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v

ONSOz

Hidatidozis, Echinococcus cinsine ait tdrlerin larva seKillerinin
(metacestod) insan ve hayvanlarda olusturdugu, hem saglik hem de
ekonomik yénden oldukg¢a énemli, zoonotik bir hastaliktir.

Tlrkiye’de hidatidozdan sorumlu olan Ekinokok tliri Echinococcus
granulosus'dur. Hastalhk o6zellikle fertil kistler tasiyan koyunlarla evcil
kOpekler arasinda seyir gostermekte, hastalia enfekte kdpeklerle yakin
temas kuran insanlar da yakalanmaktadir. Cevre saghdi ve koruyucu
hekimlik 6&nlemlerinin yetersiz kaldigi pek c¢ok toplumda oldugu gibi
Tarkiye’de de hidatidoz halen énemini korumaktadir.

Hidatidoz hastalhigina neden olan Echinococcus granulosus’un
biyolojisini, epidemiyolojisini, gelismesini ve farklilasmasini saglayan
mekanizmalari daha iyi anlayabilmek, yeni micadele yollari, teshiste daha
kolay ve daha guvenilir yontemler geligtirebilmek igin in vitro kdltdr
calismalari yapilmaktadir. Bu galigmalar son yillarda 6zellikle antijen Gretimi,
asl geligtirme, immunodiyagnoz, farkh kimyasal madde ve ilaglarin etki
mekanizmalarinin analizleri Gzerine yogunlasmaktadir. Pek ¢ok ¢calismada iyi
bir model olarak kullanilabilen in vitro kdltirde gelistirilmis Echinococcus
granulosus mikrokistleri sayesinde laboratuvar hayvanlarinda 6 — 8 ay gibi
uzun bir stre uygun sekonder Kistlerin gelismesi beklenmeden ve bu sire
zarfinda bir ¢ok deney hayvaninin da kaybedilmesi riskine girmeden bu
calismalar rahatlkla yapilabilecektir. Geligtirilen kistlerin model olarak
kullanilabilmesi, mezbahadan arakonaklardan kist bulma zorlugunun da
aslimasini saglayacaktir.

Bu galismada konak baskisi olmaksizin kiste ait biyokimyasal ve
fizyolojik 6zelliklerin incelenmesi, antijen Uretimi, immunodiyagnoz ve asi
gelistirme calismalari, patogenezde rol oynayan metabolizmalarin
incelenmesi, farkli kimyasal madde ve ilaclarin etki mekanizmalarinin
analizleri gibi pek cok calismada kullanilabilecek mikrokistlerin in vitro
kultirde gelisimi incelenmis ve elde edilen mikrokistlerden antijen elde
edilerek protein yapilari belirlenmigtir.

Calismalarim sirasinda degerli 6neri ve yardimlariyla her zaman
destek olan basta danisman hocam Prof. Dr. Ahmet DOGANAY ve
Parazitoloji Anabilim Dali Bagkani Prof. Dr. Ayse BURGU olmak lzere tim
Anabilim Dali Ogretim Uyelerine, mesai arkadaslarima ve aileme sonsuz
tesekkir ederim.
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1. GiRiS

Hidatidozis, Echinococcus cinsine bagli tdrlerin larva formlarinin meydana
getirdigi, insan ve hayvan sagligini ve ekonomiyi yakindan ilgilendiren,
zoonoz 6zellikte dnemli bir paraziter hastaliktir (Tigin ve ark., 1991; Morris ve
Richards, 1992; Cross, 1994).

1.1. Tarihce

Echinococcosis hakkindaki ilk bilgiler Hippocrates'in (M.O. 460 — 347) sigir
ve domuzda hidatik kistin varligini bildirmesi ve insan karacigerinde
saptadigl hidatik kisti su kesesi olarak tanimlamasiyla elde edilmigtir.
Aristoteles (M.O. 384 — 322), Aretaeus (M.O. 50 — 150) ve Galenus (129 —
200)’'da karaciger ve akcigerde su dolu keselerin varligini bildirmislerdir.
1684’de Redi, 1685’de Hartman ve 1691’de Tyson hidatik kistin zoonoz
karakterde oldugunu kaydetmislerdir. Parazitin erigkin formunun ise ilk kez
1694 yilinda Hartmann tarafindan kdpeklerde géraldigu kabul edilmektedir.
1760’da hidatik kistlerin parazit 6zelligini bildiren Palas, 1766’da da insanda
ve hayvanlarda rastlanan hidatik kistlerin aralarindaki yapisal benzerlik
Uzerinde durmustur. 1780'de Goeze hidatik kistteki skolekslerle
Echinococcus’un skoleksinin varligini saptamig ve bunlarla coenurus
skolekslerinin ayrimini yapmistir. 1786 da Batsch kdpegin bagirsaginda
bulunan ufak serit ile hayvanlarin ve insanlarin degisik organlarinda
bulunan hidatik kistlerin ayni parazit tarindn ayri birer gelisim asamalar
oldugunu ilk kez bildirmis ve buna Hydatigena granulosa adini vermigtir.
1790’da Gemelin paraziti Taenia granulosa olarak adlandirmistir. 1801’de
Echinococcus cinsinin 6zelliklerini ilk defa tarif eden Rudolphi, hidatik kiste
Echinococcus adini vermigtir. Rudolphi 1808'de kdpek bagirsaginda
buldugu erigkin seritin yapisal dzelliklerini incelemis, bu seritlerin varligini o

zamanlar yaygin bir gorts olan bagirsak villilerinden olustugu kurami ile



aciklamaya calisarak serite Taenia cateniformis adini vermigtir. 1821°de
Bremser insan hidatik kistlerinde protoskolekslerin varligini géstermistir.
1852 de ise Von Siebold kdpekteki serit bigimi ile kasaplik hayvanlardaki
kist formu arasinda biyolojik iliski oldugunu deneysel enfeksiyonla
ispatlamistir. 1855'de Kichenmeister insanlardaki Kkistleri Echinococcus
altricipariens, hayvanlardaki kistleri ise Echinococcus scolecipariens olarak
adlandirmistir. 1863’'de Naunin, Krabe, Diesing ve 1885'de de Thomas
farkl Ulkelerde insan hidatik kistinden aldiklari protoskoleksleri kdpeklere
vererek ince bagirsaklarinda erigkin ekinokoklarin gelistigini saptamislar,
boylelikle de serit ve larva formunun ayri birer tir olmadiklari, belirli bir tirin
iki ayri gelisim evresi oldugu ispatlanmistir. 1863 yilinda Leuckart petek
benzeri yapr g0steren Kistlerin Echinococcus granulosus’un varyetesi
oldugunu ileri sirmls ve bunu Taenia echinococcus multilocularis olarak
adlandirmisg, Kleman ise 1883 yilinda bu parazite Echinococcus alveolaris
adini vermigtir. Brumpt ve Joyeux Brezilya’da bulduklarn bir tdrG
Echinococcus cruzi olarak adlandirmig, Diesing ise bu tirin Taenia
oligarthra oldugunu ileri sirmugstdr. Bu tlr LUke tarafindan 1910 yilinda
Echinococcus oligarthus olarak adlandinimistir.  1938’de  Nikiforov
Echinococcus multilocularis’in gelismesinde arakonak kemiricilerin roltna
aciklamistir. Vogel 1955°'de kirmizi tilkilerin ince bagirsagindan topladigi
ekinokoklari farelere vererek alveolar kistlerin gelistigini gézlemlemis, bu
kistleri kbpeklere yedirdikten 55 gln sonra da topladigi eriskin parazitleri
inceleyerek Echinococcus multilocularis ile Echinococcus sibiricensis’in ayni
tdr oldugunu agiklamistir. Smyth erigkin parazitlerin skoleksleri ile kistlerden
elde ettigi skolekslerin yapi ve buyudkliklerinin birbirinden farkh oldugunu
belitmis, kistten elde ettigi skoleksleri protoskoleks olarak adlandirmistir.
Sweatman ve Willams 1962-63 yillarinda yaptiklari c¢alismalarla
ekinokoklari  morfolojik  karakterlerine gbre ayirarak Echinococcus
granulosus’'un dért alt tird oldugunu bildirmis ve bunlar Echinococcus
granulosus granulosus, E.g.borealis, E.g.canadensis ve E.g.equinus olarak
adlandirmiglardir. Rausch ve Bernstein tarafindan 1972'de Echinococcus

vogeli olarak isimlendirilen tar bir ¢cal képeginde bulunmustur (Merdivenci,



1976; Merdivenci ve Aydinhoglu, 1982; Tigin ve ark., 1991; Morris ve
Richards, 1992; Cross, 1994; Tinar, 2004).

1.2. Echinococcus granulosus’un Taksonomisi

Echinococcus cinsine baglh pek c¢ok tir bildiriimis ise de bugln
Echinococcus cinsine bagli Echinococcus granulosus (Batsch, 1786),
Echinococcus multilocularis (Leuckart, 1863), Echinococcus oligarthus
(Diesing, 1863) ve Echinococcus vogeli (Rausch ve Bernstein, 1972) olmak
Uzere 4 tOrin gegerliligi kabul edilmektedir. Bu tirlerden en yaygin ve en
o6nemli olan, ayni zamanda ilk bildirilen tir Echinococcus granulosusdur
(Soulsby, 1982). E. multilocularis kuzey yarimkirede sinirli bir alanda
yayginlk gbstermekte, E. vogeli ve E. oligarthrus ise sadece Orta ve Kuzey

Amerika’da gérulmektedir (Morris ve Richards, 1992).

Echinococcus granulosus’un taksonomideki yeri asagidaki gibidir
(Soulsby, 1982; Tigin ve ark., 1991; Tenter ve Schnieder, 2006).

Ulkealts : Metazoa

Kok . Platyhelminthes
Sinif : Cestoda
Sinifalti : Eucestoda
Takim : Cyclophyllidea

Takimalt : Cyclophyllidina

FamilyaUstl : Taenioidea

Familya : Taenidae

Cins : Echinococcus (Rudolphi, 1801)

Tar : Echinococcus granulosus (Batsch, 1786)



1.3. Echinococcus granulosus’un Morfolojisi

Olgun Echinococcus granulosus 2 — 7 mm uzunlugunda olup, biri geng, biri
olgun, biri de gebe olmak Uzere 3 halkadan olusur (Sekil 1.1). Rostellumda iki
sira halinde dizilmis 30 — 60 gengele sahiptir. On siradaki bilylik cengeller 32
— 42 um, arka siradaki kiglk c¢engeller de 20 — 36 um uzunlugundadir.
Skolekste 4 gekmen bulunur. Son halkanin uzunlugu genellikle parazitin tiim
uzunlugunun yarisindan daha fazladir. Genital delik tek tarafli olarak halkanin
daha ¢ok arka yarisinda, seyrek olarak da ortasina yakin yer alir. Uterus ¢ok
iyi gelismis olup, yanlara degisik sayida kisa, kor dallar verir. Olgun
halkalarda disi délerme organlari halkanin arka Ugte birinde bulunur. Bébrek
biciminde olan ovaryum halkanin ortasinda yer alirken, sayilari genellikle 40
— 60 arasinda degisen testisler genital deligin 6n ve arka kisminda (daha ¢ok
6nde) bulunurlar (Yamaguti, 1959; Lapage,1968; Thomas, 1974; Dunn, 1978;
Guralp, 1981; Soulsby, 1982; Tigin ve ark., 1991; Cross, 1994).

Sekil 1.1. Eriskin Echinococcus granulosus (Orijinal).



Parazitin yumurtalari, Taenidae familyasindaki diger tdrlerin
yumurtalarina benzemekte olup ayrimlari kesin olarak yapilamamaktadir.
Hafif oval olan yumurtalar 32 — 36 x 25 — 30 um olc¢ulerindedir (Sekil 1.2).
Yumurtanin onkosferi 3 ¢ift cengel tasimakta, onkosferi radial ¢izgili kalin bir
embriyofor ¢evrelemektedir. Yumurtanin kapsuli oldukga ince olup uterus
icinde parcalanmaktadir (Guralp, 1981; Schantz, 1982; Soulsby, 1982).

Sekil 1.2. Echinococcus granulosus yumurtasi (http://cal.vet.upenn.edu/paraav/images/ 11-
50.jpg).

