. Zavala-Gongora ve ark (2003) TGF-B uyan-ileti yolu
liyesi olan Smad faktdrlerinin E.multilocularis’de bulundugunu tespit etmiglerdir. Smad

faktorlerinin gorevi hiicre ylizeyi almag proteinlerinden niikleusa uyarinin taginmasidir.
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2.2.1.2.Gelisme ile ilgili gen cahismalar:

Ekinokok tiirleri yasamlar1 boyunca farkli gelisim siireglerinden gegerler: larval ve
erigskin form olmak iizere. Bu safhalar hem biyokimyasal hem de molekiiler yonden ¢ok
farkli olup, farkli konaklarda ve farkli cevresel kosullarda gergeklesir. Ayrica
protoskolekslerin g¢evresel kosullara gore eriskin parazit ya da hidatid kisti olusturma
kapasitesine sahip olmasi gelisim ve farklilasma siireglerinin ¢aligilmasinda miikemmel bir
model olarak kabul edilmektedir.

E. granulosus’da geligme ile ilgili olarak bulunan ilk gen EgDf1 genidir (Esteves ve
ark 1993). Ekinokoklarin kendi lipidlerini, 6zellikle de uzun zincirli yag asitlerini ve
kolesterolii sentezleyemedigi, bu nedenle konagin lipidlerini kullanmak zorunda oldugu
bilinmektedir. EgDf1’in lipidlerin konaktan transferi ve baglanmas: ile ilgili oldugu
bildirilmigtir (Esteves ve ark 1993). Daha sonra aktin 1 ve 2 genleri (Silva ve ark 1993),
aktin flament fragment protein (Cortez-Herrera ve ark 2001), tropomyosin (Esteves ve ark
2003), egM12, egM13, egM30 ve egM34 (Zhang ve ark 2003c) genlerinin de gelisme ile
ilgili oldugu ve safhaya 6zgii sentezlendigi rapor edilmigtir.

E. multilocularis’de ise ilk kez 14-3-3 geninin safhaya 6zgii ifade edildigi rapor
edildi (Siles-Lucas ve ark 1998). Bu genin sifreledigi 14-3-3 proteininin hiicre
farklilasmas1 ve ¢ogalmasi olaylarinda anahtar molekiil olarak iy gordiigii diistintilmektedir
(Siles-Lucas ve ark 1998). Bu genin E. granulosus’da da ifade edildigi ancak E.
multilocularis’deki ifadesinin E. granulosus’a kiyasla dort kat fazla oldugu bildirildi
(Siles-Lucas ve ark 2001). Bu nedenle 14-3-3 proteininin, E.multilocularis’in tumor

benzeri biiyiimesi ile ilgili olabilecegi diigiiniilmektedir (Siles-Lucas ve ark 2001).

Okaryotik genomda genler {izerinde kodlanan bilginin iiriine déniigmesi siirecinde
once RNA’ya aktarilmasi, daha sonra olusgan mRNA’nin sapkalanma, kuyruklanma ve
intronlarin ayiklanmas1 (intron splicing) gibi bir dizi islemden ge¢mesi gerekir.
Ekinokoklarda ilk kez E. multilocularis’te, daha sonra E. granulosus’da bu
mekanizmalardan trans-splicing mekanizmas: gosterilmigtir (Brehm ve ark 2000, Agoria
ve ark 2003). Bu mekanizma ekinokoklarin gelisimi boyunca protein ifadesinde

farkliliklar olusmasina yol agmaktadir.

Okaryotik genomda, genlerin baglangic boliimlerinde, genlerin ifadesinde RNA

polimeraz enzimlerinin geni taniyip baglanabilecedi, aktivatdr ve repressér gibi gen
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kontrol molekiillerinin etkilesim gdsterecegi korunmus bolgeler olan promotorlar bulunur.
Ik kez sestodlarda, E. granulosus’da aktin 1 ve 2 genlerinin promotor bélgelerinin yapist

ve fonksiyonel karakterizasyonu yapilmistir (Gimba ve ark 2000).

Ekinokoklardaki bu ¢aligmalar gen ifadesinin kontrolii ile ilgili temel molekiiler
mekanizmalarin daha iyi anlasilmasina katkida bulunmakta ve ekinokoklarin kontrolii igin

hedeflerin belirlenmesine 151k tutmaktadir.
2.2.1.3. Tiirler arasi ve tiir i¢i genetik ¢esitliligin aragtirilmasina yonelik ¢alismalar
2.2.1.3.A. Tekrarlayan DNA dizileri

Okaryotik genom sadece genlerden ibaret degildir. Genomun dnemli bir kismim
tekrarlayan DNA dizileri olugturur. Bu diziler kisa ve uzun tekrar dizileri olabildikleri gibi
genin iginde veya diginda da olabilirler. Tekrarlayan DNA dizileri, genel olarak ardisik
(tandem repeat) tekrarlar ve genomda daginik olarak bulunan (intersperse repeat) tekrarlar
olmak {iizere iki smufa ayrilirlar. Ardisik tekrarlar uzunluklarna goére, mikrosatellit,
minisatellit ve makrosatellitler olarak gruplandirilirlar. Mikrosatellitler, 1 kilobaz (kb)’'n
altinda genellikle AT ve AC niikleotidlerince zengin, 10-60 tekrar gdsteren ve 30 kb’da
bir bulunan ardigik tekrarlardir. Minisatellitler 1-30 kb uzunlugunda olup gen i¢inde tek bir
kopya halinde bulunurlar. Makrosatellitler ise birkag megabaz (mb) uzunlugunda olan
telomerik ve sentromerik tekrar dizileridir. Genom i¢inde daginik olarak bulunan tekrarlar
ise genellikle bir kopya olarak bulunurlar. Bunlar, uzunluklarina gore ikiye ayrilirlar. Kisa
olanlar1 (SINES; Short Intersperse Repeats) , 500 baz ¢iftinin (bg) altinda olup en yaygin
tipi Alu dizileridir. Uzun olanlar1 ise (LINES; Long Interseperse Repeats) 1.5-5 kb

uzunlugunda olup Kpn dizilerini igermektedir.

Tekrarlayan DNA dizilerinin fonksiyonlar1 hala tam olarak bilinmemesine ramen
filogenetik iligkilerin ortaya konmasinda, tiirler arasi ve tiir i¢i genetik ¢esitliligi
gostermede, genom organizasyonu calismalarinda kullanilmaktadir. Ozellikle tiire 6zgii
tekrarlayan DNA dizilerinden tan1 amagh faydalamlmaktadir. Bugiine kadar ekinokoklarda
ardigik tekrarlar (Rosenzvit ve ark 1997, Bartholomei-Santas ve ark 2003), orta uzunlukta
tekrarlar (Marin ve ark 1993) ve mikrosatellitler (Nakao ve ark 2003) tanimlanmstir.
Ayrnica E.granulosus’a spesifik 186 bg uzunlugunda tekrarlayan DNA dizileri tanimlanmig
ve bunlarn tiir iginde ¢esitlilik gosterdigi rapor edilmigtir (Rosenzvit ve ark 2001).
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2.2.1.3.B. Mitokondrial genom ¢alismalar

Hemen hemen tiim 6karyotlarda niiklear genomun diginda bir de mitokondrial (mt)
genom bulunmaktadir. Mt genom, Kkiigiik, sirkiiler ve haploid yapidaki DNA dizileridir.
Maternal kalitlamir olmasi1 ve rekombinasyona ugramamasi, populasyon genetigi ve
filogenetik caligmalar i¢in mt genomu c¢ekici hedef haline getirmistir. Mt genom
caligmalart tiirler aras1 ve tiir i¢i farkliliklarin belirlenmesinde oldugu kadar taksonomi
caligmalar, tiirler arast akrabaligin belirlenmesi ve molekiiler epidemiyoloji ¢alismalarinda
da kullanilmaktadir.

Bugiine kadar, niiklear ve mitokondrial genom ¢aligmalari sonucunda E.
granulosus’un on genotipi (G1-G10) tammlanmistir (Tablo 2.1) (Bowles ve ark 1992,
Bowles ve McManus 1993a, Bowles ve ark 1995, Thompson ve ark 1995, Eckert ve
Thompson 1997, Scott ve ark 1997, Lavikainen ve ark 2003, Dinkel ve ark 2004) . Bu
gesitlilik, biyolojik ve immunolojik 6zelliklerde oldugu kadar konak tercihinde de
farkliliklara yol agmaktadir (Bowles ve ark 1992, McManus ve ark 2002, Maizels ve
Kurniawan-Atmadja 2002). Bu genotiplerden en yaygin bulunan ve insan enfeksiyonuna
yol aganin G1 genotipi oldugu bilinmektedir (Dinkel ve ark 2004). Diger genotiplerin
nadiren insan enfeksiyonunun bulundugu, bazilarmin ise bugiine kadar  insan
enfeksiyonuna rastlamlmadig: bildirilmistir (Bowles ve McManus 1993a, Dinkel ve ark
2004).

E.granulosus’un G1 ve G4 genotipleri ile E. multilocularis’in mitokondrial
genomlarn tamamen tanimlanmigtir (Le ve ark 2002, McManus ve Thompson 2003).
E.granulosus’un G1 genotipinin mt genomu 13588 bg uzunlugunda olup 12 protein-
kodlayan gen igermektedir (Sekil 2.6). Bunlar; nikotinamid dehidrogenaz kompleksi
(nad1-6 ve nad4L alt tiniteleri), sitokrom c oksidaz kompleksi (cox1-3 alt liniteleri),
sitokrom b (cob) ve adenozin trifosfataz 6 (atp6 alt tinitesi)’dir. Diger metazoalarda
bulunan atp8 bunlarda bulunmamaktadir. Ribozomal RNA (rRNA) alt tiinitelerini
sifreleyen iki gen ve transfer RNA (tRNA)’lan sifreleyen 22 genin bulundugu da rapor
edilmigtir (McManus ve ark 2004). Ayrica mt genomda kodlanmayan 2 bdlgenin (NRs)
varhigi da bildirilmigtir. Bu bolgelerin uzunluklari genotipler arasinda farklilik
gostermektedir (McManus ve ark 2004).
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Tablo2.1. Ekinokok tlirleri ve genotipleri (altttirleri)

Genotip Enfekte Konak

Gl Koyun, insan, kangru, sigir, deve, domuz, kegi
G2 Koyun (Tazmanya)

G3 Bufalo (Hindistan)

G4 (E. equinus)
G5 (E. ortleppi)
G6

G7

G8

G9

G10

M1

M2

\Y

0]

At (Ingiltere, Irlanda, Isvigre), esek (irlanda)
Sigrr (Isvigre, Hollanda), bufalo (Hindistan)
Deve (Kenya, Somali, Sudan), keci (Kenya)
Domuz (Polonya)

Geyik (Kuzey Amerika)

Insan (Polonya)

Geyik (Finlandiya)

Insan, kemirici (Cin, Kuzey Amerika)
Insan, kemirici (Avrupa)

Kemirici (Giiney Amerika)

Kemirici (Panama)

G1-G10, E.granulosus; M1,M2, E.multilocularis, V, E.vogeli, O, E.oligarthus, Genotipler, mitokondrial
sitokrom c oksidaz altiinitesi 1 ve NADH dehidrogenaz 1 genlerine gore diizenlenmistir (Dinkel ve ark 2004)

Echingcorses
granplosus(Gi)

13588 bp L

Sekil 2.6. Echinococcus granulous (G1 genotipi) mitokondrial genomunun yapis1 (McManus ve ark 2004).
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Ekinokok mt genleri intron igermemekte ve birkag niikleotidle birbirinden
ayrilmaktadir. Genlerden sadece nad4 ve nad4l. genlerinin gakistifi tespit edilmigtir.
Biitin  genlerin aym yonde transkribe edildigi de bilinmektedir. Ayrica parazit mt
genomundaki genetik kodlamanin, evrensel kodlamaya gore farklilik gosterdigi de rapor

edilmigtir (Telford ve ark 2000, Le ve ark 2002, Nakao ve ark 2003).
2.2.2.Taniya yinelik molekiiler ¢aliymalar

Kist hidatikde dogru ve giivenilir tani, hem hastaya uygun tedavi verme hem de
cerrahi ve farmakolojik tedaviden sonra hastanin takibinde Onemlidir. Son yillarda
rekombinant antijenlerin ve immunojenik peptidlerin sentezi ile ekinokoklarin tanisinda
yeni ve optimal molekiiler metodlar gelistirilmeye ¢alisilmaktadir (Zhang ve ark 2003a,
Ferreira ve ark 1996).

Ureme kabiliyeti olan (fertil) ve olmayan (infertil) kistlerin major antijen kaynaklart
kist stvilaridir. Ancak fertil kist sivilarindaki antijen konsantrasyonu ¢ok daha yilksektir.
Kist sivisinda bulunan baglica parazit antijenleri, 1siya dayanikli bir lipoprotein olan
Antijen B (AgB) ve 1siya dayaniksiz bir lipoprotein olan Antijen 5 (Ag5)’ dir. Bugiine
kadar cesitli AgB ve Ag5 ¢cDNA’lan klonlanmis ve rekombinant proteinler olarak ifade
edilmistir (Shepherd ve ark 1991, Frosch ve ark 1994, Gonzales ve ark 2000). Bunlar
serolojik tanida kullanilmaktadir. Ancak 6zgiil ve duyarli olmamalari, diger parazitlerle
Ozellikle de tenya tiirleri ile ¢apraz reaksiyon vermeleri ve kullanim standardizasyonunda
yaganan sikintilar tanida sorunlara yol agmaktadir (Lightowlers ve Gottstein 1995, Liu ve
ark 1993, Ortona ve ark 2000). Rekombinant DNA teknolojisi ve hibridizasyon
yontemleri ile pek ¢ok alanda son derece 6zgiil ve duyarli, optimal tani ydntemleri
gelistirilmesine ragmen, kist hidatigin tanisinda rutin olarak uygulanan bir yontem hentiz
bulunmamaktadir. Giinlimiizde yapilan, taniya yonelik ¢aligmalar da genellikle serolojik
yontemlerin iyilestirilmesi y6niindedir. Ancak ekinokoklarin son konaktaki tanusi ile ilgili
molekiiler ¢alismalarda timit verici gelismeler olmustur. Bretagne ve ark (1993) tilkilerde
E. multilocularis yumurtalarinin tespitine ydnelik PCR tam yontemi gelistirmiglerdir. Bu
yontemde, E. multilocularis genomunda en az 50 kez tekrarlayan, Ul sRNA geninin
kodlanmayan kismina 6zgiin primerler kullanmilmigtir. Bu primerlerin E. multilocularis’ e
%100 spesifik oldugu ve E. granulosus’ da dahil olmak tizere diger sestodlara uygun
olmadig1 ve bu nedenle ¢apraz reaksiyona yol agmadigi rapor edilmigtir (Bretagne ve ark
1993).
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2.2.3. Rekombinant as1 gelistirme ¢calismalan

Ekinokoklarin konaklar arasindaki dongiisiinii kirmak ve enfeksiyonu ortadan
kaldirabilmek i¢in gelistirilen kontrol programlariin en Onemli basamagi as
caligmalaridir. Son yillarda molekiiler yontemler kullanilarak koruyucu antijenlerin
belirlenmesi, bu antijenleri sifreleyen genlerin klonlanmasi ve rekombinant formlarinin

iiretilmesi ile ag1 gelistirme ¢aligmalar1 yogunluk kazanmustir.

E. granulosus’da ilk ag1 ¢aligmalart Gemmell’in (1966) denemeleri ile baglamustir .
Gemmell E. granulosus’a kargi koyunlarin onkosferlerle bagisiklik kazanabilecegi
fikrinden yola gikarak canli onkosferleri deri altina enjekte etmis ve bagisikligin gelistigini
gostermigtir (Gemmell 1966, Gemmell ve Soulsby 1968). Bunu izleyen diger ¢aligmalarla
da onkosferal antijenlerin bagisik cevabin gelismesine yol agtif1 tespit edilmigtir (Heath ve
ark 1981, Osborn ve Heath 1982, Heath 1991, Lightowlers ve ark 1992).

Lightowlers ve ark (1992)nin yaptifn ¢aliymada onkosferal cDNA
kiitiiphanelerinden secilen ¢cDNA klonlari, Escherichia coli’ de glutatyon S-transferaz
(GST) ile fiizyon proteini olarak ifade edildi. Bu klonlardan bagisiklig1 en yiiksek diizeyde
uyaran klonun Eg95 klonu oldugu belirlendi. Bu klon, E. granulosus’a kars1 asilama
¢aligmalarinda bagariyla kullanildi. Eg95 agisinin  Saponin, Quil A ve ISA 70 olmak tizere
ti¢ farkli adjuvanla formule edilerek kullamilmasi ile basarinin % 96-98’lere yiikseldigi
rapor edildi (Lightowlers ve ark 1996).

Chow ve ark (2001)’min yaptig1 ¢caligmada, EG95 proteinini gifreleyen genin en az
yedi iiyeden olugan bir gen ailesine ait oldugu tespit edildi. Bunlardan agida kullanilan
genin Eg95-1 oldugu ve diger ti¢ gen ile aym proteini sifreledikleri belirlendi. Eg95-5 ve 6
genlerinin sifreledikleri proteinlerin ise farkli oldugu tespit edildi. Ancak bu proteinlerin
bagisiklign uyarip uyarmadiklari tam olarak bilinmemektedir. Eg95-7 geninin ise bir

yalanci gen (pseudogen) oldugu bildirilmistir (Chow ve ark 2001).