Echinococcus granulosus' un hidatik kist ya da Ekinokok Kkisti olarak
adlandirilan  larvalari  unilokdler  (=univezikliler) veya  multikistik
(=multivezikiler) yapida olabilirler. Unilokuler kistler tek tek yerlesim gosteren
blyikce keselerdir. Multikistik formdaki kistler ise birbirlerine yapisik ¢ok
saylda bagimsiz kistlerden olusur (Smyth, 1976; Gulralp, 1981; Soulsby,
1982; Senlik ve Diker, 2004). Kistler yerlestikleri organin dokusal 6zelligine
g6re genellikle findiktan portakal iriligine kadar degdisik buUyUkliklerde
olabilmektedir (Sekil 1.3). Nadiren de olsa kist capi 50 cm’ye kadar
ulasabilmekte ve iclerinde 16 litre kadar kist sivisi toplanabilmektedir.

ici sivi ile dolu kese seklindeki bu larva formu kitikila (laminar
membran) ile c¢evrilmistir, bunun altinda tomurcuklanma 6&zelligine sahip

dogurucu bir zar olan germinal membran bulunur. Kistin disini konak



tarafindan sekillendirilen fibréz kapsil sarar. Kist sivisi akici ve berrak bir
yapidadir. Hidatik kist serbest protoskoleksleri, cimlenme kapstllerini ve kiz
keseleri icerebilir. Cimlenme kapsdulleri germinal tabakayla cevrili ve iginde
protoskoleksler de bulundurabilen bir yapidadir. Laminar tabaka, ¢cimlenme
kapsuli ve protoskoleksleri iceren kiz keseler ise ana Kkistin birer
kopyasidirlar. Bazen kiz keseler endojen blylimeyle ana kistin icinde ya da
ekzojen buylimeyle ana kistin disinda da gelisebilirler. Ekzojen blylimeyle
vicutta yeni hidatik kistler sekillenir (Smyth, 1976; Giralp, 1982; Soulsby,
1982; Tinar ve Coskun, 1991; Morris ve Richards, 1992; Urquhart ve ark.,
1996).

Sekil 1.3. Koyun karacigerindeki hidatik kistler (Orijinal).

1.4. Echinococcus granulosus’un Biyolojisi

Echinococcus granulosus’un erigkinleri son konaklarin ince bagirsaklarinda
bulunur (Sekil 1.4). Uygun son konaklar, basta evcil kopekler olmak Uzere
kurt, cakal, dingo, coyote, tilki gibi ¢esitli karnivorlardir. Parazitin larva formu
olan kist hidatik ise basta evcil gevis getirenler ve tek tirnakhlar gibi otlayan
hayvanlar olmak Uzere domuz, deve, geyik, primatlar gibi pek cok evcil ve
vahsi havyanda ve bu arada insanda da gelisebilmektedir. Bu Kkistler
canlilarda basta karaciger, akciger olmak Uzere beyin, omurilik, dalak,
bdbrek, kemik iligi ve kaslari da i¢ceren genis bir organ ve doku grubuna



yerlesebilmektedir (Dunn, 1978; Gdralp, 1981; Soulsby, 1982; Tigin ve ark.,
1991; Roberts ve Janovy, 2006).

Sekil 1.4. Sonkonagin ince bagirsagindaki eriskin Echinococcus granulosus’lar (Eckert ve
ark., 2005).

Sekil 1.5. Echinococcus granulosus’un biyolojisi (Eckert ve ark., 2005).



Arakonaklar enfeksiyona erigkin parazitin, gebe halkalari ile disari
¢ikan yumurtalarini agiz yoluyla alarak yakalanirlar. Evcil ve yabani arakonak
hayvanlar yumurtalari otlaklarda, ahirda yemlenme sirasinda ya da nadiren
de icme suyu ile, ayrica killarina yumurta yapismis képekle temas ederek
alirlar. insanlar ise enfeksiyonu yumurtalarla bulasik sebze ve meyveleri iyi
yilkanmadan yemek suretiyle, icme suyu ile ve siklikla da enfekte kdpege
temas sonucu yumurtalarla bulasan ellerini iyice yilkamadan agiza gétirmek
suretiyle alirlar. Nadiren de olsa solunum yoluyla havadaki tozlarla birlikte
alinan yumurtalarin akcigerlere tutunarak gelisebildikleri kaydedilmistir
(Merdivenci ve Aydinoglu, 1982; Doganay ve Kara, 1998; Senlik, 2004).

Arakonaklarin  sindirim sisteminde yumurtadan c¢ikan ve kan
dolasimina karigsan onkosfer ilk olarak kapillar agin zengin oldugu karaciger
ve akcigerde tutunmakta, buralarda tutunamayip sistemik dolagima karisan
onkosferler ise merkezi sinir sistemi, bébrek, pankreas, kemik doku gibi pek
¢ok organ ve dokuda tutunabilmektedir. Evcil ruminantlarda hidatik kistlerin %
70’i karacigerde, % 25'i akcigerlerde, % 5'i ise diger organ ve dokularda
g6rilmastir (Garalp, 1981). Hidatik kistler oldukgca yavas blylimekte ve 5.
aydan sonra iclerinde protoskoleksler, cimlenme kapsdulleri ve kiz keseler
sekillenmektedir (Dunn, 1978, Glralp, 1981, Soulsby, 1982).

Son konaklar protoskoleks tasiyan kist hidatikli organlari agiz yoluyla
alarak enfeksiyona yakalanirlar. Kistlerdeki protoskoleksler ince bagirsakta
tutunarak erigkin ekinokoklari gekillendirirler. Koépekteki prepatent stre 9
hafta civarindadir (Dunn, 1978; Giralp, 1981; Soulsby, 1982).

1.5. Turkiye’de Echinococcus granulosus’un Yayginligi

Ekinokokoz Turkiye'de genis bir yayilig g0stermekte olup, parazitin

epidemiyolojisinde genel olarak képek - koyun biyolojik siklusu gérilmektedir.



1.5.1. Turkiye’de Echinococcus granulosus’un Sonkonaklardaki
Yayginhgi

Tarkiye'de vyapilan c¢esitli arastirmalarda E.granulosus’'un kopeklerdeki
yayginhgi % 0,4 — 54,5 arasinda bildiriimistir. Cizelge 1.1’de 1959 ile 1998
yilllari arasinda yapilan arastirmalardan elde edilen sonuglar verilmistir
(Mimioglu ve ark., 1959; Doganay, 1983; Uner, 1989; Saygi ve ark., 1990;
Zeybek ve Tokay, 1990; Hasslinger ve ark., 1993; Sahin ve ark., 1993; Atas
ve ark., 1997; Aydenizéz, 1997; Umur ve Arslan, 1998; Aycicek ve ark.,
1998)

Gizelge 1.1. Echinococcus granulosus’'un kdpeklerdeki yayginhgi

Yil Arastirici Yer Enfeksiyon % ‘si
1959 Mimioglu ve ark. Ankara 4
1981 - 1982 Doganay Ankara 44
1989 Uner Izmir 55
1990 Saygi ve ark. Sivas 16
1990 Zeybek ve Tokay Ankara 54,5
1993 Hasslinger ve ark. Ankara 3,3
1993 Sahin ve ark Kayseri 25
1997 Atas ve ark. Sivas 28
1997 Aydenizéz Konya 28,33
1998 Umur ve Arslan Kars 40,5
1998 Aycicek ve ark. Ankara 0,94

1.5.2. Turkiye’de Hidatidozis’in Arakonaklardaki Yayginhgi

Hidatidozun evcil kasaplik hayvanlardaki yayginhdr 1989 — 2004 yillar
arasinda cgesitli arastiricilar tarafindan %1 — 81 arasinda degisik oranlarda
bildiriimistir (Toparlak ve Giil, 1989; Celep ve ark., 1990; Oge ve ark., 1990;
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Ozcelik ve Saygi, 1990; Zeybek ve Tokay, 1990; Dik ve ark., 1992; Tirkmen,
1992; Umur ve Arslantas, 1993; Civi ve ark., 1995; Aslan ve Umur, 1997; Dik
ve ark., 1999; Hokelek, 1999; Ozbek, 1999; Tugrul, 1999; Senlik, 2000;
Daldal, 2001; Deger ve ark., 2001; Esatgil, 2001; Hokelek, 2001; Kaplan ve
ark., 2001; Ozcan, 2001; Tugrul, 2001; Yilmaz ve Cicek, 2001; Umur, 2003;
Gicik ve ark., 2004).

Turkiye Cumhuriyeti Et ve Balik Kurumu Genel Mudurlaga (1993 —
2003 yillari arasi) kayitlarina gére Turkiye'nin gesitli yorelerinden getirilen
kasaplik hayvanlardaki kist hidatik yayginligi ise % 0,9 — 7,27 arasinda
degismektedir (EBK istatistikleri). Yillara gére muayene edilen hayvan sayisi,
enfekte hayvan sayisi ve enfeksiyon ylzdeleri Gizelge 1.2 ve Cizelge 1.3’de
verilmigtir.

Gizelge 1.2. 1993 — 2003 yillari arasi Et-Ballk Kurumunda kesimi yapilan blylkbas
hayvanlardaki (sigir — manda) kistik ekinokokozun yayginligi

YILLAR Muayene Edilen Kist Hidatikli %
Hayvan Sayisi Hayvan Sayisi

1993 321771 14328 4,45
1994 304303 9435 3,1
1995 148228 2266 1,52
1996 124777 2121 1,71
1997 151115 5050 3,34
1998 160919 4798 2,98
1999 137932 3793 2,74
2000 65752 1566 2,38
2001 113066 1534 1,35
2002 166010 10028 6,04

2003 94682 3413 3,6
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Cizelge 1.3. 1993 — 2003 yillari arasi Et - Ballk Kurumunda kesimi yapilan kigiikbas
hayvanlardaki (koyun — kegi) kistik ekinokokozun yayginhgi.

wun o
1993 1142372 47252 4,13
1994 932811 36406 3,9
1995 757828 6850 0,9
1996 375684 6983 1,85
1997 363193 8961 2,46
1998 527764 9501 1,8
1999 95641 6796 7,1
2000 67625 620 0,91
2001 28958 753 2,6
2002 6464 47 0,72
2003 12764 928 7,27

1.6. Helmintlerin in Vitro Kiltiirii Hakkinda Genel Bilgiler

Konagdin sundugu fiziksel ve kimyasal sartlarin olusturuldugu, gereksinim
duyulan besin maddelerinin dig ortamdan saglandigi, canlidakine benzer
yapay ortamlarda bakteri, virus ve parazit gibi canlilarin korunmasi ve
gelistiriimesine “in vitro kiltdr” denmektedir (Tigin ve Umur, 1989).

Helmintlerin in vitro KkdltdrG; rutin koruma c¢alismalarinda, konak
kullanmadan larva dénemlerinin ve eriskin parazitlerin elde edilmeye
calisiimasinda, konak baskisi olmaksizin parazit gelisim ddénemlerine ait
biyokimyasal ve fizyolojik &zelliklerin incelenmesinde, antijen 0retimi,
immunodiyagnoz ve asi gelistirme calismalarinda, patogenezde rol oynayan
metabolizmalarin incelenmesinde, farkli kimyasal madde ve ilaglarin etki
mekanizmalarinin analizlerinde kullaniimaktadir (Tigin ve Umur, 1989;
Smyth, 1990; Altintas,1991a; Casado ve ark., 1996; Yoneva ve Mizinska-
Boevska, 2001; Ertabaklar ve Altintas, 2002a; Oge ve ark.,2004).
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Pek c¢ok helmint tarGnOn in vitro kidltirde tOm yasam dongulerini
tamamlamalari tam olarak basarilamamakla birlikte son yillarda oldukca
dikkate deger ilerlemeler kaydedilmistir. Galismalarin ¢ogu insanlarin ve evcil
hayvanlarin medikal ve ekonomik Oneme sahip helmintleri Uzerine
yogunlassa da énemli olan nokta herhangi bir helmint cinsiyle yapilan basaril
bir teknigin diger cinslere de birtakim degisikliklerle rahatlikla
uygulanabilmesidir. Buna 6rnek olarak kanatl seritlerinden, ekonomik veya
medikal bir 6nemi olmayan, in vitro kultirde olgunlastinlip fertil yumurtalar
dretmesi saglanan ilk cestod Schistocephalus solidus verilebilir. Bu parazit
tirlyle elde edilen deneyimle daha sonra zoonotik éneme sahip olan
Echinococcus granulosus gibi pek ¢ok cestod tlrinin basaril in vitro kalttrG
yapilmigtir (Smyth, 1990).