Eg95-1 ve aym proteini sifreleyen diger tic genin genomik yapilarimin yiiksek
derecede korunmus oldugu tespit edilmistir. Bu ii¢ gen ile Eg95-1 geni arasinda niikleotid
farkliliklar1 bulunmaktadir. Ancak bu farkliliklar genlerin kodlanmayan bolgelerindedir.
Eg95-4 geninin ekzon 3’linde tespit edilen niikleotid yer degistirmelerinin ise
sifrelendikleri proteinde herhangi bir degisiklige yol agmadif1 gériilmiistiir (Chow ve ark
2001).
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E. granulosus’un farkli genotiplerinin bulundugu bilinmektedir (Thompson 1995).
Bu genotiplerde, Eg95 geninde olabilecek herhangi bir gesitliligin EG95 bazli aginin
etkinligini azaltabilecegi diistiniilmiistir (Chov ve ark 2001). Ancak farkli cografik
bolgelerde uygulanan Eg95 agisinin  yiiksek diizeyde koruma sagladigi rapor edilmigtir
(Lightowlers ve ark 1999) Ayrica Zhang ve ark (2003b)’min yaptifn ¢aligmada EG935
proteininin yiiksek derecede korunmus oldugu ve gesitliligin gok siurli oldugu tespit
edilmistir. Boylece Eg95 asisi, kist hidatigin endemik olarak goriildiigti bélgelerde etkin
bir bigimde kullanilmaya devam edecektir.

Hidatid kontrol programlarinda Eg95 asisimn basartyla uygulanmas: ile insan
ekinokokkozis prevalansimn da diigmesi beklenmektedir. Ayrica Eg95 agisiuin insanlarda
kullamm potansiyeline sahip oldugu ve ¢aligmalarin bu yonde devam ettigi de rapor
edilmigtir (Lightowlers ve ark 1996, Zhang ve ark 2003a).

E. multilocularis’de, EG95°e benzerlik (homoloji) gosteren EMO9S5 proteini
tammlanmigtir (Gauci ve ark 2002). EM95 proteininin aminoasit dizilerinin
E.granulosus’un EG95-1 ve EG95-6 proteinlerinin aminoasit dizilerine, sirasiyla %80 ve
%84 benzerlik gosterdigi tespit edilmigtir. EM95 proteininin, farelerde E. multilocularis
yumurtalar1 ile enfeksiyona kargt onemli olgiide (%78.5-82.9) bagisikhigr uyardig
g6zlenmigtir (Gauci ve ark 2002).

As1 ¢alismalarmn bir diger hedefi ise son konaklardir. Bu yondeki ¢aligmalar da
fimit verici olup, denemeler devam etmektedir. E. granulosus protoskolekslerinin
kullammina dayali a1 c¢aligmalan sonucunda kopeklerin bagirsagindaki parazitlerin
sayisinda azalma oldugu ya da gelisimlerinin durdugu gozlenmistir (Movsesijan ve
Mladenovic 1970, Aminzhanov 1980). Protoskoleksler veya protoskoleks antijenleri
parazitlerin gelisimini baskilamaktadir (Gemmell 1962, Zhang ve ark 1999). Kist sivisi
(Aminzhanov 1980), kist zarlar1 (Gill 1969) ve erigkin ekstrakt1 (Gemmell 1962) gibi diger
antijen kaynaklanimn da bagisiklig1 uyardig bildirilmistir. Ayrica Eckert ve ark (2001) nmin
yaptifi c¢alismada, tilkilerin de E. multilocularis’e kars1 bagigiklik kazandiklan rapor
edilmigtir.
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2.3. Aktin Genleri ve Fonksiyonlari
2.3.1. Aktin proteini ve fonksiyonlar:

Aktin proteini, mantar ve protistalardan memelilere kadar tiim okaryotik hiicrelerde
bulunur. Aktin proteini hiicre iskeletlinin ana bilesenidir. Hiicre iskeleti, tim &karyotik
hiicrelerde ayn1 olup altiinitelerin olusturdugu polimerlerden meydana gelen uzun liflerden
olusmustur. Bu liflerin baslica iglevleri hiicre seklini saglamak, mekanik gii¢ kazandirmak,
devinim (lokomosyon), mitoz ve mayozda kromozomlarin hareketi ile organellerin ve

vezikiillerin hiicre i¢i tasimmidir  (http://www.biology.arizona.edu/cell bio/tutorials/).

2.3.1.1. Hiicre iskeleti

Hiicre iskeletini olusturan filamentler; mikrofilament, mikrotubiil ve orta kalinlikta
(intermediate) liflerdir (http://www.biology.arizona.edu/cell bio/tutorials/, Pollard ve
Earnshaw 2002).

2.3.1.1.A. Mikrofilamentler

Caplan 3-8 nm. olup, hiicre iskeletinin en ince lifleridir. Kontraktil protein olan
aktinden olugsmaktadir. Aktin hiicrede en bol bulunan proteindir. Mikrofilamentler, hiicreye
mekanik giic saglamak, hiicre yiizey reseptorleri gibi zarlar arasi proteinlerle sitoplazmik
proteinler arasinda baglanti saglamak, mitoz ve mayoz sirasinda sentrozomlarin zit
kutuplarda tutunumunu saglamak gibi fonksiyonlara sahiptir. Ayrica sitoplazmik akis,
kasilma ve sitokinez gibi hiicresel hareketlerin yapilmasinda da is goriirler. Bu
fonksiyonlarin yam sira, aktin iskeletinin hﬁcre;hﬁcre etkilesimleri ve yerel yapigmayi
(fokal adhezyonlar) diizenledigi de bilinmektedir

(http://users.ren.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages) .

2.3.1.1.B. Mikrotubiiller

20-25 nm. ¢apinda silindirik tiiplerdir. Tubulin proteininin, alfa ve beta olarak
isimlendirilen altiinitelerinden olugmustur. Mikrotubiiller hiicrenin seklinin olugmasim
saglayan yapt iskeleleridir. Ayrica organellerin ve vezikiillerin hareket ettikleri yollardur.
Mikrotubiiller, mitoz esnasinda kromozomlarin tutunabilmesi i¢in gerekli olan ig
iplikciklerinin olugmasini da saglarlar

(http://www _biology.arizona.edu/cell bio/tutorials/).
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2.3.1.1.C. Orta kalnliktaki (Intermediate) filamentler

Yaklagik 10 nm. ¢apinda olan ve hiicrenin dayaniklilifini saglayan filamentlerdir.
Dezmozomlar yoluyla bitigik hiicrelerin iligki kurmasini saglarlar

(http://www.biology.arizona.edu/cell bio/tutorials/).

2.3.1.2. Aktin monomerlerinin yapasi ve filamentlerin olusum mekanizmasi

Aktin molekiilii iki domain ve bunlar arasinda kalan bir adenin niikleotidinden
olusmustur (Sekil 2.7) (Pollard ve Earnshaw 2002). Bu monomer 375 rezidiiden olusmus
bir polipeptiddir. Hem adenin triniikleotid fosfat (ATP) hem de adenin diniikleotid fosfat
(ADP) ile baglanabilirler. Ancak ATP’ ye olan ¢ekiciligi ADP’ ye oranla daha yiiksektir.
Aktin monomerleri (Globular actin, G-actin) stirekli birbirleriyle birlesme ve filament
(filament aktin, F-actin) olusturma egilimindedirler ($ekil 2.8). Sadece diisik tuz
konsantrasyonlarinda monomer olarak izole edilebilirler (Pollard ve Earnshaw 2002).
Aktin filamentleri her iki ugtan da altiinitelerin eklenmesi ve ¢ikarilmasi ile uzarlar ve
kisalirlar. Ancak her iki ucun polimerizasyon hiz1 aynt degildir. Hizl polimerize olan uca

art1 (+) ug veya kancali (barbed) ug ve yavas polimerize olan uca ise eksi (-) u¢ veya sivri

(pointed) ug denir. Alt tinitelerin ayrilmas: ise her iki ugta da aymt orandadir (Pollard ve
Earnshaw 2002).

Sekil 2.7. Aktin monmerinin atomik yapist. a) a-heliks ve B-kivrimh polipeptid katlantilart ve Mg-ATP
yerlesim merkezi, b) aktin monomerinin yiizeyel goriintimii (Pollard ve Earnshaw 2002).
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Sekil 2,8. Aktin filamentinin yapisi. A) aktin filamentinin elektron mikroskobik goriiniimii, B) ¢ift zincirin
sadece bir zinciri ve yanda genisletilmis goriintimi, C) atomik modelin yiizeyel goriiniimii (Pollard ve
Earnshaw 2002).

2.3.1.3. Aktin izoformlan

Memeli aktin proteinlerinin {i¢ izoelektrik formu bulunmaktadir. Ik iki form
sitoplazmik B- ve y- formu olup tiim hiicre tiplerinde bulunur. Ugtincii ise asidik olan a-
aktindir. o-aktin genellikle kas hiicrelerinde bulunmaktadir. Ug izoformun aminoasit
dizileri mukayese edildiginde kas aktininin (a-aktin) N terminal dizilerinin sitoplazmik
aktin (B- ve y-) N terminal dizilerinden farkli oldugu goriilmektedir (Pollard ve Earnshaw
2002).

2.3.1.4. Aktin baglanma proteinleri (ABP)

Tiim Okaryotlarda aktin iskeletinin organizasyonu, aktin baglanma proteinlerinin
(ABP) diizenleyici islevlerine baglidir. Bu isleme istirak eden bir cok ABP tamimlanmagtir.
Bunlardan yiiksek okaryotlardaki gelsolin, villin (Yin ve Stossel 1979, Bretscher ve Weber
1979), Physarum polycephalum’daki fragmin (Hasegava ve ark 1980, Jampens ve ark
1997), Dictyostelium discoideum’daki severin (Brown ve ark 1982) proteinleri aktin
filament fragment proteinler (AFFP) grubuna dahillerdir. Severin ve diger AFFP’ler aktin
filamentlerinin uzama ve kisalma olaylarim diizenlerler. Ayrica hiicredeki aktin
konsantrasyonu ve AFFP’lere aktinin oram, filamentlerin boylarinin uzama veya
kisalmasin belirleyici faktorlerdir (Wen ve ark 1996).
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2.3.2. Aktin genleri

Aktin proteinleri, metazoalarda multi gen ailesi tarafindan ifade edilirken gogu
protistalarda organizmalarin gelisimleri siiresince, gecici olarak veya siirekli ifade edilirler
(Firtel 1981). Mayada sadece tek bir aktin geni bulunurken, Drosophyla’ da 6 ve
Dictyostelium discoideum’ da 17 tiyeden olusan aktin gen ailesi bulunmaktadir (Kindle ve
Firtel 1978). Bu aktin genleri memeli sitoplazmik aktin genlerine benzemektedir (Firtel
1981). Caenorhabditis elegans’da 4 aktin geni, Schistosoma mansoni’de 2 aktin geni
tamimlanmstir (Schriefer ve ark 1994, Oliveira ve ark 1998). Insanlarda ise yaklagik 20
aktin geni bulunmaktadir (Humphries ve ark 1981).

Aktin genlerinin igerdigi intronlarn sayisida tlirler arasinda gesitlilik
gostermektedir. Maya ve Drosophyla’da bir tane intron bulunurken, Dictyostelium’ daki
aktin genlerinin hi¢birinde intron bulunmamaktadir. C.elegans’in aktin genlerinde 2-3
intron oldugu rapor edilmistir (Schriefer ve ark 1994).

2.3.2.1. Aktin genlerinin gelisme ve farklilasma olaylarindaki fonksiyonlar

Aktin proteinleri, hiicre iskeletini olusturma ve kas hiicrelerinde kasilma islevine
sahip olmasinin yam sira organizmalarin gelisme olaylarinda da etkin rol oynamaktadir
(Howell ve Smyth 1995, Oliveira ve ark 1998, Gimba ve ark 2000, Mykles ve ark 2000,
Cortez-Herrera ve ark 2001). Gelisme ve farklilagsma olaylarinda hiicrelerde bir g¢ok
morfolojik, fizyolojik ve metabolik degisiklikler meydana gelmektedir. Bu degisiklikler
gen diizeyinde meydana gelen degisiklikler ve diizenlemeler sonucu gergeklesmektedir
(McKeown ve ark 1982, Oliveira ve ark 1998, Cortez-Herreira ve ark 2001).
Organizmalarin bu geligim ve farklilagma siireglerinde, hiicrelerde meydana gelecek her
tiirlii morfolojik degisikliklerde hiicre iskeleti etkin rol oynar (Gimba ve ark 2000, Mykles
ve ark 2000, Cortez-Herreira ve ark 2001). Bu nedenle bugiine kadar pek ¢ok
organizmada, gelisim siireclerinde aktin genlerinin ifadeleri g¢alisttmigtir (Firtel 1981,
McKeown ve ark 1982, Matsumoto ve ark 1988, Silva ve ark 1993, Schriefer ve ark 1994,
Oliveiro ve ark 1998, Ambrosio ve ark 1998, Mykles ve ark 2000, Cortez-herreira ve ark
2001, Zhang ve ark 2003c).

D. discoideum’ un 17 iiyeden olusan aktin gen ailesinden en az dokuzunun ifade
edildigi ve bu genlerin geligme ile ilgili olduklar: rapor edilmigtir (McKeown ve ark 1982).

C.elegans’ 1 ise aktin genlerinin ¢ok gii¢lii promotorlara sahip oldugu ve bu nedenle erken
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embriyogenez olaylarinda anahtar rol oynayabilecegi rapor edilmistir (Schriefer ve ark
1994).

Schistosoma mansoni parazitinin gelisim siireci de ¢ok sayida morfolojik,
davranigsal ve metabolik degisikliklerle ilintilidir (Oliveira ve ark 1998). S. mansoni
memeli konaga penetre olduktan sonra schistosomula’ya doniisiir. Bu asamada kuyruk ve
viicudu cevreleyen glikokaliks kaybolur (Oliveira ve ark 1998). Daha sonra parazitin
teglimentinde bir takim degisiklikler meydana gelir. Ug kath laminar tegiiment alt1 kath
teglimente doniistirken teglimentar ¢ikintilar (igne) da kaybolur ancak bu g¢ikintilar
penetrasyonun 14. giiniinden itibaren yeniden olugmaya baglar (Hockley 1973). Bu
degisikliklere paralel olarak aktin genlerinin transkripsiyonal aktivitesinde de degisiklikler
oldugu tespit edilmistir (Oliveira ve ark 1998). S. mansoni paraziti ile ilgili yapilan bir
bagka caligmada ise parazitin teglimenter yapisinin aktin ve paramiyosinden olustugu
belirtilmistir (Matsumoto ve ark 1988). Bu ¢aligmada tegiimenter yiizey ¢ikintilarinin aktin
filamentlerinin parakristalin yapisindan meydana geldigi de rapor edilmigstir (Matsumoto
ve ark 1988).

2.3.3. Echinococcus granulosus parazitinin aktin genleri

Ik kez Silva ve arkadaslart (1993) tarafindan E. granulosus aktin genleri
tanimlanmugtir. Actin 1 (Egacfl) ve aktin 2 (Egacfll) olmak tizere iki aktln geni
bulunmaktadir. E. granulosus’ da bu genlere yiiksek derecede benzerlik gosteren bir
cDNA klonu da tespit edilmig ve bunun her iki aktin geninden farkli olan bir bagka aktin
genine ait olabilecegi belirtilmigtir (Silva ve ark 1993). Ayrica E. granulosus aktin
cDNA’larinin prob olarak kullanilmas: ve farkh enzim kesimleri uygulanmas: ile yapilan
Southern Blot ¢alismalarinda, E. granulosus’ da en az 8 aktin ile ilgili gen oldugu da tespit
edilmigtir (Silva ve ark 1993).

2.3.3.1. Egacfl ve Egacfll genlerinin niikleotid dizileri

Egactl ve Egactll genleri sirasiyla 375- ve 376- aminoasitlik polipeptidleri
sifrelemektedir. Egact] geni intron igermezken Egactll geninin 591 bg¢ uzunlugunda bir
intron igerdigi tespit edilmistir. Her iki genin kodlama bolgelerinin biribirine olan
benzerligi, niikleotid diizeyinde %79.6 ve aminoasit diizeyinde %85.3° diir (Sekil 2.9 ve
2.10) (Silva ve ark 1993).
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Egactl geni en yiiksek benzerligi niikleotid diizeyinde Taenia solium AT6 geni
(%80.3), aminoasit diizeyinde Bombyx mori aktin A3 dizisiyle (%90.6) ve Drosophyla
melanogaster act5C dizisiyle gostermektedir. Egacfll geni ise niikleotid diizeyinde T.
solium AT6 geni (%77.8), aminoasit diizeyinde Cyprinus carpio’ nun fcy geni (%89.8)
ile gostermektedir (Silva ve ark 1993). E. granulosus aktin genlerinin her ikisinin de
aminoasit dizisi memeli sitoplazmik aktin aminoasit dizisine benzemektedir (Silva ve ark

1993).

Egactl ve Egactll niikleotid dizileri sekil 2.9’ da gosterilmektedir. Egactl ve
Egactll dizilerinin stop kodonlarmnin 3° tarafinda, 56 ve 58 nt. uzaginda poli (A)
(Proudfoot ve Brownlee 1976) dizileri bulunmaktadir. Egactl ve Egactll genlerinin
sifreledikleri aminoasit dizileri de sekil 2.10°da goriilmektedir (Silva ve ark 1993) .

2.3.3.2. Egactl ve Egacfll genlerinin promotor bdlgeleri

Ik kez sestodlardan E. granulosus’ da, Egacfl ve Egactll aktin genlerinin
Ozendirici bdlgelerinin (promotor) yapisal ve iglevsel tanimlanmasi yapilmistir (Gimba ve
ark 2000). ATG baglama kodonundan sirasiyla 935- ve 524-bp uzaklikta, 5’ ug
bolgesinde (upstream) promotor alanlari tanmimlanmistir (Gimba ve ark 2000). Sekil 2.11°
de goriildiigii gibi E-dizisi (E-box), SRE ve Spl, Apl, MEF-2 ve YY1 baglanma bolgeleri
mevcuttur ( Lemercier ve ark 1998, Browning ve ark 1998, Pugh ve Tjian 1990, Paradis ve
ark 1996, Akkila ve ark 1997, Shi ve ark 1997, Gimba ve ark 2000). Egact]l geninin
niikleotid -87° de korunmus TATA dizisi (TATA-box) mevcutken, Egactll geninin 5’ ug
bolgesinde —60° da TATA dizisi ile ilgili dizinin bulundugu tespit edilmistir. EgactI’ nin
5" ug¢ bolgesinde ¢ok sayida dT elementi de mevcuttur (Gimba ve ark 2000). Bu
diizenleyici elementlerin fonksiyonel olarak aktin geninin diizenlenmesi ile ilgili oldugu,
bu nedenle transkripsiyonel kontrolde rol oynadigi diistiniilmektedir. Egactl geninin
promotor bolgesindeki —525° den —101° e kadar olan bolgesi ve Egact] geninin —524° den —
129’ a kadar olan bdlgesinin negatif diizenlenme ile ilgili oldugu rapor edilmistir (Gimba
ve ark 2000). Okaryotik hiicrelerde YY1 proteininin a-aktin geninin diizenlenmesinde
baskilayict rol oynadig: bilinmektedir (Lee ve ark 1992, McLellan ve ark 1994, Bushel ve
ark 1995, Chen ve Schwartz 1997, Gimba ve ark 2000). E. granulosus aktin genlerinin
promotorlarindaki YY1 dizilerinin korunmug olmasi, YY1 proteininin karyotlardaki gibi
DNA’ya baglanarak aktin geninin ifadesini negatif etkiledigini gostermektedir (Gimba ve
ark 2000).
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Sekil 2.9. a) Egactl ve Egactll aktin genlerinin gen bolgelerinin niikleotid dizisi. iki gen arasinda homoloji
gosteren niikleotidler nokta ile gosterilmistir. ATG ve TAA kirmizi renkte gosterilmistir. Mavi renkte goriilen
diziler ise poliadenilasyon sinyalleridir. Niikleotid eklenmeleri * ile gosterilmistir. 1 nolu niikleotid, Egactl
dizisinin ATG baglama kodonunun A nikleotidi olarak kabul edilmistir. B) Egact2 aktin geninin intron
bolgesinin nilkleotid dizisi. intron bolgesinin gen igindeki pozisyonu ise ok ile gdsterilmistir (Silva ve ark
1993).
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Sekil 2.10. Egactl ve Egact2 aminoasit dizileri. Ayni aminositler noktali gésterilmistir (Silva ve ark 1993)
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Sekil 2.11. E. gramulosus Egctl (A) ve Egactll (B) aktin genlerinin 5° ug bélgelerinin niikleotid dizileri.
Baglama kodonu (ATG) +1 olarak gosterilmektedir. Diger numaralar da buna gére dlizenlenmistir. Trans-
kripsiyon faktorlerinin baglanma bolgeleri alt: ¢izili olarak gosterilmektedir. Coklu (dT) alanlari ise alt:
noktali gdsterilmigstir. Kodlama bolgeleri, alt1 ¢ift ¢izgili olan ATG baglama kodonundan baglayarak koyu
karakterli harflerle yazilmigtir (Gimba ve ark 2000).
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. Materyallerin Temin Edilmesi ve Depolanmasi

E. granulosus kistleri, Konya Konet (Konya Et ve Balik Kurumu) mezbahasinda ve
Konya Karapinar mezbahasinda kesimi yapilan koyun ve sigirlarin karacier ve
akcigerlerinden ve Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Cerrahi Anabilim dalinda
yapilan operasyon sonrasinda insan karacigerinden temin edildi. In vitro kiiltiir ¢aligmas:
ile molekiiller c¢alismalarin bir bolimii Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi
Kombassan Aragtirma ve Uygulama Merkezinde gergeklestirildi. Molekiiler ¢aligmalarin
bir béliimii ise Gaziantep Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim dalinda gergeklestirildi.

Mezbahadan alinan kistli organlar birka¢ saat igerisinde laboratuvara getirildi.
Protoskoleksler kistlerden steril enjektdr yardum ile, germinatif membranlar ise steril pens
yardimi ile toplanarak 50 ml.’lik steril falkon tiiplerinde biriktirildi. Toplanan
protoskoleksler 20-30 dk. oda 1sisinda bekletilerek dibe ¢tkmesi saglandi. Bu siire
sonunda tiiplerin protoskoleks igermeyen tist kismindaki kist sivisi steril pastor pipet
yardimiyla atildi. Akabinde tiiplerin dip kisminda bulunan protoskolekslerin yikama
islemine gegildi. Bu esnada germinatif membranlarin toplandig: tiipler, ara sira spatula
yardiyla karnigtinldi veya nazikce santrifiije tabi tutuldu. Boylece germinatif membrana
bagli protoskolekslerin kist sivisina dokiilmeleri saglandi. Daha sonra dip kisimdaki
protoskoleksleri dagitmadan iist kisimdaki germinatif membranlar temiz bir tiipe aktarildi.
Altta biriken protoskoleksler steril pastor pipeti ile diger protoskoleks tiipiine ilave edildi.

Protoskolekslerin ve germinatif membranin yikama islemleri Hank’s soliisyonu
veya fosfat tampon soliisyonu (Phosphate buffer saline, PBS) ile yapildi. Yikama
igleminde, protoskolekslerin ve germinatif membranlarin tizerine 10-15 ml. yikama
soliisyonu ilave edilip kanstirildiktan sonra 15-20 dk. bekletilerek tistteki siv1 kisim atilda.
Bu iglem 2-3 kez tekrarlandiktan sonra protoskoleksler ve germinatif membranlar pepsin
ile muamele edildi. Materyaller, ortamdaki arttk maddelerin ve  protoskoleksleri
germimatif membrana baglayan baglanti saplarimin pargalanmasi amaci ile pepsin
soliisyonunda 37 °C’ de 40-60 dk inkiibe edildi. Bu islem sonrasinda tekrar aym yikama
soliisyonu ile 2-3 kez yikama islemi yapildi. Boylece materyaller pepsinden tamamen
armdirildi. Yikama islemleri tamamlanan protoskolekslerin bir kismi kiiltiir i¢in ayrilirken

kalan protoskoleksler ve germinatif membranlar daha sonra RNA ve DNA izolasyonunda
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kullanilmak {izere -80° C’ de saklandi. Bunun i¢in 1 mI’lik ependorf tiipler kullamldi.

Depolanan materyallerde fazla s1v1 kalmamasina dikkat edildi.
3.2. Protoskolekslerin In Vitro Kiiltiiri

Yikama islemi tamamlanan protoskoleksler in vitro kiiltiir i¢in inverted mikroskop
altinda incelendi. Bu incelemede su kriterlere dikkat edildi; protoskolekslerin normal
morfolojik goriiniime (teglimentin diizgiinliigii), genel kontraktil hareketlere ve alev
hiicresi aktivitesine sahip olmas: ve eosin-Y boyasi ile %90-95 oraminda canlihifin tespit
edilmesi (Smyth ve Davies 1974, Howell 1986, Smyth 1990, Gordo ve Bandera 1997).
Besiyeri iceren her bir kiiltiir kabina (flask) 2000-2500 protoskoleks ilave edildi. Flasklar
37° C’ de inkiibasyona birakildi. Besiyerleri ortalama on giinde bir degistirildi. Besiyeri
degisimi yapilirken dik duruma getirilen flasklar 15-20 dk. bekletildi. Daha sonra st
kisimdaki eski besiyeri steril pastdr pipet yardimu ile alinarak yerine taze besiyeri eklendi.
Ttim islemler steril sartlarda, biyolojik emniyet kabininde (laminair flow) ve alev yaninda
gerceklestirildi. Kiiltiir siiresince protoskolekslerin gelisimi inverted mikroskopla takip

edilerek goriintiilendi.

3.2.1. Soliisyonlarmin hazirlanmasi

Hank’s soliisyonu:
Hank’s salt base (01-085-1A, Biological Industries).........ccocoovvvninnnnns 100 ml.
(€15 117 1011 131 | HO U SO RN 0.2 ml.

Soliisyon hazirlandiktan sonra +4°C’ de saklanur.

Fosfat tampon soliisyonu (Phosphate Buffer Saline, PBS): (02-023-1A, Biological
Industries)

Pepsin soliisyonu (%o 2’ lik):

Hank’s salt base veya fosfat tampon sollisyonu.............cccoovviiinnenn.. 100 ml.
Pepsin ( P700, S1ZMa).....c.ccvuiniiiiiiiiiiiiiiiiiiireree e 0.2 gr.

Soliisyon hazirlandiktan sonra +4°C’ de saklanur.
Besiyerinin hazuirlanmasi:

RPMI 1640 (0.1-106-1A, Biological Industries)........c.cocoeviveviiininnnn. 80 ml.
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Foetal calf serum (0.4-001-1A, Biological Industries)..............ccceuene. 20 ml.
Penisilin (500 i.u./ml)-streptomisin (S00um/ml)(P-4333, Sigma)............ 1 ml.

Iyice kanistirldiktan sonra steril flasklarin her birine 20 ml. olacak gekilde dagitihir ve -
20°C’ de saklanur.

3.2.2. Protoskolekslerin toplanmasi ve Kiiltiire edilmesinde gerekli olan gerecler:

Mikropipet (Medispec-plus), santrifiij (Niive, NF 1000R), kanigtiric: (Niive, NM
110), manyetik kargtirict (electro-mag), biinzenbek, hassas terazi (Sartorius), pH metre
(InoLab), buzdolab: (Argelik, 5040 NF), derin dondurucu (Nuaire, -85°C Ultralow
Freezer), biyolojik emniyet kabini (laminair flow) (Nuaire, Class II), koruyucu gozlik,
inkiibator (Niive Jouan, EC 150), inverted 151k mikroskobu (Olympus CK2), fotograf

makinesi
3.3. Protoskolekslerin ve germinatif membranin morfolojisi ve niiklear organizasyonu
3.3.1. Protoskolekslerin ve germinatif membranin kiiltiire edilmesi ve fiksasyonu

Protoskoleksler toplamip yikama sullisyonlar: ile yikandikta sonra 4ml besiyeri
bulunan tiiplerin her birine 100-200 protoskoleks olacak sekilde ekim yapildi. Tiipler 37
°C etiivde 16 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda 1500 devirde 7 dk.
santrifij edildi. Dibe ¢6ken protoskolekslere dokunmadan st kisim atild
Protoskolekslerin tizerine 2 ml hipotonik ilave edildi ve 1 saat 37 °C etiivde inkiibasyona
birakildi. Bu siire sonunda tiipler 1500 devirde 7 dk. santrifiij edildi. Bunu takiben
protoskoleksler 3 kez fiksatiften gegirilerek tespit edildi. Ornekler lamlara damlatildiktan
sonra kurumaya birakild. Preparatlar gekirdek boyasi olan %5 Giemsa boyast ile boyandi.

Germinatif membranlar ise yikama soliisyonunda yikanmadan Once bistliri

yardimuyla kiigiik pargalara ayrildi ve aym islemler tabi tutuldu.
3.3.2. Soliisyonlarin hazirlanmas

Besiyerinin hazirlanmasi

RPMI 1640 (0.1-106-1A, Biological Industries).........c.cocoveveininennnne. 100 ml.
Foetal calf serum (0.4-001-1A, Biological Industries)..............coeeuenins 20 ml.
Fitohemaglutinin(12-006-1H, Biological Industries)............cccocvuennnnn 2 ml
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Penisilin (500 i.u./ml)-streptomisin (S00pm/ml)(P-4333, Sigma)............ 1 ml

Iyice karigtinldiktan sonra steril tiiplerin her birine 4 ml. olacak sekilde dagitilir ve -20°C’
de saklanir.

Hipotonik (0.075 M )

KC1(31,012-3, Sigma).....ceuenininiiieieneieineniiieneneneneeaeneneneeenannanes 0.559 gr
Fiksatif (3:1) .

Metanol (K31251807-242, MercK)....cocvuinirerinernininininieenencnenenanenss 30 ml

Asetik asit (K33545356-430, MErcK)...ccoeveeiienineninennrniniienenenneenenennn 10 ml
Taze hazirlanir.

%5 Giemsa boyast
GIemSa (GIDCO). .. v eueiriiinirieiiiet it e e eiteieerereeeeeeaneneaeaeenanenaasnan 4 ml

SOransSen tamIPONIL. ... iueneeneeenenerteneeneneeneaaeneaeeeseserenmesensnsossnenenns 80 ml
3.4. Niikleik Asitlerin izolasyonu

3.4.1. RNA Izolasyonu

Konya ve gevresi ile Karapinar olmak tizere farkli bélgelerden toplanan koyun
tutulumlu 38 kist ve insan tutulumlu 1 kistden elde edilen protoskolekslerden riboniikleik
asit (RNA) izolasyonu gerceklestirildi.

RNA ecldesine gegmeden 6nce ortamun sterilizasyonu ve malzemelerin RNaz’lardan
uzaklagtirilmas1 ¢alismalant yapildi. Ozellikle RNA calisilirken RNA’larin RNaz’lar
tarafindan yikilmamasi igin bir ¢ok 6nlem alinmasi gerekmektedir. RNaz’ larin RNA’lan
parcalamak icin kofaktore ihtiyag duymamalar1 ve havada, soliisyonlarda, aragtirmacinin
cildinde veya tiikriigiinde bol miktarda bulunmalar1 RNA izolasyonunun gii¢lesmesine yol
agmaktadir. Bu nedenle RNA ile ¢alisirken mutlaka eldiven giymek ve sik sik eldiven
degistirmek RNaz’lardan korunmak i¢in en 6nemli Onlemdir. Ayrica arastirmacinin
calisirken miimkiin oldugunca konugmamasi &nerilir. Ustelik bu enzimin inaktive edilmesi
¢ok zor oldugu i¢in tiim soliisyonlar, plastikler ve cam malzemeler RNaz inhibitorleri ile
muamele edilmeli, otoklavlanmal1 ve diger laboratuvar malzemelerinden ayri muhafaza

edilmelidirler. Diethyl pyrocarbonate (DEPC) kullanilan en yaygin RNaz inhibitoriidiir.
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DEPC c¢ok toksik oldugu ig¢in c¢eker ocakta calisilir ve tris soliisyonlarinda asla
kullanilmaz.

3.4.1.1. Soliisyonlarin ve malzemelerin hazirlanmasi ve DEPC ile muamele edilmesi

DEPC’ li su:
AHRO . oo 1000 ml
DEPC (15,922-0, Aldrich-Sigma)......cccuveeeeveeeeeeeeeeeeerennn. 1 ml.

Oda 1s1sinda 2 saat karigtirilir ve 30 dk. otoklavlanir. RNaz’s1z olarak etiketlendirilip 6zel
cekmeceye kaldirilir.

Pipet uglar: ve ependorf tiipler:

Bir gece DEPC’ li suda birakilir. Ertesi giin s1v1 bogaltilarak 30 dk. otoklav yapilir.
Makas, cam sise, homojenizatior bashgi:

Iki-ii¢ kez DEPC’ li sudan gegirilir. Ve temiz kagit pecete ile kurulanur.
Elektroforez jel tanklar: ve taraklari:

NaOH/SDS ile 15 dk. muamele ettikten sonra DEPC’ li suda 2 saat-bir gece
bekletilir.

Etanol (% 75) :

D06 ELANIOL ... .eveeereeeeeeieiieiieiiiiteeeeereeessesssssannannceeessessssssssssnsnmsesesessssnsnessesssans 78 ml
SU (DEPC 11) ceeerveeeirerirreenreeiriecriressseeessneesssesssseesssesssesessessssessessaessssssassnss 100 ml’ ye
tamamlanir.

RNaz’s1z olarak etiketlendirilip 6zel gekmeceye kaldirilir.

0.2 M NaOH:
NaOH (1310-73-2, SiZMNa) ....cccveerrerereerreerveerrerrreetessesssessesseersesssessersssseenes 4 gr
SU (DEPC 1) eeieeieieireecirererieeiereersreeecseessvesssssessssessssessasessnesssesssssssesssessasssss 500 ml’ ye

tamamlanir.RNaz’s1z olarak etiketlendirilip 6zel gekmeceye kaldirilir.

%20 SDS:
SDS (0227-100G, AMDBIESCO) ...veceverrerererreesreerreessessrnssressssssessessaessessaesasnes 20 gr
SU (DEPC? 11) coueeiirirreciereereenrieeeseessesessressessesasssessssssssassasssossssessassassasses 90 ml
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SDS iyice ¢oziinlinceya kadar 68°C’ de sitilir. Toplam hacim distile su ile 100 ml’ ye

tamamlanir. RNaz’s1z olarak etiketlendirilip 6zel ¢ekmeceye kaldirilar.

0.8 M Sodyum sitrat
Sodyum sitrat (6132-04-3, SiZMA) ....c.coveererriereenrerreeesreeireriereereeeaseesassaesees 23.52 gr
SU (DEPC? 11) cenieiieiiiieeiencrenreesrueesassseeseessesssasseessessssesssssersessesssessssensns 100 ml.’ye

tamamlanir. RNaz’s1z olarak etiketlendirilip 6zel ¢ekmeceye kaldirlir.