Helmintlerin kdltdrinde oldukga basarili sonuglar elde edilmekle
birlikte karsilagilan problemler de ¢oktur. Bunlardan en 6énemlisi ¢ok hicrel
olan helmintlerin blylk g¢ogunlugunun kompleks yasam dongusine ve
karisik biyolojiye sahip olmasidir. Bazi turlerin bir, bazi tarlerin birden fazla
arakonak kullanmalari, dolayisiyla her gelisme dénemlerinde farkli fiziko —
kimyasal c¢evrelerde bulunmalari ve buna bagli olarak da gereksinim
duyduklari besin maddelerinin dedismesi tek hucrelilerin kultGrinde
g6zlenmeyen pek cok problemin helmintlerin kiltirinde ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadir. Helmintler badirsak, akciger, karaciger, safra kanallari,
dolagim sistemi gibi birbirlerinden olduk¢a farkli organ ve dokulara
yerlesmekte, bunun sonucunda da besin olarak bagirsak igerigi, kan, safra,
mukus, doku, hiicre, sekret gibi yine birbirinden oldukg¢a farkli maddelerle
beslenmektedirler. Butin bu kosullar g6z &6ndnde bulunduruldugunda
helmintlerin  kdltirinde, besiyerinin parazitin nutrisyonel gereksinimleri
karsilamasinin 6nemi daha iyi anlasiimaktadir (Smyth, 1981; Smyth, 1990).
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1.7. Cestodlarda in Vitro Kiiltivasyon ve Karsilasilan Temel Problemler

in vitro kultirde tim yasam ddnglsinin tamamlandigi ilk cestod
Hymenolepis diminuta olmus ve bu parazit ile yapilan calismalar in vitro
kaltdr tekniklerinin gelistiriimesinde bir déonim noktasi olmustur (Berntzen,
1961; Schiller, 1965; Voge, 1975). Son yillarda cestodlarin in vitro kultirinde
oldukca 6nemli ilerlemeler saglanmis, pek cok tlr olgunlastiriimis ya da
olguna yakin bir forma getirilmig, bazilarinin ise Hymenolepis diminuta
6rneginde oldugu gibi tim yasam déngUsinu in vitro kiltirde tamamlamasi
basariimistir (Smyth, 1981; Smyth, 1990).

Cestodlarin in vitro kiltirinde de diger helmintlerde oldugu gibi cesitli
problemlerle karsilagsiimaktadir. Bu problemlerin pek ¢ogu trematod ve
nematodlarla ortak olmasina ragmen bazilari sadece cestodlara 6zgudir
(Smyth, 1990).

Genel problemler: Karsilasilan sorunlardan en énemlisi cestodlarin sindirim
kanalina sahip olmamasi, besinlerin tegimentten absorbsiyonla alinmasi ve
yine tegiment yoluyla atilk maddelerin disariya cikarilmasidir. Bu da
kullanilacak besiyerinin mutlaka tegimentten absorbsiyonla gegebilecek bir
formda olmasini gerektirmektedir. Omurgalilarin  mikroflora bakimindan
oldukga zengin ince bagirsaklarinda yasayan erigkin cestodlarin in vitro kaltar
icin steril bir sekilde elde edilememeleri de yasanan sorunlardan birisidir.
Gentamycin, penicillin, streptomycin gibi genis spektrumlu antibiyotiklerin in
vitro kiltirde kullaniimalari bu sorunu buyik 6lgide ortadan kaldirsa da in
vitro kiltirde baglangi¢c materyali olarak arakonaklardan steril bir sekilde elde
edilen larva dénemlerinin kullaniimasi daha basarili sonuglarin alinmasini
saglamaktadir. Bu yaklasim Echinococcus gibi pek ¢ok cinsin in vitro
kaltarinde bagsariyla kullaniimaktadir (Smyth, 1990).

Fizyo — kimyasal kosullar: in vitro killtiirde parazitin ihtiya¢c duydugu, uygun

pH, O,, CO,, amino asit ve karbonhidrat seviyeleri, sicaklik, osmotik basinc
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ve iyonlarin konsantrasyonu gibi fizyo — kimyasal kosullarinda tam olarak
saglanmasi gerekir. Pek ¢cok parazit icin bu bilgilerin tam olarak bilinmemesi

yasanan sikintilardan birisidir (Smyth, 1990).

Besinsel gereksinimler: Cestodlarin konaklardan karsiladiklari nutrisyonel
materyal karisik bir kompozisyona sahip olup, besiyeriyle karsilamak da
glctar. Bazi turler oldukgca 6zel besinsel gereksinimlere ihtiya¢c duyarlar.
Bazen ayni konakta, hatta ayni organda yasayan cestodlarin bile
gereksinimleri farkh olabilmektedir. Buna kdpeklerin ince bagdirsaklarinda
yasayan Echinococcus granulosus en guzel &rnektir. Koyun orijinli
protoskolekslerle in vitro kOltir basariyla yapilirken, at orijinli
protoskolekslerle basarili sonuglar alinamamaktadir. Bu durum, ayni parazite
ait iki farkli izolatin bile degdigik besinsel gereksinimlere ihtiyaci olabilecegini
gOsterir (Smyth, 1990).

Metabolik atiklarin uzaklastirilmasi: Erigkin ya da larva cestodlarin
metabolik atiklarinin uzaklagmasi, konaklarda viacut sivilarinin  dogal
sirkulasyonuyla karsilanmaktadir. in vitro kiltir kosullarinda toksik metabolik
atiklarin, besiyerinin yenilenmesiyle ve yenilenme sikliklarinin ayarlanmasiyla

uzaklastiriimasi gerekmektedir (Smyth, 1990).

Farklilagsmay! saglayan tetikleyiciler: Cestodlarin in vitro kadltGrinde
karsilagilan bir diger problem farklilasmayi saglayacak uyarimlarin varhgidir.
Cestodlar sonkonak ve arakonak olarak farkli canhlari kullanan, farkl larva
dénemlerinin birbirini takip edebildigi oldukga karisik yasam ddéngulerine
sahiptir. Bir larva déneminden digerine gecerken ya da larva déneminden
erigskin forma dénerken bu farklilasmayi saglayacak isi, bagirsaktaki safra
konsantrasyonu gibi 6zel tetikleyicilere ihtiyagc duymaktadirlar. Basarili in
vitro kultdr icin bu tetikleyicilerin de saglanmasi gerekmektedir (Smyth, 1990).
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1.6.1. Echinococcus granulosus’un in Vitro Kiiltiiriiniin Tarihgesi

Echinococcus cinsine bagl parazitler, 6zellikle de tim dinyada en yaygin tar
olan Echinococcus granulosus, insanlarda ve hayvanlarda saglik ve
ekonomik acgidan pek cok soruna yol acarak, zoonoz karakterdeki hidatidoz
hastaligina neden olmaktadir. Bu hastaliga neden olan parazitlerin
biyolojisini,  epidemiyolojisini,  gelismesini, farklilasmasini  saglayan
mekanizmalari daha iyi anlayabilmek ve yeni micadele yollari, teshiste daha
kolay, daha glvenilir yéntemler gelistirebilmek igin uzun yillardan beri in vitro
kaltar calismalari yapiimaktadir.

Echinococcus granulosus’un in vitro kiltaru ile ilgili ilk calismalar 1925
yihinda baslamis, bu vyillarda kistleri korumaya yonelik olarak koyun
karacigerinden elde edilen kist sivisi, karaciger ekstrati ile koyun, sigir gibi
hayvanlara ait serum iceren ortamlar kullaniimigtir. Yapilan calismalarda
1960’ll yillara kadar énemli bir basari saglanamamis, takip eden yillarda
protoskolekslerin in vitro ortamda olgunlasmasi ya da kistik hale
dénismesinde evaginasyonun dnemi anlagildiktan sonra gercek anlamda

basarili calismalar ortaya ¢ikarilmigtir (Tigin ve Umur,1989).

1960°h yillarda Smyth (1981), koyun orijinli protoskolekslerle yaptigi
Echinococcus kultarleriyle oldukca basarili sonuglar almistir. 1960’1 yillardan
buglne in vitro kultdr tekniginde olduk¢a 6énemli modifikasyonlar yapilmis ve
bu degisiklikler ¢ok basarili sonuglarin alinmasini saglamistir (Tigin ve
Umur,1989).

Bu konuda ge¢misten giinimize yapilan belli bagh ¢calismalar asagdida
6zetlenmistir;

a) Onkosferden kistik larvaya donusiim;

e Heath ve Smyth (1970), Echinococcus granulosus’la birlikte Taenia
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hydatigena, T.ovis, T.pisiformis ve T.serialis'in de onkosferlerini in vitro
kaltar ortaminda geligtirerek kistik forma déntstmlerini,

e Heath ve Lawrence (1976) onkosferlerden immatdr hidatik kistler elde
etmeye yodnelik in vitro kiltlr ve onkosferlerin degisimlerini,

e Heath ve Lawrence (1981) immunize edilmis koyun serumlarinin,
onkosferden kist gelisimine olan etkilerini,

e Holcman ve ark. (1994) Echinococcus granulosus onkosferlerini
kiltire ederek onkosferler ile erken dbénem metacestodlarin

ultrasttrOktdrel yapilarini incelemiglerdir.

b) Protoskoleksten kistik larvaya doniisiim;

e Smyth (1962) protoskolekslerin kiltirde kistik ydnde gelisimini,

e Heath ve Osborn (1976) kistik yénde gelisimde laminar membranin
gelisimini,

e Rogan ve Sylvia Richards (1986) tek tirnakh kdkenli protoskolekslerin
kistik yonde geligimini,

e (Casado ve Rodriguez-Caaberio (1989) in vitro klltirde gelistirilen
kistlerin ultrastriktarel yapilarini,

e (Casado ve ark. (1992) kulttir takiben Kistlerin farelerdeki canliliklarini,

e (Casado ve ark. (1996) in vitro kiltirde geligtirilen Kkistlere bazi ilag
etken maddelerinin etkilerini,

e Ponce Gordo ve Cuesta Bandera (1997) insan enfeksiyonlarinin
kaynaginin belirlenmesini,

e Zhang ve ark. (2005) E.granulosus protoskolekslerinin sekonder
hidatidos olusturulmak Gzere farelere veriimeden 6énce bir slre in vitro
kiltirde geligtirilmelerinin  kistlerin gelisimine ve canliligina olan
etkilerini, incelemek amaciyla in vitro kdltirde c¢esitli calismalar
yapmiglardir.
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c) Protoskoleksten strobilar yonde gelisim;

e Smyth (1967) E.granulosus protoskolekslerinin strobilar gelisimini,

e Smyth (1971) E.granulosus protoskolekslerinden in vitro kulltirde
monozoik formlarin gelisimini,

e Smyth ve Davies (1974a) koyun ve at orijinli hidatik kistlerden elde
edilen protoskolekslerin in vitro kudltlrGyle gelistirilen E.granulosus
fizyolojik tarlerini,

e Kumaratilake ve ark. (1983) Avustralya’nin degisik cografi
bélgelerinden elde edilen koyun orijinli  E.granulosus’larin
karsilastirmali strobilar geligimini,

e Macpherson ve Smyth (1985) Kenya'dan elde edilen insan, deve,
sigir, koyun ve kegi orijinli protoskolekslerle, Hindistan'dan elde edilen
bufalo orijinli protoskolekslerin in vitro kilttrde strobilar gelisimini,

e Hijawi ve ark. (1992) Urdinde koyun ve esek orijinli
E.granulosus’larin  strobilar ddnemlerinin geligtiriimesini incelemek

amaciyla in vitro kulttirde ¢esitli calismalar yapmislardir.

Tarkiye’de ise Echinococcus granulosus’un in vitro larval gelisimiyle
ilgili ilk calisma 2002 yilinda Ertabaklar ve Altintas (Ertabaklar ve Altintas,
2002a) tarafindan yapilmistir. Arastirmacilar yine ayni yil antelmentik ilag
etken maddesi olan albendazol ve mebendazolin in vitro kiltirde gelistiriimis

kistler Gzerine etkilerini arastirmiglardir (Ertabaklar ve Altintag, 2002b).

1.6.2. Echinococcus granulosus’da in Vitro Kiiltiir

Echinococcus granulosusun in vitro kuoltiri enfekte kdpeklerden elde
edilebilecek yumurtalarla ya da enfekte arakonak hayvanlarda gelisen kist
hidatiklerden elde edilebilecek protoskolekslerle yapilabilir. Yumurtalarin in
vitro kaltdrinde onkosforlerden mikrokistler geligtirilebilmekte,

protoskolekslerin in vitro kdltGrinde ise asekslUel gelisimle (monofazik
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besiyeri kullanarak) mikrokistler, seksuel gelisimle (difazik besiyeri
kullanarak) ise infertii  yumurtalar  Oreten  olgun  ekinokoklar
gelistirilebilmektedir (Smyth, 1990).

Kistler hem steril materyalle calisiimayi saglamasi, hem de bu formla
calismanin daha glvenli olmasi nedeniyle tercih edilmektedir. Yumurtalardan
yapilan kultdrler ise enfekte kopekler, bu kopeklerin tutulacagr izolasyon
odalari, atik filtreleme sistemleri, hava filtreleme sistemleri, dus odalar gibi
masrafl yatinmlar gerektirdiginden, ayrica arastirici ve g¢evre igin blyuk risk
tasidigindan fazla tercih edilmemektedir (Heath ve Lawrence, 1976).

1.6.2.1. Onkosferlerin In Vitro Kiltiiri

Yukarida belirtilen sebeplerden dolayr onkosferlerden in vitro kaltarle

gelisime ybnelik cok az ¢alisma bulunmaktadir.

Heath ve Smyth (1970) onkosferleri in vitro kiltirde 10 glinden fazla
tutmus, bu sure igerisinde bir kese sekillenmis ve organizmanin ¢apinin
28um ’'den 120um ‘ye ciktigr gézlenmistir (Sekil 1.6). Daha sonraki yillarda
Heath ve Lawrence’da (1976), in vitro olarak onkosferden kist gelisimini
incelemisler, vezikiler gelisimin 6. ginden itibaren basladigi, 10. ginden
sonra laminal tabakanin sekillendigi bildirmigler ve 120 gUnlik in vitro kaltGr
sonucunda 20 mm ¢apinda kistler elde etmislerdir. Holcman ve ark. (1994) in
vitro kulltdrde inkube ettikleri onkosferlerin ¢apinin 5. ginde 52 um'’ye
ulastigini ve laminar tabakanin da gelismeye basladigini bildirmiglerdir.

Onkosferlerin in vitro kaltGrindn butin proseddrleri izolasyonlu bir
odada c¢evreyi ve arastiricly! tehlikeye sokmadan yapilmalidir. Toplanan
yumurtalarin onkosferleri gastrik (% 1 pepsin + % 1 HCI + % 0,85 NaCl,

distile su icinde) ve intestinal (% 1 pankreatin + % 1 NaHCO3; + % 5 koyun ya
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da tavsan safrasi, distile su igcinde) solUsyonlarla aktive edilir ve Kkaltir
besiyeri doldurulmus kaltlr siselerine konur. Besiyeri olarak Parker 858,
NCTC 135, RPMI 1640 ya da McCoy’s 5A kullanilabilmektedir. Kultdr
besiyeri 3 — 4 gunlik araliklarla degistirilir. Kultiirde gaz faz olarak % 10 O +
% 5 CO2 + % 85 N2 kullanilir. Kistlerin ¢caplari mikrometrik élgiim yapabilen
mikroskoplarla takip edilir (Heath ve Smyth, 1970; Heath ve Lawrence,
1976).

4. gun 5. giin

7. giin 10. guin

' , 8. glin
S50 xm

Sekil 1.6. Echinococcus granulosus onkosferlerinin in vitro kdltirinde 10 gin iginde
sekillenen degisiklikler. Capi 27 um.olan onkosferde 2. glin reorganizasyon baglamisg, 4. giin
bir bosluk sekillenmig, 5. giin yeniden hlcresel reorganizasyon baslamis, 7. gun iki baydk
refraktil hiicre sekillenmis, 8. giin yeniden bir bosluk sekillenmis ve 10. glin sonunda ¢api
120 pm. olan minyatir kist sekillenmistir (Heath ve Smyth, 1970).

1.6.2.2. Protoskolekslerin in Vitro Kiiltiiri

Dogada Echinococcus granulosus protoskoleksleri kosullara bagh olarak iki
farkll ydonde degisime ugrarlar. Arakonaklarda bulunan kistlerin yirtiimalaryla
vicut boglugunda serbest kalan protoskoleksler seroz dokulara yapisarak
kistik yonde gelisim g0sterirler ve sekonder hidatik kistleri sekillendirirler.
Koépek tarafindan alinan protoskoleksler ise sindirim sistemi ortaminda
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evagine olup, strobilar ydonde gelisim gdOstererek erigkin seritleri olustururlar
(Sekil 1.7) (Smyth ve Davies, 1974b).

o . Sekstiel
1. Kbpek tarafindan yenirse farkhlasm:\

Olgun Ekinokok

Hidatik kist

2. Kistin yirtimasiyla

Aseksiiel ‘

farkhlasma

Sekil 1.7. Echinococcus granulosus protoskolekslerinin gelisimleri (Smyth, 1990).

Echinococcus granulosus ile yapilan erken dénem in vitro kadltGr
calismalarinin neredeyse tamami kistik yénde gelismeyle sonuglanmis ve
strobila yéninde gelisimi kontrol eden dogal faktdrlerin arastirilmasinin
gerekliligi ortaya cikmistir (Smyth, 1981). Protoskolekslerin molekiler
dizeyde vyapilarinin arastinimalariyla ise kuoltir sonuglarini etkileyecek
oldukca énemli bulgular elde edilmigtir. Protoskolekslerin skoleks bdlgesinde
cok sayida mikrotriks adi verilen dikensi yapilara rastlanmig, kalan vicut
bélimandn ise PAS pozitif glikokaliks yapida oldugu ortaya konmustur.
Evagine haldeki protoskoleks c¢ekmenlerinin altindaki bdlgede bulunan
mikrotrikslerin  PAS pozitif katmanla kapli olmadigi belirlenmis ve bu
olusumlarin besinlerin absorbsiyonuyla ilgili oldugu ortaya konmustur.
Mikrotrikslerin  vicudun sadece ©6n kisminda bulunmasi nedeniyle
protoskoleksler beslenebilmek icin mutlaka evagine olmali, bdylece

mikrotriksler agiga c¢ikmali, agiga c¢ikan mikrotriksler de besin maddesiyle



21

temas etmelidir. Bu morfolojik incelemeler protoskoleksin strobilar geligimi
icin mutlaka uygun bir kati besiyeriyle temas etmesi gerektigini aciga
cikarmistir (Smyth, 1967; Casado ve Rodriguez-Caabeiro, 1989).

Protoskoleksler sadece sivi faz igeren (monofazik) besiyerlerinde
kulthre edilirlerse vezikuler form, arka keseli formlar, daha sonra da laminar
tabakanin olusumuyla minyatir hidatik kistler sekillenir (Smyth ve Davies,
1974a; Heath ve Osborn, 1976; Smyth, 1981; Rogan ve Sylvia Richards,
1986; Casado ve Rodriguez-Caabeiro, 1989; Ponce Gordo ve Cuesta
Bandera, 1997; Ertabaklar ve Altintas, 2002a). Protoskolekslerin in vitro
klltirde difazik besiyerinde tutulmalariyla ise infertil yumurtalar Greten olgun
seritler gelistiriimesi basariimistir (Smyth ve Davies,1974b). Gelistirilen
yontemlerin  ¢odunlugu birtakim modifikasyonlarla bugin de halen
kullaniimaktadir.

Protoskolekslerin monofazik ya da difazik kilttr ortamina konulmasina
kadar izlenecek prosedir aynidir. in vitro kiltiirde kullanilacak hidatik kistler
taze olarak elde edilmeli ve elde edilen kistler sogutucu dolaplarla vakit
gecirilmeden laboratuvara ulastiriimalidir (Smyth ve Davies, 1974b; Smyth,
1990).

Acilacak kistin yUzeyi antiseptik bir solisyonla temizlenir. Kiste steril
bir siringa yardimiyla girilir. Kist sivisinin %50’si ¢ekilerek kadeh tarzi kaplara
ya da agzi vidah kapakl tiplere nakledilir. Daha sonra kist, Gzerinden steril
bir makas ya da bistiri yardimiyla acilarak cevre dokulardan ayrilr.
Protoskolekslerin biyik ¢cogunlugu kistin dip kisminda ¢ékmis, taze kistlerde
ise bazi protoskoleksler germinal membrana yapisik vaziyette bulunmaktadir.
Tamamen cikarilan kist membrani, kist sivisi konulan kadehte yikanarak
icindeki protoskolekslerin kaba gegmesi saglanir. Elde edilen protoskoleksler
kendi hacminin on kati kist sivisi icerecek sekilde agzi vidali kapaklh tlplere

aktanlir. Tupte bulunan ¢cékmuUs protoskolekslerin her ml.’sinin 10 — 12 kaltdr
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hazirlanmasi igin yeterli oldugu bildiriimektedir (Smyth ve Davies, 1974b;
Smyth, 1990).

in vitro kiltirde kullanilmadan énce protoskolekslerin canliliklari
incelenmelidir. Hidatik kistler tamamen infertil kistlerden, iclerinde ¢ok sayida
protoskoleks igeren kistlere kadar degdisik varyasyonlar gosterirler. Genellikle
¢imlenme kapsdulleri canh protoskoleksler kadar Olu protoskoleksler de
igerirler (Sekil 1.8). lyi kultlrlerin hazirlanabilmesi igin her bir ¢cimlenme
kapsuliindeki protoskolekslerin en azindan %60’ 1nin  canli  olmasi,
sitoplazmalarinin temiz olmasi ve alev hlcrelerinin aktif olmasinin gerektigi
bildiriimektedir (Smyth ve Davies, 1974b; Smyth, 1990).

6lu protoskoleks  canl protoskoleks

75um

cekmenler

o)

cengeller

germinal membran

Sekil 1.8. Koyun hidatik kistinden elde edilen ¢imlenme kapstili (Smyth, 1990).

Protoskoleksler in vitro olarak kultire edilmeden &6nce pepsin ve
sodium taurocholate ile muamele edilmelidir. Pepsin, protoskoleksleri
cimlenme kapsulinden ayirmakta ayrica var olan 6l0 protoskoleksleri
uzaklastirmakta, sodium taurocholate ise skoleksi evagine hale getirmektedir
(Taylor ve Baker, 1987; Smyth, 1990).
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1.6.2.2.1. Monofazik Besiyerinde Kiiltir (Kistik yonde gelisim)

Protoskoleksler sadece sivi fazin oldugu monofazik ortamda kultire
edildiklerinde ilk olarak vezikiler form, evagine ve invagine arka keseli
formlar geligir. Daha sonra lamina tabakasinin olusumuyla tim bu formlar

cesitli calismalarda model olarak kullanilabilecek mikrokistlere dénusdarler.

Klltdr besiyeri olarak c¢esitli serum, amniyon sivisi, Kist sivisi ya da
embriyo ekstratlari gibi ¢ok ¢esitli dodal bilesimler kullanilabilir. Ticari olarak
ise ortak Ozellikleri benzeyen degisik temel hiicre besi yerleri (Medium 199,
RPMI 1640, CMRL 1066, NCTC 135, Parker 199, Parker 858 gibi) bu amacla
kullaniimaktadir. Besi yeri glukoz, fétal buzagl serumu ile takviye edilmeli ve
bakteriyel kontaminasyona kargi da penicilin, streptomycin ya da gentamycin
gibi genis spektrumlu antibiyotikler kullaniimahdir (Smyth, 1967; Smyth,
1971; Rogan ve Sylvia Richards, 1986; Casado ve Rodriguez-Caabeiro,
1989; Casado ve ark., 1992; Ponce Gordo ve Cuesta Bandera, 1997;
Ertabaklar ve Altintag, 2002a; Zhang ve ark., 2005).

Protoskoleksler kaltir siselerine ml.’de 800 — 1000 protoskoleks
olacak sekilde konulmali ve etlvde 37°C’de, %95 O. + %5 CO, iceren
ortamda inkube edilmelidir. Besi yerinin her 3 — 4 ginde bir degistiriimesine
dikkat edilmelidir. (Rogan ve Sylvia Richards, 1986; Casado ve Rodriguez-
Caabeiro, 1989; Ponce Gordo ve Cuesta Bandera,1997; Ertabaklar ve
Altintag, 2002a).

Besiyerinde  katt faz  bulunmayan monofazik  kultUrlerde,
protoskolekslerden etraflarinda lamina tabakasinin da gelistigi minyatdr
hidatik kistler gelismektedir (Sekil 1.9). Bu iki yolla olabilir:

(a) Protoskoleksler siserek vezikuler bir form alirlar. Kaltarin 21 — 28.

gunlerinden sonra etraflarinda lamina tabakasi sekillenir.
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(b) Protoskoleksler kigik bir arka kese geligtirir. Bu arka kese
kaltrin 12. gun0 civarinda daha sonra lamina tabakasina dénisecek PAS

pozitif yapigkan bir tabaka tretmeye baglar.

vezikiler 4
form

|
.ot
arka . "%k

keseli e
form Yo 0 ulf
s i /#\
&;_"?:7 (f)
(a)

serbest arka keseli
= form

evagine arka keseli
form

e

PROTOSKOLEKS Echinococcus granulosus

Sekil 1.9. Echinococcus granulosus protoskolekslerinin monofazik besiyerinde kiltire
edilmeleriyle gelisen degisik formlar (Smyth, 1990).

Yapilan deneylerde yliksek O, dizeyinin, anaerobik cevrenin, disik
pHnin ve ylksek safra seviyesinin protoskolekslerin vezikiler yénde
gelisimini hizlandirdigi gértlmastir (Smyth, 1967). Dolayisiyla anormal
sartlarda bile vezikller gelisimin saglanabilmesi, bu gelisimin protoskoleksi
koruyucu bir fonksiyon oldugunu distndirmektedir. Fakat lamina
tabakasinin gelisimi ve kistin cevre dokularla baglantisini kisitlamasi, kistin

farklilagsmasinin devamini da olumsuz yénde etkilemektedir (Altintas,1991a).
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Monofazik besiyerleriyle yapilan kdltirlerde 06zet olarak; %10’un
altinda bir oranda vezikller yonde gelisim gosteren protoskoleksler harig
kalan tim invagine ve evagine protoskoleksler arka kese gelistirirler.
Sonugta; hem vezikller formlar, hem de arka keseli invagine ve evagine
formlar lamina tabakasi gelistirerek kistik bir hal alirlar (Sekil 1.10) (Smyth,
1967).