1.2 M Sodyum Ekloriir
Sodyum kloriir (7647-14-5, SigMa) ....c.ccoevererreerenrerrerrerenesenresseensessesessens 7.012 gr
SU (DEPC? 11) c.ueieeerientieienreneneesrestasisessessessessessesssssssssassssssessessessesassassassens 100 ml.’ye

tamamlamr. RNaz’s1z olarak etiketlendirilip 6zel gekmeceye kaldimlur.
3.4.1.2. Total RNA’nin izolasyonu

Protoskoleks ve germinatif membranlardan total RNA izolasyonu TRIzol reagent
(15596, Gibco BRL) kullamlarak {iretici firmanin 6nerdigi yontemle gerceklestirildi. Bu
yontem Chomczynski ve Sacchi (1987) tarafindan gelistirilen tek basamakta RNA
izolasyon metodunun modifiye edilmis seklidir. TR1zol reagent guanidine isothiocyanate
ve fenol igeren oldukg¢a toksik bir soliisyondur. Bu nedenle trizolle galigilirken geker
ocakta ¢alisilmasi, mutlaka eldiven ve koruyucu gozliik takilmasi gerekmektedir.

1. Homojenizasyon

RNA izolasyonunda materyalin hizli ve etkin bir bigimde homojenize edilmesi
onemlidir. Bu ¢aliymada havan ve tokmak kullamlarak protoskolekslerin homojenizasyonu
gerceklestirildi. Homojenizasyona baglamadan énce havan, tokmak ve spatula dH,O ile
yikandiktan sonra 3 kez DEPC’li sudan gegirilerek temiz kagit haviu ile kuruland:.
Alimunyum folyoya sarilan bu malzemeler -80°C dondurucuda 30 dk-1 saat bekletildi.
Daha sonra oldukg¢a hizl: bir gekilde protoskolekslerin ¢6ziinmesine izin vermeden soguk
havanda tokmakla ezmek suretiyle protoskoleksler pudra haline getirildi. Pudra halindeki
protoskoleksler spatula yardimiyla temiz ependorflara alindi ve derhal iizerine TRIzol
soliisyonu eklendi (100 pl protoskolekse 1 ml trizol olacak gekilde). Oda 1sisnda 5 dk

bekletilerek niikleoprotein komplekslerinin tamamen ayrilmasi saglandi.

42



Germinatif —membranlarin  homojenizasyonu da aym sekilde yapild.
Homojenizasyon sonrasinda her 50-100 mg. dokuya 1 ml. trizol ilave edilerek izolasyona

devam edildi.

2. Faz olusumu

Inkiibasyon sonrasinda tiiplere 200 pl. kloroform ilave edilir (1 ml trizol igin 0.2
ml. kloroform). Tiipler hizl1 bir bigimde 30 sn. elle sallanir ve 2-3 dk daha oda 1sisinda
tutulur. Inkiibasyondan sonra 10000 devirde 15 dk +4 °C’de santrifijj edilir. Santriftj
sonrasinda tiiplerde 3 faz goézlenir. Bunlar; en iistte RNA’ min bulundugu renksiz aqua

faz, altta kirmiz renkte fenol-kloroform faz ve iki fazin ortasinda bir ara fazdir.
3. RNA presipitasyonu

Aqua faz dikkatlice temiz bir tiipe alinir. Organik faz ise DNA izolasyonu igin
+4°C” de saklanir. RNA’nin bulundugu aqua fazin tizerine 500 pl. isopiropil alkol ilave
edilir (Baslangigtaki her 1 ml trizol i¢in 0.5 ml isopiropil alkol). Tipler 10-15 dk oda
isisinda  bekletilir. Sonra 10000 devirde 10 dk +4 °C’ de santrifiij edilir. Santrifiij sonras:
tiipiin dibinde jelimsi RNA pelleti gozlenir.

Germinatif membrandan RNA izolasyonunda ise membranin yogun polisakkarit
yapisindan dolay: ek iglemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Baglangigtaki her 1 ml. trizol i¢in
0.25 ml. isopiropil alkol ve 0.25 ml. yiiksek tuz presipitasyon soliisyonu (O.8 M sodyum
sitrat ve 1.2 M sodyum Kklortir ) ilave edilir.

4. RNA’ nin yikanmasi

Pelletin tizerindeki siipernatan dikkatlice atilir ve pelletin tizerine 1-2 ml. %75’ lik
alkol ilave edilerek bir kez yikanir (Baslangigtaki bir 1 ml trizol i¢in en az 1 ml %75 lik
etanol). Vorteks yapilir. 4000 devirde 5 dk. +4 °C’de santrifijj edilir.

5. RNA’ min ¢oziinmesi

RNA pelleti yaklagik 5-10 dk kurumaya birakilir. Pelletin tamamen kurumasina
asla izin verilmez. RNA pelletin tizerine 50-100 ul DEPC’ li su ilave edilir. Gerekirse
hafifce pipetaj yapilir. Tiipler 10 dk 55-60 °C’de inkiibe edilir. Tamamen ¢oziinen RNA -
80°C’ de depolanir.
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3.4.2. DNA Izolasyonu
3.4.2.1. DNA izolasyonu icin gerekli soliisyonlarin hazirlanmas:

% 10 etanolde 0.1 M sodyum sitrat

Sodyum sitrat (6132-04-3, Sigma).......ccoevrereeniiniieinennne. 2941 ¢
| 227201 Ts) PO TP 10 ml
131 S 0 O J PPN 90 ml
Oda 1s1s1nda saklanir.
%75 etanol
096 CLANOL. .. eeeee ettt rarereaaas 78 ml
131 5 0T O JO U 100ml’ye
tamamlanir. Oda 1s1sinda saklanir.
8 mM NaOH
NaOH (36717-6, Sigma-Aldrich).......c.ccooeieveviiiiniinininennnin 0.032¢
| (1O TS 100ml’ye

tamamlanir, Oda 1sisinda saklanir

0.1 M HEPES
HEPES (101926, ICN Biomedicals Inc)........c.ccceieiiininiinnnens 2.383
= S T Nt 100 ml’ ye

tamamlanir. Oda 1sisinda saklanur.
3.4.2.2. Fenol faz ve interfazdan DNA izolasyonu

Protoskoleks ve germinatif membran DNA’s1, RNA izolasyonundan kalan ve +4 °C

’de depolanan interfaz ve fenol fazdan elde edilir.
1. DNA presipitasyonu

Fenol faz ve interfazin tizerine 300ul. etanol eklenir (Baslangig
homojenizasyonunda kullamilan 1ml trizol reagent igin 0.3 ml etanol). Ttpler alt iist
edilerek tamamen karigtirilir ve oda 1sisinda 2-3 dk inkiibe edilir. Daha sonra 1500
devirde 5 dk. +4 °C’de santrifiij edilir ve DNA pelleti gozlenir. (DNA presipitasyonuna
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baglamadan once fenol faz-interfazin iizerinde aqua fazin kalip kalmadig1 kontrol edilir.

Aqua faz varsa uzaklastirilir. Bu agama DNA’ nin kalitesi igin 6nemlidir.)
2. DNA’ nin yikanmasi

DNA pelleti iki kez %10’ luk etanoldeki 0.1 M sodyum sitrat sollisyonunda
yikanir. Her yikamada DNA pelleti yikama soliisyonunda 30 dk bekletilir. Bu siirede tiipler
peryodik olarak alt ist edilir. Inkiibasyon sonrasinda tiipler 1500 devirde 5 dk 4-25 °C ’de
santrifiij edilir. Pellet biiyiikse ek yikama yapilir.

3. DNA’ nmin ¢éziinmesi

DNA pelletinden etanol uzaklagtirilir. Pellet havada kurutulur. 100-200 pL. 8 mM
NaOH ilave edilir ve nazik¢e pipetaj yapilarak DNA’ min ¢6ziinmesi saglanir. DNA’ nin
uzun siireli depolanmasi i¢in 6rneklerin HEPES ile pH 7-8’e ayarlanmas: gerekmektedir.
Bunun i¢in 1 ml 8 mM NaOH igin 117 pl. 0.1 M HEPES ilave edilir. pH’ s1 ayarlanan
DNA ornekleri +4 °C’de veya -20 °C’de saklanabilir.

3.5. Reverse Transcriptase - Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)

mRNA’ dan reverse transcriptase enzimi ile 6nce cDNA’nin sentezlenmesi ve
olusan cDNA’ nin amaca uygun primerler kullanilarak PZR teknigi ile cogaltilmasi esasina
dayanir. RNA ile yapilan tiim deneylerde oldugu gibi RNaz kontaminasyonunu engellemek
icin gerekli 6nlemler alinmalidir. Bu teknikte kaliteli ve DNA ile kontamine olmamig RNA
ile ¢caligmak olduk¢a Onemlidir. Bu nedenle RNA o6rnekleri énce DNaz ile muamele

edildikten sonra RT-PZR ¢aligmasina gegilir.
3.5.1. Orneklerin DNaz enzimi ile muamele edilmesi

RNA ornekleri muhtemel DNA kontaminasyonuna karst RT-PZR islemine
gegmeden 6nce DNaz enzimi ile muamele edildi. RNA 6rneklerinden 10 pl. temiz tiiplere
alind1. Uzerine 3 pl. DNaz (1 u/pl,1000 u)(EN0521, Fermentas) ilave edilerek 37 °C’ de 1
saat inkiibasyona birakildi. Daha sonra RT islemine gegildi.

3.5.2. Reverse transcriptase (RT) enzim reaksiyonu

1. RNaz’ siz tiip i¢ine asagidaki 6rnekler konur.

Oligo (dT) primer (70 uM)(0-4387, Sigma) .....ccccceerverrerverreerenrnsenenns 2 pl
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Dikkatlice karigtirilir ve 3-5 sn santrifiij edilir.
2. 70 °C sicaklikta S dk birakilir. Derhal buza alinir.

3. Buz iizerinde agagidaki reaktifler konur.

5x reaksiyon tamponu (M-MuLV RT, 1201, Fermentas).................. 8 pl.
dNTP(2mM) (R0241, 8001,Fermentas)........cccoevvrivinininininininn 2 ul
415 0 | PP PO 19 ul

4. Karisim 37 °C’ de 5 dk birakilir.

5. Karisima, Reverse transcriptase (M-MuLV, EP0441, 0623, Fermentas)....1 pl ilave
edilir.

6. 42 °C’ de 60 dk inkiibe edilir. 70 °C’de 10 dk inkiibe edilerek enzim inhibe edilir.
7. Inkiibasyon sonrasinda tiipler buza almmr ve PZR yapilincaya kadar buzda bekletilir.

3.5.3. PZR reaksiyonu karisimmin hazirlanmasi

1. Reaksiyon karisim oranlari her bir 6rnek i¢in toplam 15 pl. olacak sekilde asagidaki gibi

hazirlandi.
i1 5 0 OO 12.795 pl.
10x tampon (7300, Fermentas).........ccoevevevniniiiniiiniiiiiiiinininin 1 ul.
MgCI2 (25 mM)( 5300, Fermentas).......c.ceeeeeeniieinininiiuiniinineninnnnin 04 pul
dNTP (10 mM)(D-7295, Sigma).....cccoeuentrerinenennrneniiereinrenincnenenns 0.6 pl
Tleri primer (MWG-Biotech.AG)....cceevvverererrireeineereeerineereneeeeeesnnns 0.08 pl.
Geri primer (MWG-Biotech.AG)....c..ovviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 0.08 pl.
Taq polimeraz enzimi (5p/ pl, 500 u)( 4617, Fermentas)..............cuvuuee. 0.1 pl
2. Tiiplerin her birine 10 pl cDNA ilave edildi.
3. Tiipler PZR cihazina yerlestirilerek programlandi.
3.5.4. PZR reaksiyon kosullar:
Ik denatiirasyon ..........cceeevemevemevevenens D4 OC ceeeeeveeeeerereeeneeesenereseresesesens 5dk
Denatlirasyon........cceeeveeeesvereseesscessaenne Q4 OC.eerereeneeseieneceeessaenas 30sn
Baglanma..........ccccceverruervrenreenreecrencnenne 59.0°C (aCt 1)creererreceeerennennes 30sn
59.3 °C (act 2)
UzZama.......ccoeeeercvenvueinnieinnenseensneneneens T2 OC iiiievienecneciessensenisenns 30sn
35 TEKRAR
SON UZAMA ....veeevrenreeereensreeeceeercrsessessees T2 OC caueeeeverereeneenressessssesuesenaene 2 dk
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3.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu — Restriksiyon Enzim Kesimi (PZR-RFLP)

Hedeflenen gen bolgesinin uygun primerlerle gogaltilmasi ve akabinde kesim

enzimleri ile muamele edilerek gen cok yapililigmin (polimorfizm) tespit edilmesi
teknigine PZR-RFLP (PCR-RFLP; Polimerase chain Reaction- Restriction Fragment
Lenght Polimorphism) teknigi denir. Bu ¢alismada farkli bolgelerden temin edilen 39
skoleks DNA’smin Egactl ve Egactll gen bolgeleri PZR teknigi ile ¢gogaltildi. Daha sonra

her iki gen bolgesinin Pstl, Alul ve Taql enzimleri ile kesimleri yapildi. Kesimi yapilan

Ornekler elektroforezde yiiriitiillerek UV goriintiileme cihazinda gériintiilendi.

3.6.1. Egactl ve Egactll genlerinin PZR ile ¢ogaltiimasi

3.6.1.1. PZR reaksiyonu karigimimin hazirlanmasi

Reaksiyon karigim oranlart her bir ornek igin toplam 100 pl. olacak sekilde

asagidaki gibi hazirlandi.

413 0| S PP PP PP 70.45 ul
10x tampon (7300, Fermentas)........coovveeiiiniiniiniiiiiniiieeimninennennenn 10 pl
MgCl2 (25 mM)( 5300, Fermentas).......cooceueeneinieinnenenneeneneenenenennnn 4 pul
ANTP (10mM)(D-7295, SIZMaA)..eeuvrrenearenenraneneneenraeeneneoemierencnennne 6 pul
[leri primer (MWG-Biotech.AG).........uvveiirriiieeeiieeeieeeerneeeieenns 0.8 .
Geri primer (MWG-BioteCh.AG)...coeuiiiiiiiniiiiiiiicriieie e e eneene 0.8 pul
Taq polimeraz enzimi (5w pl, 500 u)( 4617, Fermentas).......ccccoevvenenans 1 pl.
2. Tiiplerin her birine 7.5 ul DNA ilave edildi.
3. Tiipler PZR cihazina yerlestirilerek programlands.
3.6.1.2. PZR reaksiyon kosullar
[k denatlirasyon ..............coeeveverinrvnnnn. 94 OC cueeeeeererererererereieserssesseesene 5 dk.
Denatlirasyon.......cceeceeeveeerrnereeenreeneens 04 OC..ieereecerrreeereeereeneeneenne 30sn
Baglanma.........ccccoceevreeceenceierrecreecnennennn. 59.0°C (act 1).eeeeeeveecrcreenernenne 30sn
59.3 °C (act 2)
UzZama.....couveeveerererieenrenseecsnenrvesessseseenns T2 OC iiieieeieciereeseecsennranaeenns 30sn
35 TEKRAR
SON UZAMA ......oovveveerrrrenerreeeerrerrenreseenea T2 OC iereceereeneererseereecneasnenne 2 dk.
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3.6.2. PZR ile cogaltilan Egactl ve Egactll aktin genlerinin enzim kesimi reaksiyonlar:

Egactl ve Egactll gen dizilerinin PZR ile ¢ogaltilan hedef gen bolgeleri tizerinde
Alul ve Tagl enzim tanima bolgeleri sekil 3.2 ve 3.3” de gosterilmektedir.

3.6.2.1. Pstl enzim kesimi reaksiyonu

Pstl enzimi tanuma bélgesi 5...CTGCA ] G.....3"
3'....G T ACGTC.....5’

Reaksiyon karisiminin hazirlanmast

AH20. .. et 1.9 ul
Enzim tamponu.......cocevveiieiiiiiiinienieeeneennieneeeanns 2.5ul
Enzim (ER0611,Fermentas)........ccccvvevevrerneennenennnnnns 0.6 ul
| /A 2 1141111 F PP T OO PPN 20 upl

Toplam hacim 25 ul. olacak sekilde tiipler hazirlandi. Tiipler 37 °C’de bir gece (O/N)
inkiibasyona birakildi.

3.6.2.2. Alul enzim kesimi reaksiyonu

Alul enzimi tanima bolgesi 5...... AG|CT...... 3

Reaksiyon kansinunin hazirlanmasi

AH20. e et eieere ceereneeer e nrane 1.9 ul
Enzim tamponu.......c.ocveeinvreiieereenneneereennrananns o 2.5ul
Enzim (ER4222, Fermentas).......covevuereineenninnenennennns 0.6 ul
PZR GIUNT. o eneneeneneiiiirineeeenenineeieeneneneeenenenas 20 pl

Toplam hacim 25 pl. olacak sekilde tiipler hazirlandi. Tiipler 37 °C’de O/N inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasinda 65 °C’ de 20 dk. birakilarak enzim inaktive edildi.

3.6.2.3. Taql enzim kesimi reaksiyonu

Taql enzimi tanima bolgesi 5..T] CGA....3’
3...,AGC1T...5
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Reaksiyon karisiminin hazirlanmast

AH20. ot e 1.9 ul
Enzim tamponu........c.cccceeviviiniiiiniiiniiiniiiinnenn.. 2.5l
Enzim (ERTAQ100,Qbiogene).......cccevvveriuininineinenn 0.6 ul
PZR GIlnti. .. .vveriitiniiieeienenneeneseineieenereneeneenanns 20 pl

Toplam hacim 25 pl. olacak sekilde tiipler hazirlandi. Tiipler 65 °C’de bir saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasinda 85 °C” de 20 dk. birakilarak enzim inaktive edildi.

3.7. Jel Elektroforezi
3.7.1. Jelin hazirlanmasi ve drneklerin jele yiiklenmesi

Jelin Hazirlanmast (%2)

Mikrodalga firinda agaroz iyice eriyinceye kadar tutulur. Daha sonra jelin sicaklig
60 °C’ ye diigiince 4 pl. ethidium bromur (1239-45-8, Sigma) eklenir. Bu islem ethidium
bromur kanserojenik oldugu i¢in ¢eker ocakta yapilmahdir. Jel tanka dikkatlice dokiiliir ve
varsa hava kabarciklan uzaklagtirilir. Jel 30 dk. donmaya birakilir.

Orneklerin jele yiiklenmesi

6xYiikleme boyas1 (R0611, 9701, Fermentas)..........c.cc.oueene 4 ul.

Bantlarin biiyiikliiklerini tespit etmek igin, ticari olarak alman ve biyiikliigii bilinen
bir marker kullamilir. Bu ¢aligmada marker olarak pUC 18 Dpnl kesimi (D6683, Aldrich-
Sigma) ve pUC 18 Mspl kesimi (D4797, Aldrich-Sigma) kullamldi.

Ornellerin jelde yiiriitiilmesi
Ornekler jelde 100 volt (V)’ da  1-1.5 saat yiiriitiiliir.
Goriintiileme

Jel, UV goriintiileme cihazinda degerlendirilir ve fotograflanir.
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3.7.2. Jel elektroforezde kullanilan soliisyonlarin hazirlanmasi

50xTAE Tamponu
Tris baz (194856, ICN Biomedicals Inc).........cccooevuineveiiiniiiinn. 24.2 gr
Glasiel asetik asit (K31358056-243, Merck)......coeveiriiiiniiinniniinin 571 ml
0.5 MEDTA (PH 8).uueininiininiiiiieeiieiiiiiiin e anenes 10 ml
SUDEPC ) ettt 100 ml’ye
tamamlanir.
IxTAE tamponu
SOXTAE tampont......c.eveeniiiiiiiininiiininiiiiiiiieeiieenierieneeasieaans 10 ml
SU(DEPC’ 1) tutititiiieiieeeireeie i iiin st aeaeaas 490 ml
0.5 M EDTA
EDTA2H,0 (K31678818-308, Merc)....covvutuerererninninenrinineninnnnn 18.6 gr
RIVEED) 1 Gi V) PP PP 80 ml
NaCl (7647-14-5, SIZMA) ...covvvierrereneninrneeeineineriieieiineneniaersenenennn2 1

Kangtinlir ve NaOH ile pH 8’ e ayarlanir. Otoklavla steril edilir.

3.7.3. Niikleik asitlerin izolasyonu, RT-PZR, PZR-RFLP ve elektroforez icin gerekli

olan gerecler

Mikropipet (Eppendorf), kangtirict (Niive , NM110), sogutmah santriftij (Ntive, NF
1000 R), hassas terazi (Sartorious), pH metre(InoLab), manyetik karistirici, su banyosu
(Electro-mag), mikrodalga firin (Argelik, MD 581), derin dondurucu (Nuaire, -85°C
ultralow freezer), elektroforez gii¢ kaynag1 ve tanki (E-C Apparatus Corporation, EC105),
PZR cihaz, biyolojik emniyet kabini (Nuaire, classIl), g¢eker ocak (sanayi yapim),
koruyucu gozlik , UV gériintiileme cihazi, fotograf makinesi .

3.8. Primer Tasarimi

E. granulosus parazitinin Egacfl ve Egactll aktin gen iriinlerinin tespiti ve bu
genlerdeki polimorfik yapmin galigilmasi amaglandigt i¢in bu genlerin niikleotid dizilerine
uygun primerler dizayn edildi. Egactl ve Egacfll aktin genlerinin niikleotid dizileri
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer adresinden temin edildi. Her iki genin birbirine
yiiksek homoloji gostermeleri nedeniyle yanlis baglanmalara yol agmamak igin 6zellikle

birbirine homoloji gostermeyen bolgelerden primer tasarmmi yapilmaya c¢alisildi. Sekil
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3.1°de  Egactl ve Egactll gen dizileri iizerinde primerlerin yerlesimi goriilmektedir.
Primer tasartm yapilirken; ileri ve geri primerlerin en az 20 bg uzunlugunda olmasina, GC
oranlarinin %50’ nin tizerinde olmasina ve erime sicakliklarinin birbirine yakin olmasma
dikkat edildi (Tablo 3.1). Primerlerin kendi i¢inde baglanma yapmas: ve istedigimiz gen
bolgesi disinda farkli bir bélgeye baglanmasi gibi istenmeyen durumlar dnlemek igin bu
hususlar da dikkate alindi. Ayrica her iki gen bolgesinin PZR iirtinlerinin biiytikltigii farkl
olacak sekilde tasarim yapild:.

Tablo 3.1. Tasarim1 yapilan Egactl ve Egactll gen primerleri

Primer(ileri primer (IP)) Erime sicakligi Uriin biiytkliigi
Gen
(Geri primer (GP)) §9) (be)
553
ip AAA TAC CCC ATT GAA CAC GG 57.3
Egactl 487
GP CGG TAGCCATTT CGT TCT CA 58.3
ip GGC TCC ACT CAA TCC AAA AG 571
Egactll 394
GP GCG TTC CAA AAT GGC ACT AG 58.1

Primerler temin edildikten sonra primer optimizasyonu yapildi. Egactl geni igin
59.0 °C ve Egacfll geni i¢in 59.3 °C sicakliginin ideal sicaklik oldugu tespit edildi. PZR
reaksiyonlarinda primerlerin baglanma sicaklig: olarak bu sicakliklar kullamld.
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Egactl:168
227

EgactII:6l
120
Egactl:228
287

EgactIT:121
180

EgactIl:288
347
EgactII:181l
240

Egactl:348
407
Egactll:241
300

EgactI:408
467
EgactiI:301
360

EgactI:468
527
EgactIl:36l
420

Egactl:528
587
EgactII:421
480

EgactI:588
647
EgactII:481
540

EgactI:648
707
EgactII:541
600

EgactI:708
767
EgactIiI:601

tgaggctcaatcgaaaagaggcatccttactctcaaatacceccattgaacacggcatcegt

RN RN R R R R RN R N R R R R AR RN AR RN R A RR RS
tgaggcccagtcgaaaagaggcatectcactctcaaatacceccattgaacacggeategt

gaccaattgggatgacatggagaagatctggcatcacaccttctacaacgaactacgtgt

FETTERREE e e et e e e e e e e e e bbb e et
gaccaattgggatgacatggagaagatctggcatcacaccttctacaacgaactacgtgt

ggcgcctgaggagcatccagtectectcactgaggectccactcaatccaaaagecaateg

PLVTETRRE O e e i b e e e e e e e e bbb bbb b e e e
ggcgcctgaggagcatccagtectectcactgaggetocactcaateccaaaagecaatcg

tgagaagatgacacaaatcatgtttgagactttcaatgteccgggegatgtatgtagetat

RN AR R RN R RN RN RN RN FITEITEREIERRTRD LI
tgagaagatgacacaaatcatgtttgagactttcaactgtccggecgatgtatgtagecat

ccaggcagtgctctegectctacgettecggtegtactacgggecattgtgetegacteggg

R R e RN R R RN RO N A R A N RN
ccaggcagtgctctcgttgtacgectctggtecgtactactggagtecgtactggactetgg

cgacggagtgagccacactgtaccgatctacgagggttacgectctaccgecacgcaattet

POCrE bl teporeree rrorrererrr rener v v re ot i 1k
tgacggtgtgacccatactgtccccatctacgaaggttatgegettectecatgeecattet

gcggcttgatttggectggtecgegatctcaccgactggectaacaaagectactgacagageg

R A F Fre T
acgtcttgacttagcgggccgagatttaacagaccaccttgtcaagatcatgactgageg

tggctatgcattcaccactacagcggagetggaaatcgtgcgagacatcaaggagaagtt

IRRERE R N N N N e N NN R AR AR R R R N
tggctacaactttactactacagcagagcgcgaaatagectcgegacataaaggagaaget

gtgctatgtggcactcgactttgagaacgaaatggectacecgectgccactagetectetcet

R N R R NN R RN B B AN AR B! [ N N D R A
ctgctacgtagcactcgatttcgagcaggaaatgataacgtcaacttectagtgecatttt

ggagaagacttatgaactgccecgacggtcaagtaatcacagttggcaacgaacgtttecg

Pl R R R e R AR R R R AR NN R A |
ggaacgctcttatgaactgccagatggtcaactgattaccattggecaacgaacgettecyg
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660

EgactI:768 ttgtcctgaagccctctatcaacccagtttccteggtetggagtgecaatggtatecacga

827 RN e R R e AR R N R N R A AR RREE
Egactll: 661 ctgtcctgaagccctgttccaacctggttttectgggtctagaagcaactggtatecacga
720

EgactI:828 gactacctacaactccatcatgaagtgcgatctcgacatcaggaaggacctctattcaaa

887 [N R R RN R R A R AR AR NN
EgactIl:721 gacgacttacaactccatcatgaagtgtgatgtggacattcgaaaagacctatattccaa
780

Egactl:888 cgtggtcttgtctggtggatccaccatgtaccctggtattgetgaccgtatgaacaagga

947 ! [ R N A e N R AR R B R RN R I
EgactII:781 cacagtgctctcgggtggttccactatgttccagggcattgcagaacgtatgecageggga
840

EgactIl:948 cctcactgccetcgegeccaaccaccatgaagatcaagatcattgectecaccggaacgeaa

1007 [ N R A N RN R RN R R AR RN
EgactII:841 gatttcgtctctagecaccgacaacagtgaagatcaggattgctgcaccacctgaacgcaa
900

EgactI:1008 atactctgtctggattggtggttccatcctggecctcattgteccactttccaacagatgtg

1067 N N R N e N A O N R R AR R U R RN RREN
EgactII:9%01 gtactccgtgtggattggtggttccattettgettcactttecaccttecagecagatgtg
960

Egactl:1068 gatcaccaaacaggagtacgacgagtccggacccagcattgttcatcgcaaatgctteta
1127 eyl e ey PEEPPEED 108 B0 b benir ki

Egactll: %61 gatctcgaaggtggaatacgaggaaatcggtcccagtattgtacaccgaaaatgttttta
1020

EgactI:1128 a 1128

Sekil 3.1. Egacil ve Egactll aktin genlerinin kodlama bolgeleri iizerinde primerlerin yerlesimi.
Egactl ve Egactll ileri ve geri primerleri koyu renkte gosterilmektedir.
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(1)

tgaggctcaatcgaaaagaggcatccttactctcaaataceccattgaacacggcatcgt
gaccaattgggatgacatggagaagatctggcatcacaccttctacaacgaactacgtgt
ggcgcctgaggagcatccagtectectcactgaggetccactcaatecaaaagecaateg
tgagaagatgacacaaatcatgtttgagactttcaatgtcegggegatgtatgtagetat
ccaggcagtgctctcgctctacgcttccggtcgtactacgggcattgtgctcgaﬁizégg
cgacggagtgagccacactgtaccgatctacgagggttacgetctaccgcacgecaattcet
gcggcttgatttggetggtcecgegatectecaccgactggetaacaaagctactgacagageg
tggctatgcattcaccactacagcggggggggaaatcgtgcgagiizicaaggagaagtt
gtgctatgtggcactcgactttgagaii;iaatggctaccgctgccactagctcctctct

L3

)

tgaggctcaatcgaaaagaggcatccttactctcaaataccecattgaacacggcatcgt
gaccaattgggatgacatggagaagatctggcatcacaccttctacaacgaactacgtgt
ggcgcctgaggagcatccagtectcecctcactgaggeteccactcaatccaaaageccaatcg
tgagaagatgacacaaatcatgtttgagactttcaatgtccgggegatgtatgtagetat
ccaggcagtgctctegectctacgetteceggtcgtactacgggecattgtgectecgacteggg
cgacggagtgagccacactgtaccgatctacgagggttacgctctaccgczzgéaattct
gcggcttgatttggetggtegegatctcaccgactggetaacaaagetactgacagageg

tggctatgecattcaccactacageggagetggaaategtgegagacatcaaggagaagtt

gtgctatgtggcactcgactttgagaacgaaatggetacegectgecactagetectcetcet
TaqgI

Sekil 3.2. (1) Aktin I (Egactl) hedef gen bélgesi (487 bg), Alul enzim tanima bdlgeleri alt1 ¢izili olarak
gosterilmistir, (2) Taql enzim tanima bdlgeleri alt: ¢izili olarak gsterilmistir, ileri ve geri primerler koyu
renkte goriilmektedir.



(1)

ggcgcctgaggagecatccagtectectcactgaggetecactcaateccaaaagecaatceg
tgagaagatgacacaaatcatgtttgagactttcaactgtccggegatgtatgtageecat
ccaggcagtgctctegttgtacgectcectggtegtactactggagtegtactggactcetgg
tgacggtgtgacccatactgtccccatctacgaaggttatgegettectecatgecattet
acgtcttgacttagcgggeccgagatttaacagaccaccttgtcaagatcatgactgageg
tggctacaactttactactacagcagagcgcgaaatagctcgegacataaaggagaaget

Alul Alul

ctgctacgtagcactcgatttecgagcaggaaatgataacgtcaacttectagtgecatttt

ggaacgetcttatgaactgccagatggtcaactgattaccattggcaacgaacgcttceg

(2)
ggcgcctgaggagcatccagtectectcactgaggetecactcaateccaaaageccaatceg
tgagaagatgacacaaatcatgtttgagactttcaactgtccggecgatgtatgtagecat
ccaggecagtgetctegttgtacgectctggtegtactactggagtegtactggactetgg
tgacggtgtgacccatactgtccccatctacgaaggttatgegettcctcatgecattcet
acgtcttgacttagecgggeccgagatttaacagaccaccttgtcaagatcatgactgageg
tggctacaactttactactacagcagagcgcgaaatagctcgcgacataaaggagaagcet
ctgctacgtagecactcgatttcgagcaggaaatgataacgtcaactteotagtgecatttt

Taql Taql
ggaacgctcttatgaactgccagatggtcaactgattaccattggcaacgaacgcttecg

Sekil 3.3 (1) Aktin I (EgactIl) hedef gen bolgesi (394 bg), Alul enzim tanima bblgeleri alt1 ¢izili olarak
gosterilmistir, (2) Tagl enzim tanima bolgeleri alt1 ¢izili olarak gosterilmistir, ileri ve geri primerler koyu
renkte goéritilmektedir.



4. BULGULAR
4.1. In Vitro Kist Geligimi

Farkl: bolge ve konaklardan temin etigimiz E.granulosus metasestodlar: (kist
hidatik) farkli gériiniim ve yapidaydi. Bu kistlerin bir kismu oldukga biiyilkk ve gok
miktarda sivi igeren unilokiiler 6zellik gosterirken, bir kismu daha kiigiik, ¢ok odali ve
odalar arasinda baglantili olan multikistik Szellikteydi (Resim 4.1 ve 2). Koyunlarda
gozlenen bu multikistik yapilar fertil olup yiiksek miktarda protoskoleks igerirken
sigirlardan temin edilen kistlerin tamami multikistik olup infertildi. Sadece dort farkli
kistte kiz kistler mevcuttu. Baz1 kistlerin membranlan oldukca kalin, bazilar1 tamamen
kalsifiye olmus bazilar1 da gok az sivi igeren kistlerdi. Olduk¢a kiiciik yapida, ¢ok az

protoskoleks igeren ve kist boglugu membran pargaciklari ile dolu olan kistler de vardi.

Resim 4.1 . Multikistik yapidaki kist hidatikli koyun karacigerinin goériintimit
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Kiiltiirlin ilk giinii protoskolekslerin yaklagik %50 sinin bag (skoleks) bolgesinin
gbmiilii olduklart viicut (soma) bolgesinden digsar1 dogru ¢ikmig (evagine) oldugu
gézlenmistir (Resim 3). Kalan protoskoleksler ise hala ice dogru ¢6kmiis (invagine)
durumdadir. Protoskoleksler, 6zellikle evagine olmus protoskoleksler, oldukca
hareketlidir. Morfolojik goriiniimleri normal, alev hiicresi aktivitesi belirgindir. Kiiltiiriin
ilk giintinde evagine olan protoskolekslerin arka kisimlarinda keselerin olugmaya bagladif1
(arka keseli protoskoleks) da gbzlenmistir. Ayrica kiiltiirde ¢imlenme kapsiiliine bagh
protoskoleksler de tespit edilmistir (Resim 4.3 ve 4.4). Bu protoskolekslerin bazilarinin

evagine olurken bazilarimin invagine durumda kaldig1 da gézlenmistir.

Resim 4.3. Kiltiiriin ilk gliniindeki evagine ve invagine protoskolekslerin gériinlimi, gimlenme kapsiillerine
bagh protoskolekslerin goriintimii (ok) ck: ¢imlenme kapsiilfi, ip: invagine protoskoleks, ep: evagine
protoskoleks, vp: vezikitler protoskoleks, oklar: arka kese

Kiiltiirtin ikinci giintinden sonra vezikiilasyonun bagladigi yani evagine olmayan
protoskolekslerin siserek yuvarlaklagmaya (vezikiiler protoskoleks) bagladiklari g6zlendi
(Resim 4.4 ve 4.5). Bu vezikiller protoskolekslerin sitoplazmik harcketleri ve
vezikillerinin hareketi net bir bicimde  goriilmekteydi. Kiltiirde bazi vezikiiler
protoskolekslerin arka kisimlarinda da kese olugtugu (arka kese formu) tespit edildi (Resim
4.3 ve Resim 4.6).
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Resim 4.7. Tamamen yuvarlak gorlinlim almis vezikliler protoskoleksler (X20).