Sekil 1.10. in vitro kiltiirde invagine ve evagine formdaki protoskolekslerin mikrokiste
dénisimi (Rogan ve Sylvia Richards, 1986).

1.6.2.2.2. Difazik Besiyerinde Kiiltiir (Strobilar yonde gelisim)

Erigkin Echinococcus granulosus’'un kdpeklerin bagirsaklarina tutunmasinin
mekanizmasi ve protoskolekslerin molekller dizeyde yapisal incelenmeleri
difazik besiyerinde yapilan kdltarlerin  temelini  olusturmustur. Bu
arastirmalardan (Casado ve Rodriguez-caabeiro, 1989) elde edilen bulgular
sonucunda basarii  sonuglar alinmaya baslanmigtir.  Echinococcus
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granulosus protoskolekslerinin kati besiyerine temas ettigi difazik kilttrlerde
infertil yumurtalar Greten erigkin seritlerin gelistiriimesi basariimigtir (Smyth
ve Davies,1974b).

Kultirde kati faz olarak 75 — 76°C de 30 — 60 dakika tutularak koagule
hale getirilen si1gir serumu kullanilir. Serumun sogumasindan sonra steril bir
pastér pipetiyle serumun ylzeyinde ufak perforasyonlar meydana getirilir. Bu
perforasyonlarin protoskolekslerin farklilasmasinda kritik bir éneme sahip
oldugu bildirilmektedir (Smyth ve Davies, 1974b).

Kaltaran sivi fazi ise sentetik ve dogal besiyerleri belli oranlarda
karistirilarak elde edilmektedir. Sentetik olarak Parker 858, CMLR 1066 ya
da NCTC 135 gibi temel hlcre kuiltiri besiyerlerinin  kullaniimasinin
segmentasyona izin vermesi bakimindan olduk¢a tatmin edici sonuglar
verdigi bildiriimistir (Smyth ve Davies, 1974b). Kullanilan besiyerinin K*
seviyesi 60 mg/100 ml'ye, glikoz seviyesi ise 5.5 mg/ml'ye yUkseltilerek
modifiye edilmesi kdpek bagirsagindaki dogal kosullara yaklasiimasini
saglamaktadir. Besiyerlerine kist sivisi, fétal buzagr serumu ya da maya
ekstrati gibi dogal maddeler de eklenmektedir. Gaz faz olarak % 10 02 + % 5
CO2 + % 85 Ny kullanilir. Besiyerleri 48 saatte bir degistirilmelidir (Smyth,
1971; Smyth ve Davies, 1974b).

Képeklerde Echinococcus granulosus’un ilk segmentasyonu 14. giinde
olmakta, geng¢, olgun ve gebe halkalarin Gg¢lnin de sekillendigi, fertil
yumurtalar Uretebilen erigkin formun gelismesi icin ise en az 40 gin
gerekmektedir. Hem kdpeklerde, hem de in vitro kiltirlerle yapilan
arastirmalardan elde edilen bulgular protoskolekslerin segmentasyona kadar
bes evre gegcirdiklerini ortaya koymustur. 1. evrede protoskoleksler evagine
hale gelmekte, 2. evrede Ca granilleri kaybolmakta, 3. evrede bosaltim

kanallari sekillenmekte, 4. evrede bogumlanma ve son evre olan 5. evrede
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ise segmentasyon meydana gelmektedir (Sekil 1.11). Bu asamalar in vitro

kllthrlerde biraz gecikmeyle gerceklesmektedir (Smyth ve Davies, 1974b).

1000 |

nm

500 L

EVRE
(0. giin) (0. giin) (3.glin) (6.gin) (11.gln) (14. glin)

Sekil 1.11. Echinococcus granulosus protoskolekslerinin segmentasyona kadar gegirdigi
evreler (Smyth ve Davies, 1974b).

Bazi kultdrlerde genital organlar gelismis fakat segmentlere
ayriimamis “monozoik” Echinococcus granulosuslara da rastlanmaktadir.
Monozoik formlarin mutant protoskolekslerden ya da in vitro Kkdltdr
kosullarindaki alisiimadik degisimler sonucunda gelistigi disUntimektedir.
Kaltdr ortaminin  fizyokimyasal, biyokimyasal, nutrisyonel kosullarindaki
degisiklikler ve kullanilan kimyasallarin kombinasyonu monozoik formlarin
olusumuna neden olabilmektedir (Smyth, 1971).

Echinococcus granulosus ‘un in vitro kdltir caligmalari genellikle
basarili sonucglar vermesi nedeniyle koyun orijinli protoskolekslerle
yapilmaktadir. Koyun orijinli protoskolekslerle, at orijinli protoskoleksleri in
vitro klltirde gelisim bakimindan karsilastiran Smyth ve Davies (1974a), at
orijinli protoskolekslerin segmentasyon agsamasina gegemediklerini ortaya
koymuslardir. Ayrica bu ¢alisma (Smyth ve Davies, 1974a) koyun orijinli ve at
orijinli  Echinococcus  granulosus'larin  birbirlerinden  farkh  fizyolojik,

nutrisyonel ve metabolik ihtiyaclari oldugunu ortaya koymustur. Macpherson
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ve Smyth (1985) insan, deve, sigir, koyun, kec¢i ve bufalo orijinli
protoskoleksleri in vitro kdltirde yine gelisim ydninden karsilastirmisg,
orijinlerin hepsinde segmentasyonun sekillendigini, fakat sadece deve ve
sigir  orijinli  protoskolekslerin  sekslel gelismeyi tamamladiklarini
bildirmislerdir.

Sonkonaklarda gelisen ile in vitro Kkdltir ortaminda gelistirilen
Echinococcus granulosus’lar arasinda bazi farkliliklar bulunmaktadir.
Képeklerde ve in vitro klltarlerde geligtirilen E.granulosus ‘lar arasindaki ana
fark in vitro kiltlrde yetistirilenlerin fertil yumurtalar Gretememeleridir. En iyi
gelistirilen  ekinokoklarin uteruslarinin  biytk hUlcrelerle dolu oldugu
g6zlenmistir. Bu olusumlar daha sonra yumurtaya ddnmekte fakat tipik
taeniidae embriyoforu gelisememektedir. Yine testislerde de spermatozoalar
olusmasina ragmen recepteculum seminisin bos oldugu gbézlenmektedir.
Képek bagirsagindaki mukozaya goémulmis ekinokoklara cevresindeki
villuslar baski yapmakta, bdylece cirrus vaginaya girmekte iken, kultlre
edilen ekinokoklarda ise cirrus vaginaya temas etmemektedir. Sonug olarak
déllenme meydana gelmemekte ve infertil yumurtalar Uretilmektedir (Smyth
ve Davies, 1974b).

1.7. Protein Yapilarinin SDS — PAGE Yo6ntemi ile Belirlenmesi

Proteinlerin analizi igin en fazla kullanilan yéntemlerden birisi sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS — PAGE)’dir. SDS — PAGE
proteinlerin karakterizasyonunda ve karsilastiriimalarinda kullanilan bir
ybntemdir. Bu ybdntemde, proteinler anyonik bir deterjan olan SDS ile
reaksiyona girerek negatif yukli kompleksler olusturup, denattire olurlar ve
¢6zunarlik kazanirlar. Bdylece proteinler yuklerindeki ve buyuklUklerindeki
farkliiga gore poliakrilamid jelin kalbura benzer yapisinda elektroforez ile

separasyona ugrarlar (Altintag, 1991b; Altintas ve Yolasigmaz, 1997).
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Bu yéntemin parazitolojide kullanilma amaclari:
e Proteinin saf olup olmadidinin belirlenmesi,
e Proteinin molekdl agirhdinin saptanmasi,
¢ Protein konsantrasyonunun dogrulanmasi,
e Protein bilesiklerinin tanisi,
¢ Protein modifikasyonunun belirlenmesi,
e Antikor Uretimi igin protein antijenlerin konsantrasyonu ve
separasyonun yapiimasi,
e Radyoaktif olarak isaretlenmis proteinlerin separasyonu,
e Western blot'un birinci safhasini olusturmasi olarak siralanabilir

(Altintas ve Yolasigmaz, 1997).

SDS - PAGE ile hidatik kist sivisinin, protoskolekslerin ve
onkosferlerin protein yapisi ortaya konabilmektedir. SDS — PAGE metoduyla
Kanwar ve ark. (1992) koyun, kegi, domuz ve insandan aldiklar hidatik kist
sivilarinda molekdl agirliklari 8 — 116 kDa arasinda deg@isen en az 15 protein
fraksiyonu saptadiklarini, Kéksal ve ark. (1995) koyun, sigir ve insan kokenli
hidatik kist sivilarinda molekul agirliklar 8 — 120 kDa arasinda degisen 20
protein banti belirlediklerini bildirmiglerdir. Doganay ve ark. (2000) koyun
kdkenli hidatik kist protoskolekslerinin SDS — PAGE metoduyla analizinde
molekdl agirliklari 3,5 ile 116 arasinda degisen 34 protein banti
belirlemislerdir. Heath ve Lawrence (1996) ise ayni metodla Echinococcus
granulosus yumurta onkosferlerinden 23 ve 25 kDa'luk proteinleri elde

etmislerdir.

Bu calismada koyun kokenli hidatik kistlerden elde edilen
protoskolekslerin monofazik in vitro kdltirde kistik ydnde gelisiminin
incelenmesi ve in vitro kdltdr sonucunda elde edilen mikrokistlerin protein

yapilarinin SDS — PAGE y6ntemiyle belirlenmesi amaglanmistir.
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in vitro kiltrde Gretilen Echinococcus granulosus mikrokistleri pek cok
calismada model olarak kullanilabilmektedir. Bircok arastirma farelerde 6 — 8
ay gibi uzun bir strede gelisen sekonder kistlerle yapilmakta ve Kistlerin
gelisme siresinde birgok deney hayvaninin kaybedilmesi riski s6z konusu
olmaktadir. Echinococcus granulosus protoskolekslerinin in vitro kdltGrlyle
geligtirilen mikrokistlerle, butiin bu calismalar deney hayvani kullaniimadan
yapilabilmektedir. Geligtirilen kistlerin model olarak kullanilabilmesi, zaman
zaman mezbahada arakonaklardan kist bulma zorlugunun da asilmasini
saglayacaktir. Yine, konak baskisi olmaksizin kiste ait biyokimyasal ve
fizyolojik &zelliklerin incelenmesi, antijen Uretimi, immunodiyagnoz ve asi
gelistrme calismalari, patogenezde rol oynayan metabolizmalarin
incelenmesi, farkli kimyasal madde ve ilaglarin etki mekanizmalarinin
analizlerinin arastirilmasinda in vitro kiltirden elde edilen mikrokistler basari

ile kullanilabilecektir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Hidatik Kistlerin Elde Edilmesi

Calismada kullanilan koyun kokenli hidatik kistler Ankara ili Kazan llgesi
Belediye Mezbahasindan, yeni kesilmis hayvanlardan taze olarak elde edildi.
Daha ¢ok karaciger dokusuna yerlesmis kistler tercih edildi. Elde edilen
kistler sogutucu dolaplarla (+ 4 °C civar) vakit gegiriilmeden laboratuvara
ulastinidi. Ayni giin in vitro kdltdrin hazirliklari yapildi ve protoskoleksler
kullanildi.

2.2. Kistlerin Aseptik Diseksiyonu ve Monofazik Kiltire Hazirlik

Acilacak kistin ylzeyi %1’lik iyodin solusyonuyla bir firca yardimiyla yikandi.
iyodinin kurumasi beklenilip ayni islem tekrarlandi. Daha sonra 50 ml'lik steril
bir enjektdr yardimiyla kiste girildi ve kist sivisinin % 50’si ¢ekildi. Bu islem
kist sivisinin gbzlere ve ylze sigrama ihtimaline kargi bUyuk bir dikkatle
yapildi. Gekilen kist sivisi agzi vidali kapakli 25 ml’lik falcon tlplere nakledildi
(Sekil 2.1). Daha sonra Kkist, steril bir makas yardimiyla agildi ve gevre
dokulardan ayrildi (Sekil 2.2). Kist igindeki sivi steril bir pastér pipetiyle
cekilerek falcon tUplerine ilave edildi. Protoskolekslerin biyik ¢ogunlugunun
kistin dip kisminda ¢6kmis bulundugu ve taze kistlerde bazi
protoskolekslerin germinal membrana yapisik bulundugu dikkate alinarak,
tamamen c¢ikarilan germinal membran kist sivisi konulan tlpun icinde
ylkanarak membrana yapigsan protoskoleksler membrandan ayrildi.
Protoskolekslerin ¢okmesi icin 10 dakika beklendikten sonra Ustteki kist sivisi
uzaklastirildi. ~ Mikropipet yardimiyla lam lamel arasina alinan
protoskolekslerin  kontraksiyonlarina, alev hicresi aktivitelerine, Ca
granullerinin varligina ve genel morfolojilerine bakilarak canllik muayeneleri
yapildi (Smyth, 1990; Smyth ve Davies, 1974b).
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Sekil 2.1. in vitro kiiltire hazirlik asamalari (Smyth, 1990).
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Sekil 2.2. a. Protoskolekslerin elde edildigi hidatik kistler; b. Germinal mebranin
cikarilabilmesi icin makas yardimiyla kesilen kistler.