Resim 4.8. Vezikiiler protoskoleksin daha yakindan gériiniimil, internal vakuolizasyon gergeklesmis (X40).
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b) evagine durumdaki protoskoleks (X20),

>

protoskoleks (X10)
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Resim 4.16. a) Evagine protoskoleks, gengeller hari¢ tiim tegiiment hiicreden olugmakta (X40), b)

protoskoleksin daha yakindan goriinimii (X100), c ve d) gengellerin daha yakindan goriiniimii (X100)
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ifade edildigi tespit edildi. Actin 1 geninin {iriinii ise gézlenmedi (Resim 4.19). Germinatif

membrandan RNA izolasyonu ise bagarilamadi.

Egacil Egacll

Resim 4.19. Egacrl ve Egactll genlerinin RT-PZR sonuglarinin agaroz jel elektroforezde goriiniimii, M:
marker (pUC18 msp1 kesimi).

4.4. DNA izolasyonu ve PZR-RFLP teknigi ile E.garnulosus Egactl ve Egactll
genlerinin ¢ok yapililiginin (polimorfizmin) arastiriimasi

Konya ve gevresi ile Karapmar’ dan temin edilen koyun tutulumlu 38 farkl: kiste
ait protoskoleks ile S.U.Meram Tip Fakiiltesi Cerrahi Anabilim Dalinda ameliyat sonucu
temin edilen insan tutulumlu 1 kiste ait protoskolekslerden DNA izolasyonu yapildi. Elde
edilen DNA” lardan aktin 1 ve 2 genlerine uygun primerler kullanilarak hedef gen bolgeleri
PZR teknigi ile gogaltildi. PZR iiriinlerinin jel elektroforezde yiiriitiilmesi sonucu tiim
Orneklerde her iki gen bélgesinin de mevcut oldugu tespit edildi (Resim 4.20 ve 4.21).
Aktin 1 ve 2 gen bolgelerindeki ¢ok yapililigin belirlenebilmesi igin PZR iirlinleri Pstl,
Alul ve Taql enzimleri ile kesildi ve kesim tirtinleri agaroz jel elektroforezde yiiriitiilerek

sonuglar degerlendirildi.
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487

487

Resim 4.20. Egactl gen bélgesinin PZR tiriinlerinin agaroz jel elektroforezde goriintiistt, M: marker (pUC 18
Dpnl kesimi).

394

Resim 4.21, Egactll gen bolgesinin PZR iirtinlerinin jel elektroforezde goriintiisti, M: marker (pUC 18 Dpnl

kesimi).
4.4.1. Egactl ve Egacfll gen bélgelerinin Pstl enzim kesimi sonuglar:

Aktin 1 ve 2 genlerinin hedef bolgeleri Pstl enzim kesim bolgesi igermemektedir.
Ancak olas1 bir degisiklik sonucu Pstl enzim kesim bolgesinin olugabilecegi ihtimali
digstiniilerek tiim DNA Ornekleri Pstl enzim kesimine tabi tutuldu. Enzim kesimi
sonrasinda yapilan agaroz jel elektroforezinde tiim DNA &rneklerinin kesilmedigi
gozlendi. Bu sonuca gore hedeflenen gen bélgelerinde herhangi bir degisiklik sonucu Pstl

enzim kesim bélgesinin olusmadig belirlendi (Resim 4.22 ve 4.23).
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Resim 4.22. Egactl hedef gen bolgesinin Pst] enzim kesimi sonrasindaki agaroz jel elektroforez goriintiisii ,
M: marker (pUC18 Mspl kesimi), K: kontrol.

Resim 4.23. Egactll hedef gen bélgesinin Pstl enzim kesimi sonrasindaki agaroz jel elektroforez gorlintiisii,
M: marker (pUC18 Dpnl kesimi), K: kontrol

4.4.2. Egacfl ve EgactIl gen bilgelerinin Alul enzim kesimi sonuglar

Aktin 1 geni hedef bolgesinde Alul enziminin 3 kesim bolgesi bulunmaktadir. Buna
gobre Alul enzim kesimi sonrasinda 201,171, 42 ve 73 bg biiyiikliigiinde dort tiriin olugmasi
beklenmektedir. Aktin 1 geni Alul enzim kesimi sonrasinda yapilan agaroz jel
elektroforezinde ise farkli sonuglar gézlenmigtir (Resim 4.24). Bu sonuglara gére tiim
DNA o&rneklerinde 42 ve 73 bg biiyiikliigiinde iki iiriiniin olugsmadiga onun yerine 115 bg
biiyiikliigtinde bir bantin olustugu tespit edilmigtir. Bu sonug, 3. kesim bolgesinin
olmadigim veya tlim DNA orneklerinde bu bélgede niikleotid degisikliginin oldugunu
gostermektedir. Ustelik sonuglara gore 1,3,4,5,7,8,9,10,11,12,13, 14,15,19,20,25, 26, 28,
30, 33 ve 36. DNA O&rneklerinde beklenen 202 ve 170 bg biiyiikliigiindeki bantlarin yant
sira daha yukarda yaklagik 370 bg biiyiikliigtinde beklenmedik bir bant daha goriilmiigtiir.
Bu bant 201 ve 171 bg biiylikltigiindeki bantlarin toplamima denk gelmektedir. Bu sonuglar
aktin 1 geninin iki allelinin oldugunu ve yukarida belirtilen DNA &rneklerinde, allelin
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birinde 1. kesim bélgesinin mevcut iken diger allelde bu kesim bolgesinde niikleotid yer

degismelerinin olabilecegini ve bdylece bu kesim bolgesinin ortadan kalkmis olabilecegini

gostermektedir.

b

Resim 4.24. a) Aktin 1 geni hedef bolgesinin ilk 20 DNA Srneginin Alul kesimi sonras: elekiroforez
gorlntileri, b) ilk 12 8rnegin biyiitlilmis gorlintimii, M: marker (pUC 18 Mspl kesim), K: kontrol.

Aktin 2 gen bolgesinde ise Alul enziminin 2 kesim bolgesi bulunmaktadir. Buna
gore Alul enzim kesimi sonrasinda 305, 20 ve 69 bg biiyiikliigiinde 3 {irtintin olugmasi
beklenmektedir. Aktin 2 geni Alul enzim kesimi sonrasmda yapilan agaroz jel
elektroforezinde tiim DNA &meklerinde beklenen biiyiiklikteki tiriinler gozlenmigtir

(Resim 4.25).
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b

Resim 4.25. a) Aktin 2 gen bolgesinin Alul enzim kesimi iiriinlerinin jel elektroforez goriiniimi, b) bu kesim
tirlinlerinin blyiitilmiig goriiniimii, M: marker (pUC 18 Mspl kesimi), K: kontrol.

4.4.3. Egacfl ve Egacfll gen bilgelerinin Taql enzim kesimi sonuclan

Aktin 1 gen bolgesinde Taql enziminin 2 kesim bolgesi bulunmaktadir. Buna gore
Taql enzim kesimi sonrasinda 258, 204 ve 25 bg biiyiikliiglinde ii¢ {irlin olugmasi
beklenmektedir. Aktin 1 geni Tagl enzim kesimi sonrasinda yapilan agaroz jel
elektroforezinde tiim PZR iriinlerinin beklenen kesim iiriinlerini verdigi sadece 30 nolu
DNA orneginde kesim olmadig1 gozlendi (Resim 4.26). Ustelik bu 6rneklerden 26 nolu
ornekte heterozigotlugun oldugu da tespit edildi (Resim 4.26).
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487
256
204
26
b
Resim 4.26. a) Aktin 1 gen bolgesinin Taql enzim kesimi sonrasinda yapilan jel elektroforez goriintiileri, b)
21-30 nolu drneklerin bityfitiilmiis goriintiisii, M:marker (pUC 18 Dpnl kesimi), K: kontrol.
Aktin 2 gen bolgesinde Taql enziminin 2 kesim bdlgesi bulunmaktadir. Buna gore
Taql enzim kesimi sonrasinda 342, 6 ve 46 b¢ biyikliigtinde f¢ irlin olugmasi
beklenmektedir. Aktin 2 geni Taql enzim kesimi sonrasinda yapilan agaroz jel
elektroforezinde tiim PZR fiiriinlerinin beklenen kesim firiinlerini verdigi sadece 8 nolu
DNA 6rneginde kesim olmadig: gozlendi (Resim 4.27).
bg
394
342
46
be
394
342
46

b

Resim 4.27. a) Aktin 2 gen bolgesinin Taql enzim kesimi sonrasinda yapilan jel elektroforez goriintiileri, b)
ilk 10 8rnegin bliytittilmils goriintiisti, M: marker (pUC 18 Mspl kesimi), K: kontrol.
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5. TARTISMA

In vitro kiiltiir sartlarinda E. granulosus’ un protoskoleksten mikrokist yoniindeki
gelisimi bagariyla tamamlandi. Bu gelisim boyunca gozlemlenen baglangig, vakuolizasyon,
mikrokist 6ncesi ve mikrokist safhalar1 literatiirle uyumlu bulundu (Gordo ve Bandera
1997, Ertabaklar ve Altintas 2002). Kistik yapiy1 tamamen kusatan laminar membran
gelisiminin, kiiltiiriin 20-35. giinlerinde oldugu tespit edildi. Literatiirde laminar membran
olusumunun kiiltiiriin daha erken déneminde genellikle 9-18. giinleri arasinda bagladig
belirtilmistir (Rodriguez-Caabeiro ve Casado 1988, Casado ve Rodriguez-Caabeiro 1989.
Gordo ve Bandera 1997). Sunulan ¢aligmada literatiirde belirtilenden farkli olarak kiiltiiriin
%35 CO; olmadan sadece 37 °C’ de inkiibe edilmesinin kist gelisimini yavaglatan bir etmen

olabilecegi diigiiniilmektedir.

Protoskolekslerin canlilik oranlarinin ve morfolojilerinin kiiltiir gelisimini etkiledigi
tespit edildi. Protoskolekslerin kiiltiir edilmeden 6nce uzun siire buzdolabinda veya derin
dondurucuda bekletilmelerinin normal morfolojilerini bozdugu o6zellikle tegiimentin
yapisi etkiledigi ve boylece kiiltiir geligiminin saglanamadit ve protoskolekslerin kisa
bir stirede canliliklarii yitirdikleri yapilan denemelerde gozlenmistir. Bu nedenle

protoskolekslerin bekletilmeden kiiltiire edilmeleri kiiltiiriin devamliligt i¢in Snemlidir.

Literattirde kiltiir siiresince 3-4 giinde bir besiyeri degisiminin yapildig1
bildirilmektedir (Rodriguez-Caabeiro ve Casado 1988, Casado ve Rodriguez-Caabeiro
1989. Gordo ve Bandera 1997). Yaptigimiz denemelerde 7-10 giinde bir besiyeri degigimi
yapmanin yeterli oldugu ancak gerek goriildiigii takdirde daha erken besiyeri degigimi
yapilabilecegini tespit ettik. Caliymalarimizda 3-4 giinde bir besiyeri degisimi yapildiginda
alinan sonug ile 7-10 giinde bir hatta bazen 15 giinde bir ile besiyeri degisimi yaparak
alinan sonuglar birbirine yakindi. Daha geg besiyeri degistirmenin hem kontaminasyon
riskinin azalmasi bakimmdan hem de daha az malzame sarfiyat1 bakimindan 6nemlidir.

Kiilttir stiresince olusabilen olumsuz sartlar (kontaminasyon, pH degisikligi gibi)
karsisinda protoskolekslerin ve mikrokist Oncesi yapilarin ¢ok ¢abuk etkilenerek
canliliklarini kaybettikleri halbuki laminar membram gelismis mikrokistlerin etkilenmedigi
g6zlendi. Boyle olumsuz kogullarda mikrokistlerin canliligini devam ettirmelerinin laminar
membranin koruyucu &zelliginden kaynaklandign anlagilmaktadir. In vivo kosullarda

paraziti konagin bagisik sisteminden koruyan ve yasamim siirdiirmesinde Snemli rol
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oynayan laminar membrann in vitro kosullarda da paraziti korudugu ve adeta bir bariyer

olusturdugu anlagilmaktadir.

Parazitlerin in vitro kiiltiir caligmalar, 6zellikle konak dokusu olmadan sadece
paraziti gbzlemlemek ve gelisimini daha iyi anlamak bakimindan 6nemlidir. E. granulosus
paraziti ile ilgili yaptigimiz genis kapsamli caligmamizin bu boliimiinde parazitin
morfolojisi, gelisimi ve kist olusumu ile ilgili daha detayli bilgi edinerek paraziti daha
ayrintili taninmasi miimkiin oldu. Geligsmenin farkli agamalarinda kiiltiirii durdurmak ve bu
asamalarda sentezlenen genleri ¢aligabilmek, ila¢ etkinligi calismalari, ag1 gelistirme
caligmalar1 ve. gelismeyi kontrol eden mekanizmalara miidahale edebilme sansi E.
granulosus kultirlintin ileriki g¢aligmalarda da etkin bir sekilde kullanilacagim

gostermektedir.

E. granulosus protoskoleks ve germinatif membranin ¢ekirdek (niiklear)
organizasyonu on alt1 saatlik kiiltir ve tespit (fiksasyon) ¢aligmalar1 ile tamimlandi.
Parazitin morfolojisini daha iyi anlayabilmek i¢in yapilan bu ¢aligmada protoskolekslerin
vantuzlar da dahil olmak {izere tiim viicut ylizeyini kaplayan teglimentin tamamen
hiicrelerden olustugu, ¢engellerin ise hiicresel bir yapisimn olmadig gozlendi. Ayrica, 16
saat kiltlire tabi tutulan protoskolekslerin %70-80° inin skoleks kisimlarimin viicut
kisimlarindan disa dogru ¢iktif1 (evagine) belirlendi. Bu siirede arka kese olugumu tespit
edilmedi. Germinatif membran kiiltir ¢aligmasi sonucunda ise hiicrelerin ¢ok yogun
olmadig: ancak yer yer hiicresel odaklarin bulundugu gozlendi. Germinatif membranda
hiicresel odaklarin gorillmesi bu bélgelerden protoskolekslerin tomurcuklanmasi yoniinde

bir hazirlik olabilecegini diisindiirmektedir.

E. granulosus protoskoleksinin c¢evresel kosullara gére gerek larval gerek erigkin
parazit yoniindeki gelisimlerinde bir ¢ok morfolojik, fizyolojik ve metabolik degisiklik
meydana gelmektedir (Eckert ve Thompson 1988, Thompson ve Lymbery 1988, Bowles
ve ark 1992, Bowles ve McManus 1993a, Thompson ve Lymbery 1996, Eckert ve
Thompson 1997, McManus ve ark 2002, Maizels ve Kurniawan-Atmadja 2002,
Kamanetzky ve ark 2002, Dinkel ve ark 2004). Ozellikle kistin germinatif membraninin
laminar membran ve protoskoleksleri {iretmesi sirasinda, germinatif zar hiicrelerinde ve
hiicre iskeletinde stirekli bir degisiklik, yeniden diizenlenme ve olusum meydana
gelmektedir. Bu degisiklikler gen diizeyinde meydana gelen degisiklikler ve diizenlemeler

sonucu gergeklesmektedir. Bu ¢alismada aktin genini segmemizin sebebi; aktin proteininin
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hiicre iskeletinin ana bilegeni olmast ve hiicre iskeletinin de organizmalarin gelisim ve
farklilagsma siireclerinde, hiicrelerde meydana gelen her tiirlii morfolojik degisikliklerde
anahtar rol oynamasiydi. Bu nedenle bugiine kadar pek ¢ok organizmada, gelisim
stireclerinde aktin genlerinin ifadeleri ¢alisilmgtir (Firtel 1981, McKeown ve ark 1982,
Matsumoto ve ark 1988, Silva ve ark 1993, Schriefer ve ark 1994, Oliveiro ve ark 1998,
Ambrosio ve ark 1998, Mykles ve ark 2000, Cortez-herreira ve ark 2001, Zhang ve ark
2003c). Ancak E. granulosus’ da simdiye kadar sadece Zhang ve ark (2003c) eriskin
parazitin farklilagmasi ile ilgili yaptiklar bir ¢aligmada aktin 1 (Egact]) genininin ifadesini
calismislardir. Bugiine kadar Aktin 2 (Egacrll) geninin gelisim stirecindeki ifadesi ise
caligilmamgtir.

Hiicrelerde gen ifadelerinin tespit edilebilmesi Oncelikle o hiicrelerdeki mRNA’
larin elde edilmesi ile miimkiindir. mRNA’ nin eldesinde amaca uygun ydntem
kullanmak, RNaz kontaminasyonunu en aza indirmek, hizli ve etkin homojenizasyon
yapmak, mRNA’ nm kalitesi bakimindan Onemlidir. Bu c¢aligmada parazitten RNA
eldesinde sikga kullanilan ve tavsiye edilen TRIzol reagent kullamldi. Yontem, iireticinin
Onerileri dogrultusunda gergeklestirildi. Protoskolekslerin homojenizasyonu, doku
pargalayicisi (politron) olmadigy i¢in, Zhang® 1n 6nerdigi sekilde -80°C° de sogutulmus
havan ve tokmak kullamilarak ezmek suretiyle gergeklestirildi (kisisel goriigme). RNaz
kontaminasyonundan kaginmak igin steril sartlarda, giivenlik kabininde ve RNaz inhibitorii

olan DEPC ile muamele edilen malzeme ve soliisyonlar kullanilarak ¢alisilda.

Hedeflenen gen bolgesinin ifadesini ortaya koyabilmek i¢in elde edilen mRNA’ mn
c¢DNA’ ya gevrilmesi gerekmektedir. Bu ¢aligmada protoskolekslerdeki aktin genlerinin
ifadesinin tespitinde, mRNA’ dan cDNA’min sentezi ve elde edilen ¢cDNA’ larin
¢ogaltilmasi esasina dayanan RT-PZR teknigi kullanildi. Bu teknik etkin ve spesifik olmasi
bakimindan tercih edildi. Zhang ve ark (2002)’ min yaptig1 ¢alismada ilk kez sestodlardan
E. granulosus’ da  sathaya 6zgii genlerin ifadesinin tespitinde RT-PZR teknigi
kullamlmigtir. Bu ¢aligmada RT-PZR ile alman sonuglarin Northern blot teknigi ile
desteklendigi ve bu teknigin sathaya 6zgii genlerin ¢aligilmasinda etkin bir yontem oldugu
kabul edilmigtir (Zhang ve ark 2003c).

Sunulan ¢aligmada RT-PZR analizlerini takiben yapilan agaroz jel elektroforez
sonuglarina gére protoskolekslerde aktin 2 (Egactll) geninin ifade edildigini tespit edildi.
Aktin 1 (Egact]) geninin ise protoskolekslerde ifade edilmedigi goriilmistiir. Silva ve ark.
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(1993) yaptiklar1 calismada E. granulosus aktin genlerini (Egactl veEgact2)
tanimlamiglar ve bunlardan aktin 1 geninin (Egactl) protoskolekslerde ifade edildigini
aktin 2 geninin (Egactll) ise protoskolekslerde ifade edilmedigini rapor etmiglerdir. Zhang
ve ark (2002) E. granulosus’ un onkosfer, protoskoleks, olgunlagsmamis ve olgunlagmig
eriskin formlarinda egM12, egM13, egh22, egh26, egM30 ve egM34 genlerinin
ifadelerindeki farkliliklara bakarak sathaya 6zgiin genleri tespit etmeye ¢aligmiglar ve
kontrol olarak da aktin 1 genini kullanmiglardir. Bu g¢alisma sonucunda tiim safhalarda
aktin 1 geninin ifade edildigini rapor etmislerdir (Zhang ve ark 2003c). Calismamizda
protoskolekslerden aktin 1 geninin PZR {iriinii elde edilmesine ragmen ifadesinin tespit
edilememesi yani cDNA elde edilememesi RNA izolasyon asamasinda total RNA’ nin tam
olarak elde edilememis olabilecegini veya aktin 1 mRNA’ sinin pargalanmis olabilecegini
distindiirse de, bu ¢alismanin yapildig: protoskolekslerde aktin 1 geninin ifade edilmedigi
anlagilmaktadir .

Literatiirde belirtildigi gibi protoskolekslerde aktin 1 geni de sentezleniyorsa, bu
her iki genin de aym anda protoskolekslerde sentezlenebilecegini gostermektedir. Oliveira
ve ark (1998)’ min yaptiklar caligmada S. mansoni’ nin iki aktin geninin bulundugu ve in
vitro gelisiminin ilk yedi giinliik siiresince her iki aktin geninin (aktin izoformlart) de
ifade edildigi rapor edilmistir. Files ve ark (1983) C. elegans’ in dort aktin geninin
oldugunu ve parazitin gelisimi siiresince bu genlerden {ligliniin ifade edildigini tespit
etmislerdir. Silva ve ark (1993) yaptiklar1 ¢alismada E. granulosus’ da tanumladiklan iki
aktin geninden farkli olarak bir bagka aktin genine ait cDNA’ min da tammlamasim
yapmiglar ve bu genin de protoskolekslerde ifade edildigini belirtmiglerdir. Ayrica aym
calismada, aktin cDNA’ s prob olarak kullanarak yaptiklari Southern Blot ve enzim
kesimi galigmalarn sonucunda E. granulosus parazitinde en az 8 aktin ile ilgili gen
bolgesinin oldugu da rapor edilmigtir (Silva ve ark 1993). Protoskolekslerde farkli aktin
genlerinin aym anda ifade edilmesi de miimkiindiir ve bu sonug aktin genlerinin ifade ettigi

aktin proteinlerinin birbirinden farkl iglev yaptigim géstermektedir.

Bugiine kadar E. granulosus’ da ve farkli organizmalarda yapilan bir ¢ok galigmada,
Aktin proteinlerinin gelisme ve farklilagma olaylarinda oldugu kadar yapisal islevlerinde
de aktif rol oynadiklar1 rapor edilmistir. Ambrosio ve ark (1998) yaptiklan calismada
sestodlardan 7. solium’ da florosan isaretlemeyle aktin proteininin mevcudiyetini
gostermislerdir. Bu g¢aligmada aktin proteini invagine skolekste, kas zonunda ve
¢cekmenlerde g6zlenmistir (Ambrosio ve ark 1998). Yapilan bu galisma ile ilk kez aktin
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proteininin sestodlardaki dagilimi ortaya konmustur (Ambrosio ve ark 1998). Matsumoto
ve ark (1988) tegiimentin bagisik cevapta ve parazit homeostazisinde Snemli rol oynadigiu
ve tegiimental bilegenlerin as1 ve ilag gelistirilmesinde kullanilabilecegini rapor etmigtir.
Immunoelektron mikroskopi ¢alismasiyla, S. mansoni’ nin tegiimental yapisinin aktin ve
paramyosinden olugtugu ve yiizey cikintilanmin (igne) aktin filamentlerinin parakristalin
yapisindan meydana geldigi bildirilmigtir (Matsumoto ve ark 1988). Yine bu galigmada
aktinin hasarl1 alanlarda mevcut oldugu ve tegiimental tamirde bu yapisal proteinin 6nemli
rol oynadifina isaret edilmistir (Matsumoto ve ark 1988). E. granulosus’ da
protoskolekslerin tegiimentinde ve germinatif membranin laminar membrana baglanma
bolgesinde sitoplazmik uzantilar olan mikrotriksler bulunmaktadir. Tegiiment, parazitin
beslenmesi, konagin immunolojik ve enzimatik ataklarina karsi korunmasi ve iyon
degisimi gibi 6nemli iglevlere sahiptir (McManus ve Barrett 1985, Casado ve ark 1994).
Teglimentin yiizeyi mikrotriksler vasitasiyla artmaktadir ve mikrotrikslerin olumsuz ¢evre
kosullarinda sayilarinin artmasi bu olusumlarin ayn1 zamanda parazitin savunma sistemi
icin de 6nemli oldugunu gostermektedir (Casado ve ark 1994). Mikrotriks ad1 verilen bu

sitoplazmik ¢ikintilarin olugmasinda aktin proteinlerinin de rol oynadig: diisiiniilebilir.

Aktin genleri ve onlarin ifade ettikleri aktin proteinlerinin hem hiicrelerin geligimi
ve farklilasmasinda hem de yapisal iglevlerinde 6nemli yere sahip olmalari, bu gen ve
proteinlerinin organizmalar igin yagamsal oldufunu gostermektedir. Ilag ve ast
caligmalarinda aktin gen veya proteinlerinin hedeflenmesi ve bunlarin inhibe edilebilmesi
bu parazitin gelismesini engelleyecegi gibi olusan kistlerin gelismini de durduracak ve
cerrahi operasyon veya PAIR-PD’ ye gerek kalmadan kist etkisiz hale gelebilecektir. Bu
hedefe ulagabilmek i¢in mevcut problemler dncelikle ¢oziilmelidir. Bu problemler kistin
farkl: gelisim agamalarinda aktin gen ifadesinin profilini ¢ikarmak, aktin ile ilgili diger gen
bolgelerini tammlamak ve tiirler arasinda ve tiir iginde aktin gen ¢okyapililigini tamamen
ortaya koymaktir. Sunulan ¢aligma ile protoskolekslerde aktin 1 ve 2 genlerinin ifadesi ve
bu aktin genlerindeki gen ¢okyapililigi (polimorfizm) ¢aligilmigtir.

Bugiine kadar bir ¢ok bilim adami konak tercihi, morfolojik, immunoljik,
fizyolojik, biyokimyasal farkliliklarin parazitlerin genetik cesitliligi ile ilgili oldugu
konusunda birlesmistir (Thompson 1986, Eckert ve Thompson 1988, Thompson ve
Lymbery 1988, McManus ve Rishi 1989, Thompson ve Lymbery 1991, Bowles ve ark
1992, Bowles ve McManus 1993a, Thompson ve Lymbery 1996, Eckert ve Thompson
1997, McManus ve ark 2002, Maizels ve Kurniawan-Atmadja 2002, Kamanetzky ve ark
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2002, Dinkel ve ark 2004). Bu genetik farkliliklarin parazitin tanisi, ilag ve as1 tasarimi ve
gelistirilmesi gibi yaklagimlar i¢in 6nemli oldugu diisiiniilmektedir (Bowles ve ark 1992,
Eckert ve Thompson 1997. Thompson and McManus 2001, McManus ve Thompson 2003,
Maizels ve Kurniawan-Atmadja 2002, Kamanetzky ve ark 2002). Son yillarda E.
granulosus parazitinin tiir i¢i ¢esitliligini ortaya koymaya yonelik c¢alismalar hiz
kazanmigtir. Cekirdek ve mitokondriyal genom g¢aligmalar1 sonucunda E. granulosus’ un
on genotipi (alt tiir) tammlanmigtir (Bowles ve ark 1992, Bowles ve McManus 1993a,
Thompson ve ark 1995, Eckert ve Thompson 1997, Scott ve ark 1997, Zhang ve ark 1998,
McManus ve ark 2002, Lavikainen ve ark 2003, Dinkel ve ark 2004). Yapilan ¢aligmalarla
bazi genotipler arasinda tespit edilen genetik farkliliklarin tiirler arasindaki farkliliklar
kadar fazla oldugu da belirtilmistir (Bowles ve McManus 1993a, Bowles ve McManus
1993b, McManus ve ark 2002). Bu nedenle genetik 6zellikler dikkate alinarak yeniden
taksonomi ¢aligmalarinin yapilmasi gerektigi de ifade edilmistir (Bowles ve McManus
1993a, Bowles ve McManus 1993b, Bowles ve ark 1995, Lymbery 1995, Thompson ve ark
1995, Eckert ve ark 1997) . E. granulosus’ un Tiirkiye’ deki genotiplendirilmesi ise heniiz
yapiimamagtir. Burada sunulan bulgular Tiirkiyede yapilan ilk ¢alismadir.

Parazitin gelisme ve farklilagma olaylan siirecinde goriilen her alandaki farklilik
sadece alt tiirler arasindaki genetik farkliliktan degil, bu alt tiirlerin kendi i¢inde
gosterdikleri gen ¢ok yapililigindan da kaynaklanmaktadir. Ancak bugiine kadar
parazitlerdeki gen ¢ok yapililigi ile ilgili elde edilen bilgiler olduk¢a azdir. Oysa gen
cokyapililifs 6zellikle asi olmaya aday genlerde 6nemlidir (Maizels ve Kurniawan-
Atmadja 2002 ).

Bowles ve ark (1992) 56 farkh kistten topladiklar E. granulosus
protoskolekslerinin  CO1 geninde 76 farkli pozisyonda niikleotid yer degistirmesi tespit
etmiglerdir. Yine bu ¢alismada E. multilocularis CO1 geninde ¢ok diisiik degisim oldugunu
bildirmiglerdir. Mari ve ark (1993) ise E. granulosus’ un tekrarlayan DNA dizilerinde ¢ok
yapililigin oldugunu belirtmislerdir. Haag ve ark (1998b) yaptiklari ¢alismada farkli
cografik bolgeden (Avustralya, Avrupa, Giiney Brezilya) ve konaklardan (sigir, at, koyun)
topladiklar1 110 E. granulosus ve yine farkli cografik bolgelerden (Asya, Avrupa, Kuzey
Amerika) ve konaklardan (tilki, insan, kemirgen) topladiklan 33 E. multilocularis ile 1 E.
vogeli Kkistlerinden elde ettikleri protoskolekslerde PZR-SSCP analizi ile kodlanan ve
kodlanmayan toplam dort gen bélgesinde, tiirler arasinda farkliliklar oldugunu
bildirmiglerdir. Kodlanmayan bélge olan Hbx2 bolgesinin yiiksek derecede korunmusg
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oldugu (monomorfik) ve AgB/1 niiklear kodlama bdlgesi ile EgactIl intron. kodlanmayan
bolgesinin ise ¢esitlilik gosterdigi rapor edilmistir (Haag ve ark 1998b). Yine bu ¢aligmada
en ¢ok cesitliligin mitokondrial ND1 geninde oldugu da ifade edilmistir. Gonzales ve ark
(2003) E. granulosus’ un Ispanya’ da ¢ok yaygin goriildiigii orta bolgesinde yaptiklari
calismada, 53 farkli kiste ait protoskoleksde, Eg8, Eg9 ve Egl6 gen bolgelerinin PZR-
RFLP analizleri sonucunda farkliliklarin bulundugunu ifade etmislerdir. Bartholomei-
Santos ve ark (2003) ise yaptiklan caligmada tek bir hidatid kistten topladiklar
protoskolekslerde gen ¢ok yapililiginin olmadigim belirtmiglerdir. Nakao ve ark (2003)
yaptiklar: molekiiler filogenetik ¢alismada ise E. granulosus’ un E. multilocularis’ e oranla

daha yiiksek degisim gosterdigini rapor etmiglerdir.

E. granulosus protoskolekslerinde gen cokyapililigi {izerinde yapilan ¢aligmalarin
cok smurli diizeyde olmasimin sebebi hidatid kist hastaliginin gelismis bati iilkelerinde
yaygin olmamasindan kaynaklanmaktadir. Simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda allelik
polimorfizm ve heterozigotlugun ¢ok nadir gériildiigi rapor edilmigtir (Lmbery ve
Thompson 1988, Haag ve ark 1997 ve 1998a, Nakao ve ark 2003). Haag ve ark (1998b)
ikisi kodlanan ve ikisi kodlanmayan doért gen lokusunda allelik polimorfizme
rastlamadiklarim rapor etmislerdir. Lybery ve Thompson (1988) yaptiklari ¢aligmada iki
gen lokusunda allelik polimorfizmin bulundugunu ancak bu polimorfik lokuslarda
heterozigotlara rastlanmadiginm belirtmislerdir. Nakao ve ark (2003) ise yaptiklar
caligmada mikrosatellit allellerinde heterozigosite bulduklarim ifade etmiglerdir. Smyth ve
Smyth (1964) E. granulosus’ un liremesinde self-fertilizasyon (kendi kendini dolleme)
modelinin yaygin oldugunu ve bunun da mutant genlerin ifade edilmesine yol agtigim
rapor etmislerdir. Smyth ve Smyth (1964)° in bu modeline gore ifade edilen bu
mutasyonlar protoskolekslerin aseksiiel tiremeleri ile binlerce protoskolekse aktarilirlar ve
boylece genetik cesitlilik olugur (Lymbery ve Thompson 1988). Bu modele alternatif
olarak Rauch ve ark (1985)’ min sundugu modelde ise E. granulosus’ un iiremesinde cross-
fertilizasyon (gapraz dollenme) oldugu ileri siiriilmiistiir (Lymbery ve ark 1997). Self-
fertilizasyonun homozigotlugu artirirken cross-fertilizasyonun heterozigotlugu artirdigi
bilinmektedir (Lymbery ve Thompson 1988, Lymbery ve ark 1990 ve 1997). E. granulosus
parazitinin yaygin olarak self-fertilizasyonla ¢ogaldig, cross-fertilizasyonun da bulundugu
ancak ¢ok nadir goriildiigii ve bunun da E. granulosus tirleri arasinda heterozigotlugun
ortadan kalkmas: ile sonuglandig: rapor edilmigdir (Lymbery ve Thompson 1988, Lymbery
ve ark 1990 ve 1997, Haag ve ark 1999). Nakao ve ark (2003) homozigotlugun yaygin
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olarak goriilmesinde, protoskolekslerin aseksiiel ¢ogalmalarimin da etkili oldugunu ileri

stirmiiglerdir.

Yaptigimiz g¢aligmada PZR-RFLP analizleri sonucunda, aktin 1 ve 2 gen
bolgelerinde (Egact] ve II) gen ¢ok yapililifimmin bulundugunu (polimorfizm) tespit ettik.
Aktin 1 geninin Taql enzim kesimi sonrasinda 30 nolu DNA 6rneginde ve aktin 2 geninin
Tagl enzim kesimi sonrasinda 8 nolu DNA 6rneginde DNA’ lar kesilmemistir. Bu sonuca
gore, belirtilen DNA Orneklerindeki aktin 1 ve 2 genlerinin Taql enzimini tanima
bolgesinde niikleotid yerdegistirmelerinin oldugunu diigiinmekteyiz. Bu DNA &rneklerinin
ait oldugu kistler, multikistik yapida olan kistlerdi. Bunlardan 8 nolu kistin

protoskolekslerinin canlilik oraninin diisiik oldugu da gézlenmisti.