Canlilik muayenesinin yapiimasindan sonra tlplerden steril pipet
yardimiyla c¢ekilen kist sivisi yerine 37 °C’de HBSS (Hanks Balanced Salt
Solution) ilave edilerek protoskoleksler yikandi. Yikama islemi sonrasinda
topan igindeki HBSS steril bir pipet yardimiyla c¢ekildi ve yerine
protoskolekslerin ¢cimlenme kapsullerinden ayrilmasini saglamak igin pepsin
sollsyonu (Cizelge 2.1) ilave edildi. Protoskoleksler pepsin sollisyonuyla 40
dakika 37 °C’lik su banyosunda c¢alkalandiktan sonra mikropipetle lam lamel
arasina alinip protoskolekslerin serbest hale gelip gelmedikleri incelendi
(Smyth ve Davies, 1974b; Smyth, 1990).
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Cizelge 2.1. Hazirlanan pepsin soltiisyonunun formulasyonu

Pepsin soliisyonunun* hazirlanmasi
Pepsin (Sigma) 0,19
Hanks Balanced Salt Solution (HBSS)

_ 50 ml (37 °C’de)
(Sigma)

* Solusyonun pH’si 2M HCl ile 2’ye ayarland..

Pepsin sollisyonuyla muameleden sonra protoskolekslerin tip
icerisine ¢okmesi beklendi. TUp igerisindeki pepsin sollsyonu steril bir pipet
yardimiyla ¢ekildi ve yerine 37 °C’de HBSS ilave edildi. Sonra 37 °C’ye ayarli
su banyosunda 10 dakika ¢alkalanarak protoskolekslerin yikanmasi saglandi.
Sdre sonunda Ustteki sivi atilarak yerine yenisi ilave edildi. Bu islem ¢ kere
pes pese tekrar edildi. Son yikamada HBSS yerine 37 °C’de formilasyona
gére hazirlanmig besiyeri ilave edildi (Cizelge 2.2). 10 dakikalik yikama
sonras! besiyeri yenilendi ve 1 ml besiyerindeki protoskoleks sayisini

hesaplamak igin sayim yapildi (Smyth, 1990).

Cizelge 2.2. Hazirlanan besiyerinin formilasyonu

Besi yerinin * hazirlanmasi

RPMI 1640 (Hepes + L glutamine)

o _ 500 mi
(Biological Industries)
Foetal Bovine Serum (Biological
, 100 ml
Industries)
Penicilline — Streptomycin (Sigma) 5ml

* Karisimda kullanilan kimyasallar 37 °C’lik su banyosunda isitildi.
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in vitro kiltir ml.’sinde 800 protoskoleks (Ponce Gordo ve Cuesta
Bandera, 1997) olan 10 flask olacak sekilde ayarlandi. Bunun igin
protoskolekslerin sayimi érnekleme yoluyla yapildi ve mlI'de 800 protoskoleks
olacak sekilde 6rnekler ayarlandi ve iclerine daha énceden 37 °C’de 15 ml.
besi yeri konarak hazirlanan 20 ml’lik kdltdr flasklarina (Cel — Cult, Sterilin
Ltd., Hounslow UK.) konuldu.

Flasklar, % 5 CO, iceren atmosferde ve 37 °C ayarlanan etlve yatik
bir sekilde konuldular. Her 3 — 4 gunde bir flasklar dik bir konuma getirilerek
protoskolekslerin cokmesi beklendi ve besi yerinin 2/3’0 37 °C’de 1sitilan yeni
besi yeri ile degistirildi. Bu islem kiltir sonuna kadar her 3 — 4 glinde bir
tekrarlandi.

in vitro Kkdltiri yapilan 10 flasktan olugan seride protoskolekslerden
elde edilen mikrokistlerin gelisimi 152 gun takip edildi. Protoskolekslerin
gelisimi besiyerlerinin degistirildigi giinlerde mikroskopta fotograflari ¢ekilerek
takip edildi. Gelisen formlarin &lgimleri benzer 20 formun d&lgilerek
ortalamasinin alinmasi suretiyle yapildi. Gelisim kriterleri ilgili literattrlerle
karsilastirilarak takip edildi (Smyth, 1967; Smyth, 1971; Rogan ve Sylvia
Richards, 1986; Casado ve Rodriguez-Caabeiro, 1989; Casado ve ark.,
1992; Ponce Gordo ve Cuesta Bandera, 1997; Ertabaklar ve Altintas, 2002a;
Zhang ve ark., 2005).

2.3. Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS —
PAGE)

SDS — PAGE igin gerekli solusyonlarin hazirlanmasi ile elektroforez
teknigi Sambrook ve ark. (1989)’'nin bildirdigi sekilde yapildi.
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2.3.1. SDS - PAGE icin Gerekli Kimyasallar ve Formiilasyonlari

Acrylamide — Bisacrylamide (%30)
e Acrylamide (Sigma) ..........cooveieiinenen. 29,09
e Bisacrylamide (Owl Scientific) ............ 1,09
Deiyonize HxO ile 100 ml'ye tamamlanir.

Resolving Gel Buffer (1,5 M, pH: 8,8)
e Tris Base (Sigma) ......cccoeviiiiiinnnnn. 18,2 ¢
dH>0 ile 100 ml'ye tamamlanir. pH’si 1N HCl ile 8,8’e ayarlanir.

Stacking Gel Buffer (pH: 6,8)
e TrisBase (Sigma) ......cccovvviiinininnnn. 6,059
dH20 ile 50 ml'ye tamamlanir. pH’s1 1 N HCl ile 6,8’e ayarlanir.

SDS (Lauryl Sulfate) (%10)
e SDS (Sigma) «..ovvniniiii 1,09

dH20 ile 10 ml'ye tamamlanir.

APS (%10)
e Amonium persulfate (Owl Scientific) ...... 1,0 g
dH20 ile 10 ml'ye tamamlanir.

Loading Buffer

e 100 mM Tris — HCI (Sigma) ..........ccevene.. 0,06 g

e 200 mM dithiothreitol (DTT) (Sigma) ....... 0,649

e SDS (Sigma) ...oevvieiiiiii 0,29

e Bromphenol blue (Owl Scientific) ............ 0,01g

e Gilycerol (Merck) ......ccccovvviiiiiinnnnne. 1,25 ml

dH20 ile 5 ml'ye tamamlanir.
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Tris Glycine Electrophoresis Buffer (5X Stok)

e Tris Base (Sigma) ......ccccoviiiiiiininanes 7,55 ¢
e Glycine (Sigma) .....coeveiiiiiiiiiiiiien, 47,09
e SDS (Sigma) ...oeveviiiiiiiiiie 259

dH20 ile 500 ml'ye tamamlanir. Tankin alt kismi i¢in 0,5 X, tst kismi igin 1 X
solisyon, 5X’lik stok solisyondan hazirlanir.

2.3.2. Jelin Hazirlanmasi, Orneklerin Hazirlanmasi, Orneklerin Cukurlara

Konmasi ve Jelin Elektroforezi

% 15’lik resolving jel ve % 5’lik stacking jel gizelge 2.3'deki formulasyona

gbre hazirlandi ve jelin polimerizasyonu icin 45 dakika beklenildi.

Cizelge 2.3. Resolving ve Stacking Jelin formalasyonu

RESOLVING GEL (% 15)

dH.O 11,5 ml
Acrylamide — bisacrylamide (% 30) 25,0 ml
Resolving Gel Buffer 1,5 M pH: 8,8 12,5 ml
SDS (%10) 0,5 ml
Amonium per sulfate (APS) (% 10) 0,5 ml

TEMED (Sigma) 0,02 ml

STACKING GEL (% 5)

dH.O 6,8 ml
Acrylamide — bisacrylamide (% 30) 1,7 ml
Stacking Gel Buffer 1,5 M pH: 6,8 1,25 ml
SDS (%10) 0,1 ml
Amonium per sulfate (APS) (% 10) 0,1 ml

TEMED (Sigma) 0,01 ml
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Elektroforezde kullanilacak kist sivilari 120. glinden sonra gelisen ve
blayUklUikleri 1000 — 2000 um arasinda degisen mikrokistlerden elde edildi.
Kistler steril bir ependorfta 10 pl steril su icinde steril bir instlin enjektériyle
patlatilarak, kist sivilari 45 pl olacak sekilde elde edildi. Elektroforezde
mikrokistlerle karsilastirmak Uzere koyun karacigerindeki kist hidatiklerden
elde edilen kist sivisi da iki ependorfa 45 pl olacak sekilde konuldu. Bu kist
swvilarinin Gizerine 15 pl loading buffer ilave edildi. Ornekler 100 °C'de
kaynayan su banyosunda 4 dakika bekletilerek proteinlerin denattrasyonu

saglandi.

Ornekler gukurlara protein standarti (Wide Range, Sigma), iki
mikrokist, iki koyun kist hidatik sivisi olmak Uzere konuldu. Elektroforez
tankinin bufferlari da konulduktan sonra, érnekler 25 mA’de yaklasik 9 saat

yarataldd.

Elektroforez sonrasi jel boyama kitiyle (ProteoSilver Silver Stain Kit,

Sigma) boyanarak bantlar gértnlr hale getirildi.

2.4. istatistiksel Analiz ve Matematiksel Modellemeler

in vitro ortamda monofazik besiyerinde kistik yonde gelisen protoskolekslerin
¢aplar zamana gére regresyon analizi ile modellenmistir. Linear, kibik ve
kuadratik modellemeler yapilmis ve tanimlayicilik (belitme) katsayilari (R?)
her modele gére hesaplanmigtir. Bu modellere gére hazirlanan formdllerle,
belirlenen bir ginde kist capinin hangi buyUklige ulasacaginin ya da
belirlenen c¢aptaki kistlere kdltirin  kaginct  gindnde ulasilacaginin
hesaplanabilmesinin imkéanlari arastiriimistir. Matematiksel modellemeler igin
“SPSS 14.0” paket programi (Lisans No: 9869264) kullaniimistir.
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in vitro kiltirde gelisen mikrokistlerin aylara gére ortalama caplarinin
ve minimum, maksimum degerlerin gosterimi box — plot grafigiyle yapilmigtir.
Bu grafik 6zellikle ortalama degerlerin cok altinda ve ¢ok Ustinde kalan
minumum ve maksimum u¢ degerlerin gbsterilebilmesi amaciyla
kullanilmistir. Box — Plot grafigi, ylzdelikler yardimiyla veriyi 6zetlemekte
kullanilan basit ancak cok kullanisli bir grafik yéntemidir. Ozellikle ayni
birimle belirtilen birden ¢ok degiskenin yapisini bir grafik Gzerinde gérmek
icin bu grafiklerden siklikla yararlanilir. Box — Plot grafiklerinde kutu yatay bir
cizgi ile ikiye bolinmustur. Bu ¢izgi 50. yuzdeligi (ortancayi) belirtir. Kutunun
alt cizgisi 25., Ust ¢izgisi 75. ylzdeligi gosterir. Daha sonra kutunun alt ve st
kenarlarinin ortasindan asagiya ve yukariya dogru cizgiler eklenir. Kutunun
alt orta noktasindan baslayan dikey ¢izgi dagihmdaki en kiigik degere kadar
inerken, kutunun Ust orta noktasindan baslayan cizgi dagilimdaki en buyutk
degere kadar ¢ikar (Alpar, 2001).



40

3. BULGULAR

Laboratuvara getirilen hidatik Kistlerin yapilan incelemelerinde serbest
protoskolekslerin yani sira, i¢lerinde ortalama 18 protoskoleks bulunan gok
sayida cimlenme kapsulleri de bulundu (Sekil 3.1). Hidatik kistlerden elde
edilen protoskolekslerde baslangictaki canlilik orani % 95 olarak saptandi.
Pepsin solisyonuyla muameleden sonra ¢imlenme kapsullerinde bulunan
protoskolekslerin de serbest hale gelmesiyle (Sekil 3.2) canliik oraninin %
98’e yukseldigi, protoskolekslerin bulundugu tlipe makroskobik olarak
bakildiginda ise tlp icerisinde beyaz renkte ve blylk olarak gdzlenen
¢cimlenme kapsdllerinin yerini kum tarzi serbest protoskolekslerin aldigi

g6zlendi.

Sekil 3.1. Pepsin solisyonuyla muameleden 6nce protoskolekslerin durumu.
' -

g oy
P, =

100 um

. .

Sekil 3.2. Pepsin sollsyonuyla muameleden sonra protoskolekslerin durumu.
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Mikroskobik incelemede, in vitro kdltirin 1. ginu invagine ve evagine
haldeki protoskolekslerin kalsiyum granulleri gibi normal morfolojik ézellikleri
tasidigl, kontraksiyon halinde olduklari ve alev hicresi aktivitesi gbzlendi.
Yapilan dlgimlerde protoskolekslerin ortalama 159 pum olduklari tespit edildi
(Sekil 3.3, Sekil 3.4).

e, S

Sekil 3.4. Kilturin 1. glininde protoskoleksler (a: invagine, b: evagine protoskoleks).
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Kdltaran ilk 5 gininde protoskolekslerde ¢ok fazla degisim olmadigi, 5
gln sonunda yapilan sayimlarda ise protoskolekslerin % 2’sinin vezikller
formda, % 4’Unln evagine, % 93’Un0n invagine, % 1’inin ise 6l0 oldugu tespit
edildi. Oli protoskolekslerde rengin koyulastidi, kontraksiyon ve alev hiicresi
aktivitesi  bulunmadigi  belirlendi.  Yapilan  dlcimlerde  invagine
protoskolekslerin ilk gunkd buydklUklerini korudugu, ilk kez karsilasilan
vezikller formlarin ortalama 260 pm, evagine olmug protoskolekslerin

uzunluklarinin da ortalama 220 pum oldugu gézlendi (Sekil 3.5).

100um

Sekil 3.5. Kiilturiin 5. glinlinde vezikiler (a) ve invagine (b) formdaki protoskoleksler.

Besinci ginden 15. gine kadar olan zaman araliginda
protoskolekslerin vezikilasyonlarinin arttigi, ilk 5 gin karsilagilmayan arka
keseli formlarin da kulltirde sekillenmeye basladidi belirlendi (Sekil 3.6).
invagine arka keseli, evagine arka keseli ve vezikiler protoskolekslerin
disinda kudltirde buydk oranda hig gelisim gbstermeyen invagine

protoskolekslerin de canhliklarini korudugu tespit edildi.
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100um

Sekil 3.6. Kiiltirde 5. — 15. gunler arasinda karsilasilan formlar (a: invagine, b: evagine
vezikiler, ¢: invagine vezikiler, d: arka keseli invagine protoskoleks).

Kultiriin 15 gUnlik slrecinde vezikller formdaki protoskolekslerin
oraninin % 8’e ¢iktigi, protoskolekslerin % 30’unda ise bazilari blylk bazilari
kicluk olmak Uzere arka kese gelistigi, geriye kalan protoskolekslerin ise
invagine halde gelismeden kaldiklari belirlendi. Vezikller formlarin
uzunlugunun bu sUrede ortalama 290 pm’ye c¢iktigi ve bu formlarin
premikrokist olarak adlandirilan safhaya gecerek kontraksiyon yeteneklerini
kaybettikleri tespit edildi (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. Kiltrtin 20. giinQ (a: arka keseli form, b: premikrokist olarak adlandirilan vezikiler
form)
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Protoskolekslerin in vitro kUltGrG birinci aya yaklagirken vezikiler
formlarin ve arka keseli formlarin geperlerinin yavas yavas kalinlastigi,
lamina tabakasinin gelismeye basladigi gd6zlendi. Birinci ayin sonunda
¢aplari ortalama 357 pm’ye ulasan vezikiler formlarda protoskolekse ait
cengellerin kayboldugu ve lamina tabakasinin tam olarak sekillendigi, bu
formlarin artik mikrokist formuna gectikleri belirlendi (Sekil 3.8). Arka keseli
formlarda ise tam sekillenmis lamina tabakasina rastlanmamakla birlikte,
ceperin seffaf yapisini kaybettigi ve kalinlasmaya devam ettigi tespit edildi
(Sekil 3.9).

F P—— !‘ M\ g
Sekil 3.8. Kultariin 30. gliniinde lamina tabakasinin da sekillendigi mikrokist.

Sekil 3.9. Kulturun 30. giiniinde arka keseli invagine formdaki protoskoleks.
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Kdltarin birinci ayr sonunda vezikller ve arka keseli protoskoleksler
haric kalan protoskolekslerin dejenerasyona ugradiklari, renklerinin

koyulastigi ve canhlik belirtisi géstermedikleri kaydedildi.

in vitro kiltdriin ilk ayr boyunca gelisen protoskolekslerin minumum ve
maksimum uzunluklarinin ortalama degerlere yakin oldugu, u¢ degerlerin
olmadigi belirlendi. ilk ay boyunca vezikiiler yénde gelisen protoskolekslerin
minumum, maksimum ve ortalama uzunluklan ¢izelge 3.1.de verilmistir.
Yapilan élcimlerde arka keseli formlarin arka kese ¢aplarinin da kiltirin 15.
gininden sonra vezikiler protoskolekslerin  uzunluklariyla benzerlik
gbsterdigi kaydedildi.

Cizelge 3.1. Vezikiler yonde gelisen protoskolekslerin 1 — 30. glnler arasinda minumum,
maksimum ve ortalama uzunluklari.

GUN MINUMUM (um) | MAKSIMUM (um) | ORTALAMA (um)
1. 159 160 159
4. 210 240 220
8. 225 255 240
12, 252 275 265
16. 285 310 294
20. 290 320 305
24. 309 335 317
28. 345 358 353
32. 357 369 365

Kaltaran ikinci ayr boyunca artik mikrokist olarak adlandirilan laminar
tabakasi gelismis vezikiler formlarin buylmeye devam ettigi ve ikinci ay
sonlandiginda ¢aplarinin ortalama 520 um’ye ulastigi gézlendi (Sekil 3.10).

250 um

Sekil 3.10. Kiltlrun 60. gliininde mikrokist.
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ikinci ay boyunca arka keseli formlarda, lamina tabakasi arka keseden
rostellar bélgeye dogru, daha sonra da tim formu kaplayacak sekilde gelisti
ve 60. gin sonunda tamamen belirgin hale geldi. Lamina tabakasinin
tamamen gelistigi bu formlarin da artik mikrokist haline geldigi gézlendi (Sekil
3.11).

)

e Mg -

" e
i’i 250 um

Sekil 3.11. Mikrokiste dontsmiis arka keseli (a) ve vezikiler (b) formlar.

"' b
‘-
L

Arka keseli formlarda 60. — 90. ginler arasinda lamina tabakasi
gelistikce, protoskoleks kisminin giderek kaguldigu ve tabakanin tam
sekillenip tim formu kaplamasiyla absorbsiyona ugrayarak mikrokist

formunun iginde kaldigi tespit edildi (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. Mikrokiste doniismus arka keseli formlar (=: arka keseli formun giderek kigtlen
protoskoleks kismi).
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Gelismeye devam eden mikrokistlerin ¢apr 90. glnin sonunda
ortalama 1020 um’ye, 120. giiniin sonunda ortalama 1581 um’ye, 150. giiniin
sonunda ise ortalama 2561 um’ye ulasti. Kistlerin 90., 120. ve 150. glinlerde
cekilen fotograflari sekil 3.13, sekil 3.14 ve sekil 3.15’de verilmistir.

Sekil 3.13. Kaltdriin 90. gliniinde mikrokist.

Sekil 3.14. Kultdrtin 120. giiniinde mikrokist.
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Sekil 3.15. Kiltlrin 150. glininde mikrokist.

in vitro ortamda monofazik besiyerinde kistik ydnde gelisen
protoskolekslerin c¢aplarinin zamana gbre regresyon analizi ile U¢ farkh
modellemesi yapilmis ve modellerin gdsterimi Cizelge 3.2, Cizelge 3.3 ve
Cizelge 3.4’de verilmistir. Kullanilan linear, kuadratik ve kibik modellemelerle
birlikte U¢ farkli formdl elde edilmis ve bu formullerle belirlenen bir kultur
glnunde kist ¢gapinin ortalama kag um olacagi ya da belirlenen bir kist ¢gapina
kdltirin ~ yaklasik kacinci  gininde ulasilacaginin  hesaplanabildigi
goralmustir. Formallerden en guvenilir olaninin kibik model oldugu, bunu
sirasiyla kuadratik ve linear modelin izledigi kaydedilmistir. Matematiksel

modellere gbre hazirlanan formdaller ilgili gizelgelerin altinda verilmistir.
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Cizelge 3.2. Mikrokistlerin in vitro kiltlrde gelisiminin ortalama degerlere gére linear modelle
gOsterimi.

3000

2500 1

2000 - o

1500 1 )

Ortalama Cap (pm)

1000 - o

500 - ¢

. Gozlenen

IS L I ]

0 o O Linear

0° 20 40 60 80 100 120 140 160

Gln

Mikrokistlerin in vitro kdltirde gelisiminin linear modelle ortaya
konmasinda tanimlayicilik (belirtme) katsayisi R®= 0,90 olarak bulunmustur
(P<0,001). Linear modele goére elde edilen formal asagidadir.

y=-161,06 + 15,12.x

(y= ¢ap, x= giin)
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Cizelge 3.3. Mikrokistlerin in vitro klltirde gelisiminin ortalama degerlere gére kuadratik

modelle g6sterimi.
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2500 1
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Mikrokistlerin in vitro kaltirde gelisiminin kuadratik modelle ortaya
konmasinda tanimlayicilik (belirtme) katsayisi R?= 0,993 olarak bulunmustur
(P<0,001). Kuadratik modele gore elde edilen formUl asagidadir.

y= 272,75 — 240.x + 0,115. x?

(y= ¢ap, x= giin)
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Cizelge 3.4. Mikrokistlerin in vitro kiltlrde gelisiminin ortalama degerlere gére kiibik modelle
gOsterimi.

3000

2500 1 g
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Mikrokistlerin in vitro kdltirde gelisiminin  kibik modelle ortaya
konmasinda tanimlayicilik (belirtme) katsayisi R®= 0,995 olarak bulunmustur
(P<0,001). Kibik modele gore elde edilen form0l agagidadir.

y= 207,89 + 2,3.x + 0,26. x* + 0,004. x°

(y= ¢ap, x= giin)
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in vitro kultirde gelisen mikrokistlerin aylara gdre minimum,
maksimum ve ortalama c¢aplarinin box — plot grafigiyle gésterimi cizelge
3.5'de, minimum, maksimum ve ortalama degerler ise c¢izelge 3.6'da
gOsterilmisgtir.

Cizelge 3.5. in vitro kiiltirde geligen mikrokistlerin aylara gére minimum, maksimum ve
ortalama ¢aplarinin box — plot grafigiyle gosterimi.

4000

3500 +

3000 1

2500 s

2000+

Gap

1500 o

500 —

30 60 90 120 150
GUn
Cizelge 3.5'deki box — plot grafiginde de gézlendigi lzere ortalama

dederler 120. gune kadar minumum degerlere yakin seyrederken 120.

gunden sonra ortalama deder maksimum degere yaklasmistir.
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Cizelge 3.6. in vitro kiiltirde geligen mikrokistlerin minimum, maksimum ve ortalama

(X £ )eaplari (um).

GUN MiN MAX X=*S -
30. 355,00 360,00 356,83 + 1,01
60. 367,00 526,00 520,37 + 53,44
90. 490,00 1716,00 1020,11 + 66,86
120. 1281,00 1939,00 1581,84 + 72,55
150. 1962,00 3179,00 2561,45 + 106,93

Kaltarin  90. glninden sonra kaltirde bazi kistlerin - normal
morfolojilerini kaybettikleri, kist sivisinin kaybiyla siskinliklerinin azaldig,
icteki germinal tabakanin blizismeye bagladigi ve sonunda kistin merkezinde
ufak bir alani kaplayacak kadar kiculdigu gozlendi (Sekil 3.16, Sekil 3.17,

Sekil 3.18).

Sekil 3.16. Normal morfolojisini kaybetmeye baslamis mikrokist.
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Sekil 3.17. Germinal membrani ufalmaya baglayan mikrokist.
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Sekil 3.18. Germinal membrani kistin merkezinde ufak bir alani kaplayan, dejenere olmus
mikrokist.

Kdltdr sonlandirildiginda kualtGrdeki toplam protoskolekslerin yaklagik
% 7 ‘sinin mikrokiste dénlstugu tespit edildi.