PZR-RFLP analizi ile Egacfl geninde allelik gen ¢ok yapilihigmn (allelik
polimorfizm) oldugunu da ortaya koyduk. Egactl geninin Alul enzim kesimi sonrasinda
yaptigimiz agaroz jel elektroforezinde bazi DNA Orneklerinin bekledigimiz kesim
driinlerini verirken bazi DNA 6rneklerinin hem bekledigimiz kesim driinleri hem de farkls
kesim driinlerini verdigini tespit ettik. Boylece Egactl geninin iki allelinin oldugu
belirledik. Bu beklenmedik kesim {irlinlerinin biiyiikliigiiniin, 1 ve 2. kesim iiriinlerinin
bityiikliiklerinin toplamma denk gelmesi bu allelde Alul enziminin 1. tanima bélgesinin
kayboldugunu gostermekteydi. Allelin birinde Alul enzimi tamima bolgeleri korunurken
diger allelde bu tanima bolgelerinden ilkinde niikleotid yer degistirmelerinin oldugu
diistiniilmektedir. Allelik polimorfizm gosteren bu DNA’ larin ait oldugu kistler genellikle
unilokiilar kistlerdi. Ayrica insan tutulumlu, 26 nolu kistin de allelik polimorfizm
gosterdigi tespit edildi. Sonuglarimiza gore sadece bir DNA Ornegi hari¢ tiim DNA
Orneklerinin Egacfl ve Egactll geni bakimindan homozigot oldugu tespit edildi. Bu
sonuglar, literatiirde belirtilen E. granulosus’ da self-fertilizasyon ile heterozigotlugun
ortadan kalktii ve homozigotlugun hakim oldugu gériisiinii desteklemektedir. Ayrica
Egactl geninin Alul enzimi ile kesimi yapilan tiim bu DNA oOrneklerinde 3. kesim
bolgesinin olmadigim1 ve bu nedenle 42 ve 73 bg biyiikliigiinde bekledigimiz {irtinler
yerine 115 bg biyiikliigiinde tek bir iirlintin olustugunu gozledik. Bu sonug, tiim DNA
Orneklerinin Egactl gen bolgesinde Alul enziminin 3. tamima bolgesinin olmadigim
gostermektedir. Bu genomik yapimn Anadolu koyun tiiriine ait olabilecegini ve Gen
Bankasinda mevcut olan diziden farkli bir genomik yapi gosterdigini diiglindiirmektedir.

Aktin 2 gen bolgesinin Alul enzim kesimi sonrasinda yapilan agaroz jel elektroforezinde
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ise tim DNA Orneklerinde beklenen biiyiiklikteki tirtinler gozlenmis ve gen ¢ok

yapililigina rastlanmamugtir.

E. granulosus parazitinin gelisme ve farklilagma ile ilgili olan aktin genlerindeki
gen c¢ok yapililiginin aragtirllmasinda PZR-RFLP teknigi bagariyla kullamilmistir. Bu
yontemin tiirler arasinda ve tiir i¢indeki ¢esitliligin ortaya konmasinda etkin ve giivenilir
bir yéntem oldugu diger ¢caligmalarda oldugu gibi (Bowles ve McManus 1993b, Dinkel ve
ark 2004, Gonzales ve ark 2003, McManus ve ark 2002, Zhang ve ark 1998) buradaki
calismalarda da gozlenmigtir. Farkli ¢evre ve konaklardan toplanan kistlerin
goriiniimlerinde ve organ tutulumlarinda ¢esitliligin oldugunu goézlemledik. Kistlerin
morfolojisi ve gelisimlerindeki bu cesitlilikte aktin gen ¢ok yapililiginin da etkisi olabilir.
Bu konunun agiklifa kavugmasi i¢in gelisme ve farklilagma ile ilgili genler ve gen tiriinleri
tizerinde ¢aligmalarin devam etmesi gerekir, klinik caligmalara paralel olarak molekiiler

¢aligmalarin baglayabilmesi i¢in deneysel tecriibe kazamlmistir.

Ekinokokkus parazitinin yol agtifn hidatid kist hastaligimin insan saglhigina
olumsuz etkileri, kaliteli yagam zorlastirmasi yam sira hayvancilifin yapildig: bulagmas
bélgelerde  sosyal ve ekonomik zararlarma ragmen kistik bilyiimenin molekiiler
mekanizmasi heniiz ¢6ziilememistir. Olgun parazit yumurtalarina kars1 gelistirilmis olan
rekombinant EG95 ve EM95 agilari, yayilmis yumurtalarmn insan ve hayvan viicuduna
girip kan dolagimina katilip ¢imlenmesine kargi bagigik cevabin olugmasinda etkin olan
agilardir. Bulagmig bolgelerde parazitin tamamen ortadan kaldirilmasi programinda da
bagarili sonuglar alimmigtir (Heath ve Holcman 1997, Lightowlers ve ark 1996, Woollard
ve ark 1998, Gauci ve ark 2002). Biiyiikbas otcul ara konak¢ilarda yumurta ¢imlenmesine
ragmen olusan germinatif zar tomurcuklanamamakta ve kist olugsmamaktadir (Zhang ve
2003a). Bu ¢alisma daha 6nce germinatif membrana karg1 geligtirilebilecek as: icin bir alt
yap1 galigmasi olarak tasarlanmigti. Larval protoskolekslerin skolosidal ajanlara kars1 ¢ok
hassas oldugu daha once caligtlmigti (Arikoglu ve ark 2000). Larval parazitin kist
olusumunun zayiflatilmasimin mekanizmasi anlagildiktan sonra germinatif membrana kars
etkin bir ag1 gelistirilmesi miimkiin olacaktir. Bu sayede hidatit kist tutulumlu hastalarin bu
as1 sayesinde herhangi bir cerrahi miidaheleye gerek kalmadan tedavileri miimkiin
olacaktir. Ekinokokkus tiirlerinin sekstiel ve somatik yolla ¢ogalma ve farklilagma 6zelligi
bakimindan germinatif membran, kok hiicre kiimeleri olarak diistintilebilir ve farklilasma

ve biiylime mekanizmalarinin molekiiler temelini ortaya koymada ideal bir model olabilir.
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Dolayisiyle, kanser gelisiminin kontrol altina alinmasinda pek ¢ok bilgilerin kazanilmasina
da yardimci olacag diistiniilmektedir.

Sonuglarimizin 15181nda, gelisme ve farklilasmadan sorumlu olan aktin genlerinin ag1
gelistirme ¢aligmalan i¢in aday gen olabileceginin yam sira, epidemiyolojik ¢aligmalarda
tiirler arasi ve tiir i¢i genetik ¢esitliligin belirlenmesinde molekiiler belirleyiciler olarak da

kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.
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6. OZET
S.U. Saglik Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1
Tibbi Biyoloji Bilim Dal1
DOKTORA TEZI / KONYA-2005

Hilal ARTKOGLU

Echinococcus granulosus’un In Vitro Cogalma Ozellikleri ve
Protoskolekslerde Aktin Gen Ifadesi ile Aktin Gen Cokyapiihgmm (Polimorfizm)
Arasgtiriimasi

Kistik ekinokokkozis veya hidadit kist hastalify, Echinococcus granulosus
parazitinin larval formunun sebep oldugu bir hastaliktir. Diinya ¢apinda pek ¢ok tilkede
insan saghigi bakimindan oldugu kadar ekonomik bakimdan da tehdit olusturan bu
hastalifin Kesin tedavisi de olmadigi i¢in hala 6nemini ve giincelliini korumaktadir.
Sunulan ¢ahgsmada E. granulosus parazitinin in vitro kosullarda larval geligiminin
tamimlanmasi, protoskoleks ve germinatif membranin hiicresel organizasyonunun ortaya
konulmasi, aktin genlerinin (Egactl ve II) protoskolekslerdeki ifadesinin tespiti ile aktin
genlerinin gen ¢okyapililigimn (polimorfizm) ortaya konulmas: hedeflendi. Aktin
proteininin hiicre iskeletinin ana bilegeni olmasi ve hiicre iskeletinin de organizmalarin
gelisim ve farklilagsma siireglerinde, hiicrelerde meydana gelen her tiirlii morfolojik
degisikliklerde anahtar rol oynamasi nedeniyle aktin geni hedef gen olarak segildi. Aktin
genlerindeki olas1 gesitliligin kist gelisimi, farklilagmasi, patogenezisi ve konak tercihi
gibi ozelliklerde farkliliklara yol agabilecegi disgiiniildiigii icin bu genlerdeki ¢ok
yapilihgn ortaya konulmas: planlandi. Caligmada Konya ve gevresi ile Karapmnar’ dan
temin edilen koyun tutulumlu 38 farkli kiste ait protoskoleks ile S.U.Meram Tip Fakiiltesi
Cerrahi Anabilim Dalinda ameliyat sonucu temin edilen insan tutulumlu 1 kiste ait
protoskoleksler caligildi. Protoskoleksler 3-4 kez yikama soliisyonlan ile yikandi ve 151k
mikroskobunda canlilik orami aragtirildi. Canlilik orami %80-100 arasinda tespit edilen
protoskolekslerin bir kismu kiiltiire edildi kalan kismi ise -80°C ’de kullanilincaya kadar
depoland1. Kiiltiir siiresince protoskolekslerin geligimi inverted 151k mikroskobu ile takip

edildi ve fotograflandi. Protoskolekslerin ve germinatif membranlarin hiicresel
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organizasyonunu ortaya koymada ise 1sitk mikroskobu kullanildi. DNA ve RNA
izolasyonlar1 -80°C’de depolanan protoskolekslerden TRizol reagent (Gibco, BRL)
kullanilarak basarildi. Primerler, Gen Bankasindan (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer) temin edilen Egacfl ve Il genlerinin niikleotid
dizileri dikkate alinarak tasarlandi. RT-PZR teknigi kullamilarak hedef genlerin
protoskolekslerdeki ifadeleri tespit edildi. PZR-RFLP teknigi ile bu gen bolgeleri ¢ogaltildi
ve Pstl, Alul ve Taql enzimleri kullanilarak olasi gesitlilik aragtirildi. Kesim tirtinleri
agaroz jel elektroforezde yiiriitiilerek sonuglari degerlendirildi. In vitro kiiltiir sartlarinda
E. granulosus’ un protoskoleksten mikrokist yoniindeki geligsimi basariyla tamamlandi. Bu
gelisim boyunca gozlemlenen baglangig, vakuolizasyon, mikrokist 6ncesi ve mikrokist
safhalar literatiirle uyumlu bulundu. Parazitlerin in vitro kiiltiir galigmalari, 6zellikle konak
dokusu olmadan sadece paraziti gézlemlemek ve gelisimini daha iyi anlamak bakimindan
Onemlidir. Geligmenin farkli asamalarinda kiiltliri durdurmak ve bu asamalarda
sentezlenen genleri c¢alisabilmek, ilag¢ etkinligi caligmalari, as1 gelistirme caligmalari ve
gelismeyi kontrol eden mekanizmalara miidahale edebilme sansi E. granulosus kiiltiiriiniin
Onemini ve etkin bir sekilde kullamlabilecegini gostermektedir. Bu calismada E.
granulosus protoskoleks ve germinatif membranin hiicresel organizasyonu da tanimlandi.
Parazitin morfolojisini daha iyi anlayabilmek i¢in yapilan bu ¢alismada protoskolekslerin
vantuzlar da dahil olmak {izere tlim viicut ylizeyini kaplayan tegiimentin tamamen
hiicrelerden olustugu, ¢engellerin ise hiicresel bir yapisinin olmadig1 gézlendi. Germinatif
zar hiicrelerinin ¢ok yogun olmadig1 ancak yer yer hiicresel odaklarin bulundugu tespit
edildi. Hiicresel odaklarin bulunmasi, bu bolgelerden protoskolekslerin tomurcuklanmasi
yoniinde bir hazirlik olabilecegini diisindiirmektedir. Sunulan ¢aligmanin diger
boliimiinde, RT-PZR analizlerini takiben yapilan agaroz jel elektroforez sonuglarina gore
protoskolekslerde aktin 2 (Egacr2) geninin ifade edildigi ve Aktin 1 (Egacfl) geninin ifade
edilmedigi tespit edildi. PZR-RFLP analizleri sonucunda ise Egactl ve Egactll genlerinde
iki drnekte niikleotid degisikligi oldugu ve sadece bir 6rnekte heterozigotlugun bulundugu
tespit edildi. E. granulosus’ da kendi kendine déllenme (self-fertilizasyon) sisteminin
yaygin olmasi, tiir i¢inde homozigotlugun hakim olmasina ve heterozigotlugun
kaybolmasina yol agmaktadir. Ayrica ¢aligilan tiim 6rneklerde aktin I genindeki Alul
enzimi tanima bolgelerinden birinin olmadig: tespit edildi. Bu ¢aligmada analizi yapilan
protoskolekslerdeki genomik  yapinin Anadolu koyun tiirline 6zgiin olabilecegi ve Gen
Bankasinda mevcut olan diziden farklt bir genomik yap1 gosteriyor olabilecegi

diigtiniilmektedir. Ustelik bu ¢aligmada aktin 1 gen bolgesinin allelik gen gokyapilihg
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gosterdigi de tespit edilmigtir. Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda E. granulosus’da allelik
gen c¢okyapililigimin ¢ok nadir oldugu rapor edilmisti. Hiicrelerin g¢ogalmasi ve
farklilagmasinda etkin rol oynadig: bilinen aktin genlerinde gériilen bu gesitlilik ve allelik
gen cokyapililiinin, kist hidatigin bliyime ve gelismesini etkileyebilecegi
diisiintilmektedir. Bu ¢alismada elde edilen sonuglarin isiginda E. granulosus aktin
genlerinin, ag1 gelistirme caligmalar1 igin aday gen olabilecegi ve epidemiyolojik
calismalarda tiirler aras1 ve tiir i¢i genetik gesitliligin belirlenmesinde molekiiler belirleyici

olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmgtir.
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7. SUMMARY

Hilal ARIKOGLU

In Vitro Proliferation Features of Echinococcus granulosus and
Determination the Expression of Actin Genes and their Polymorphisms in

Protoscoleces

Cystic Echinococcosis, caused by the larval satage of the tapeworm Echinococcus
granulosus, is a global zoonotic infection which has adverse economical impact and
constitutes a threat to public health in many countries. E. granulosus requires an
intermediate and a definitive host to complete its life cyle. The adult worm lives in the
small intestine of dogs and other canids and the metacestode or hydatid cyst develops in
the intermediate host viscera which can be ovine, bovine or humans, producing
protoscoleces by asexual multiplication. The development of the hydatid cyst and
pruduction of protoscoleces involve important changes in cell morphology and
physiology. Actin genes are certainly important targets of such differentiation processes,
since actin-coordinated cell movements are essential in cell growth and differentiation. In
this study we aimed to describe the larval development of E. granulosus in the laboratory
conditions and the cellular organization of the protoscoleces and germinative membrane,
and the detection for transcriptional activity and associated polymorphisms of two actin
genes from E. granulosus, namely Egactl and Egactll. The genetic heterogeneity is
common within species of the genus Echinococcus and that these intraspecific variants or
strains may play an important role with regard to epidemiology, control, pathogenicity, and
some other related aspects. To date, ten strains (G1-G10) of Echinococcus granulosus
have been identified using genetic data. The G1 group represents the predominant and well
recognized ‘sheep’ strain of E. granulosus. Hydatid cysts were obtained from the liver and
lungs of infected sheeps from central slaughterhouses of Konya and Karapinar and from
infected humans surgical speciments obtained from General Surgery Department, Meram
Medical Faculty, Selguk University. Protoscoleces and germinative membrans were
removed from the cysts asepticly. These materials were washed in Hank’s solution or
PBS (phosphate buffer solution) supplemented with gentamicin, and artificially digested in
a pepsin solution at 37°C, for 40-60 minutes. Prior to culturing, the viability of
protoscoleces were determined using staining test with eosinY. Cultures were maintained
at 37°C and examined under inverted microscope. Cell organizations of protoscoleces and

germinative membranes were obtained in the growth medium for 16 hour incubation. After
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the incubation, the samples were suspended for 30 min in hypotonic solution and fixed in
methanol:asetic acid (3:1). Preparations were stained with 5% Giemsa and observed by
light microscope. For the molecular analysis, total RNA and genomic DNA were exracted
from protoscoleces obtained 39 different cysts using TRIzol Reagent (Gibco, BRL)
according to the manufacturers instructions. Differences in mRNAs of Egactl veEgactll
genes were determined using RT-PCR techniques. The PCR analysis was carried out using
specific primers which were designed according to nucleotide sequence of Egacfl and
Egactll genes obtained from the GenBank™ through the National Center for
Biothecnology Information (NCBI). Restriction fragment length polymorphism (RFLP)
analysis of this target genes was performed using the restriction enzymes Pstl, Alul and
Tagl. Restriction products were analysed by agarose gel electrophoresis. As a result, in
vitro larval development from protoscoleces to microcyst was succesfully completed. We
observed four different stage; initial, vacuolization, premicrocyst and microcyst. In vitro
cultures has been a useful and very advantagous approach such as determine the parasite
tissue without host tissue, investigate stage-specific gene expression and localization of
gene pruducts, applications of chemotherapeutecs. In this study we determined the cellular
organization of protoscoleces and germinative membranes. We observed all the tegumental
surface of the protoscoleces is composed of cells and the germinative membranes are cell
clusters.We suggest that the protoscoleces can be emerge from the cellular clusters of
germinal layer. In this study the results of the RT-PCR analyses indicate that Egactll was
expressed in protoscoleces but Egactl was not. As a result, we detect the nucleotide
variations at two loci for the actinl and II genes within the sheep strain. The variations of
G1 strain lead to the lowest intermediate host specificity and the wider geographic
distribution. In this study we observed the heterozygosity at only one loci. An increase in
homozygosty and loss of heterozygosity within populations of E. granulosus is well
explained by self-fertilization. In E. granulosus populations, both selfing and outcrossing
fertilization is occur but cross-fertilization is rare. In our study we detected the loss of one
of the Alul enzyme recognition sites of the actin I genes in all samples. We concluded that
this genomic structure may be spesific to Anatolian sheep strain and genetically distinct
from other existing gene in the GenBank™ database. In this study allelic polymorphism
was also found in the actin I gene although the degree of allele polymorphism detected
within strains of E. granulosus was low in the previous studies. It’s known that the actin
proteins are suggested to act as key molecules in the process of cell differentiation and

proliferation. This nucleotide variation and allelic polymorphism of actin genes may affect
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the morphology and the development of cyst hydatid to give Anatolian strain. As a result,
the actin genes can be used as molecular markers for epidemiologic studies and strain

identification.
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