120. gunden sonra buytklUkleri 1000 — 2000 um arasinda degisen
mikrokistlerden elde edilen kist sivilariyla, koyun kdékenli kist hidatiklerden
elde edilen kist sivilarinin SDS — PAGE ydntemiyle yapilan elektroforezi
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sonucu elde edilen jel silver staining ydntemiyle boyanmis ve jelin gérintist
Sekil 3.19°da verilmistir.
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Sekil 3.19. SDS — PAGE ydntemiyle yapilan elektroforez sonuglari
a: Marker
b, c: Mikrokist sivisina ait protein bantlari
d, e, f, g: Koyun kist hidatik sivisina ait protein bantlari

Yapilan elektoforezle mikrokistlerden elde edilen antijenden 8, 12,
13.5, 14, 14.5, 15, 15.5, 16, 17, 19.5, 20, 22, 23.5, 24.5, 26, 27, 29, 34.5, 36,
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41.5, 45, 55, 58, 68, 97, 116 kDa molekll agirligina sahip olan 26 protein
banti elde edilmigtir. Koyun kist hidatik sivisindan ise 8, 14, 14.5, 15, 16,
19.5, 20, 24.5, 26, 34, 41.5, 45, 55, 68, 77.5, 97, 116 kDa molekll agirhgina
sahip ve 15’i mikrokistlerden elde edilen bantlarla ortak olan 17 protein banti
elde edilmigtir.
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4. TARTISMA

Echinococcus cinsine bagll tdrlerden, tim dinyada en yaygini olan
Echinococcus granulosus, insanlarda ve hayvanlarda saglik ve ekonomik
acidan pek cok soruna yol acan hidatidozis hastaligina neden olmaktadir.
Tarkiye'de hastalik Ozellikle fertil kistler tasiyan koyunlarla evcil kdpekler

arasinda seyir gostermektedir (Guralp, 1981).

Hidatidozis hastaligina neden olan bu parazitin biyolojisini,
epidemiyolojisini, gelismesini ve farklilagsmasini saglayan mekanizmalari
daha iyi anlayabilmek, ayrica yeni mlcadele yollari, teshiste daha kolay ve
daha guvenilir ydontemler gelistirebilmek icin in vitro kdltdr calismalari
yapiimaktadir. Bu calismalar son yillarda 6&zellikle antijen Gretimi, asi
gelistirme, immunodiyagnoz, farkli kimyasal madde ve ilaclarin etki
mekanizmalarinin analizleri Gzerine yogunlagsmistir (Tigin ve Umur, 1989;
Smyth, 1990; Altintas,1991a; Casado ve ark., 1996; Yoneva ve Mizinska-
Boevska, 2001; Ertabaklar ve Altintas, 2002a; Oge ve ark.,2004).

Echinococcus granulosus’la ilgili yapilan calismalarin daha ¢ok
parazitin larva formu olan hidatik kist Gzerine yogunlagmis olmasi, in vitro
kaltar calismalarinin da kistik ydnde gelisim Uzerine yogunlagsmasina neden
olmustur (Smyth, 1962; Heath ve Osborn, 1976; Casado ve Rodriguez-
Caaberio, 1989; Casado ve ark., 1992; Casado ve ark., 1996; Zhang ve ark.,
2005). Bu yuzden her ne kadar parazitin strobilar yénde geligimini
incelemeye yoénelik calismalar (Smyth, 1967; Smyth, 1971; Smyth ve Davies,
1974a; Kumaratilake ve ark., 1983; Macpherson ve Smyth, 1985; Hijjawi ve
ark., 1992) olsa da arastirmalarin daha cok kistik ydndeki gelisim Gzerine

odaklandigi géralmektedir.

Dogal enfekte arakonaklarda bulunan Kkistlerin yirtilmalariyla vicut

boslugunda serbest kalan E. granulosus protoskoleksleri seroz dokulara
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yapisarak Kistik yénde gelisim gbsterirler ve sekonder hidatik Kkistleri
sekillendirirler (Smyth ve Davies, 1974b). Kist Uzerinde yapilan degisik
calismalarda iyi bir model olan bu kistleri gelistirebilmek icin in vitro kaltGr
ortaminda monofazik besiyeri kullanmak gerekmektedir. Monofazik in vitro
kaltdr ortaminda protoskolekslerden kist gelisimi iki farkli yoldan
olabilmektedir. Bunlardan birincisinde protoskoleksler vezikiler bir form
alirlar. Ikincisinde ise posterior kisimlarinda bir arka kese gelistirirler. Her iki
form da daha sonra lamina tabakasi gelistirerek kiste ddntstrler (Smyth,
1962; Rogan ve Sylvia Richards, 1986; Casado ve Rodriguez-Caabeiro,
1989).

Hidatik kistler tamamen infertil kistlerden, iglerinde c¢cok sayida
protoskoleks iceren kistlere kadar degisik varyasyonlar gdsterirler. Genellikle
¢imlenme kapsulleri canli protoskoleksler kadar konagin verdigi immun yanit
sonucu Olen protoskoleksleri de icerebilirler (Coltorti ve Varela-Diaz, 1972;
Smyth ve Davies, 1974b). lyi Kiltirlerin hazirlanabilmesi igin her bir
cimlenme kapsulindeki protoskolekslerin en azindan %60’inin canli olmasi,
sitoplazmalarinin temiz olmasi ve alev hicrelerinin aktif olmasinin gerektigi
degisik arastiricilar tarafindan bildiriimektedir (Smyth ve Davies, 1974b;
Smyth, 1990). Bu calismada hidatik kistlerden elde edilen cimlenme
kapsillerinde ortalama 18 protoskoleks oldugu sayillmis ve bu

protoskolekslerin % 95’inin canli oldugu tespit edilmistir.

Protoskolekslerin ¢cimlenme kapsullerinden ayrilmasini saglamak icin
pepsin solisyonuyla muamele edilmeleri gerekmektedir (Smyth, 1990; Ponce
Gordo ve Cuesta Bandera, 1997; Zhang ve ark., 2005). Bu calismada da
cimlenme kapsullerinin  pepsin  solusyonuyla yikanmasindan sonra
kapsullerdeki protoskolekslerin serbest hale gegtigi ve canlilik oraninin da
%98’e ylUkseldigi saptanmistir.
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Vezikller formlarin kadltirde ilk gekilenme zamanlari ile ilgili farkh
bildirimler bulunmaktadir. Smyth (1962) kultirde birkag gun icinde, Ponce
Gordo ve Cuesta Bandera (1997) 2 — 4 gin iginde vezikiler gelisimin
basladigini, buna karsin Heath ve Osborne (1976) kiltirtn ilk 14 gunU iginde
vezikuler gelisimin  oldugunu  bildirmektedir. Bu c¢alismada da
protoskolekslerdeki farklilagmanin ve gelismenin kaltGran ilk guUnlerinden
itibaren basladigi gdzlenmis, ancak gelisen ilk vezikliler formlara in vitro
kaltdran 5. gUininde rastlanilmig ve kaltirin 15. gindne kadar vezikuler

formlarin oraninin arttigi belirlenmisgtir.

Heath ve Osborne (1976) in vitro kdltardn ilk 14 guninde
vezikulasyonun yaninda arka keseli formlarin da sekillendigini ve bu sire
sonunda protoskolekslerin % 50’sinin arka keseli forma ddndstigani
bildirmiglerdir. Bu calismada da kdltrin 15 gUnlik sdrecinde
protoskolekslerin yaklasik % 30’'unda blyUk veya klUcUk olmak Uzere arka

kese gelistigi saptanmistir.

Mikrokistlerin lamina tabakasinin gelisimiyle ilgili farkl bildirimler
bulunmaktadir. Smyth (1962) vezikller formlarda in vitro kdltlrin 46.
glnunde lamina tabakasinin sekillenmis oldugunu, Heath ve Osborne (1976)
28. gunde lamina tabakasinin gdzlenmesiyle birlikte tabakanin tam
sekillenmesinin 4 — 8 hafta arasinda oldugunu, Ponce Gordo ve Cuesta
Bandera (1997) 25 — 37 gunler arasinda mikrokistlerin lamina tabakalarinin
tam sekillendigini, Casado ve Rodriguez — Caaberio (1989) ise lamina
tabakasinin 9. gunden itibaren gelismeye basladigini ve 29. ginde gelisimin
tamamlandigini bildirmektedir. Bu ¢alismada da in vitro kiltrin 30. glnine
yaklasilirken vezikller formlarda lamina tabakasinin gelismeye basladigi ve
30. gin ve sonrasinda bu formlarda lamina tabakasinin tam olarak
sekillendigi gbzlenmistir.
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Arka keseli formlarda lamina tabakasinin gelisimi vezikuler formlara
gbre daha geg¢ sekillenmektedir. Smyth (1962) arka keseli formlarda in vitro
kdltdrin 46. gundnden sonra lamina tabakasinin tim formu kaplayarak
gbranar hale geldigini bildirmistir. Bu ¢alismada kultirde 30. ginden sonra
arka keseli formlarin lamina tabakasi gelistirmeye basladigi, 60. ginden
sonra ise bu formlarda lamina tabakasinin tam olarak sekillendigi tespit

edilmigtir.

Yapilan in vitro kdltdr ¢alismalarinda vezikuler formlarin lamina
tabakas! gelistirerek mikrokist formuna déntsmelerinin klltirin yaklasik 30.
gund civarinda gergeklestigi degisik arastiricilar (Casado ve Rodriguez —
Caaberio, 1989; Ponce Gordo ve Cuesta Bandera, 1997) tarafindan
bildirilmekle birlikte, Heath ve Osborne (1976) bu slrenin yaklasik 60. giine
kadar uzayabilecegini bildirmiglerdir. Bu calismada vezikiler formlarin
mikrokist formuna Kkultarin yaklasik 30. gin0 civarinda gectikleri tespit
edilmistir. Arka keseli formlardan mikrokist sekillenmesinin ise 46. gtinden
sonra oldugu Smyth (1962) tarafindan bildirilmigtir. Bu calismada ise arka
keseli formlarin mikrokist formuna dénismelerinin kiltlrin yaklasik 60. gln(

civarinda oldugu tespit edilmigtir.

Yapilan in vitro kdltdr calismalarinda arastiricilar mikrokist geligimini
farkli glinlere kadar takip etmisler ve degisik capta kistler elde etmiglerdir.
Zhang ve ark. (2005) in vitro kdltarin 56. gini sonunda mikrokistlerin
ortalama c¢apinin 329 um’ye ulastigini, Smyth (1962) in vitro kdltGrin 80.
gund sonunda mikrokistlerin ortalama ¢apinin 547 um’ye ulastigini, Casado
ve ark. (1992) in vitro kdltdrin 90. gunG sonunda mikrokistlerin ortalama
capinin 880 um’ye ulastigini bildirmiglerdir. Bu ¢alismada mikrokist geligimi
152 gln boyunca takip edilmis, in vitro kdltdrin 56. gindnde mikrokistlerin
ortalama c¢api 481 um, 80. giininde 789 pm, 90. gininde 1020 um, 120.
guninde 1581 um, 152. giin sonunda ise 2670 um olarak élculmustir. Elde
ettigimiz mikrokistlerin ortalama capi diger calismalarda (Smyth, 1962;

Casado ve ark., 1992; Zhang ve ark., 2005) elde edilenlerden nispeten daha
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fazla olmustur. Kullanilan besi yerinin ve kiltlr kosullarinin diger calismalarla
benzerlik géstermesine ragmen bu calismada nispeten daha bayuk kistler
gelismesinin manipulasyonlarla ve kilttr kogullarinin sabit tutulmasiyla iligkili

olabilecedi dusundimustar.

Ponce Gordo ve Cuesta Bandera (1997), 50 gunlik in vitro kdltGr
sonunda protoskolekslerden gelisen mikrokist oraninin % 1 — 10 arasinda
oldugunu, Zhang ve ark. (2005) ise bu oranin 56 gunlik kdltiir sonunda % 10
oldugunu bildirmiglerdir. Bu calismada ise 150 gUnlik Kkaltir sonucu
protoskolekslerin yaklasik % 7’si mikrokist formuna déntismustir. Bu oranin
kiltdr kosullariyla iligkili oldugu, besiyerinin uzun slre degistiriimemesi,
pH’sinin ylkselmesi ya da kultir ortaminin gaz fazindaki degisimler gibi

durumlarin gelisen mikrokist oranina yansidigi distnulmektedir.

CGalismada in vitro ortamda kistik yénde gelistirilen protoskolekslerin
blylime grafikleri hazirlanmis ve ¢aplarinin zamana gére regresyon analizi
ile O¢ farkh modellemesi yapilmistir. Yapilan literatir taramasinda
Echinococcus granulosus protoskolekslerinin in vitro kiltr ortaminda kistik
yoénde gelisimiyle ilgili hazirlanan herhangi bir matematiksel modele
rastlanmamistir. Bu calismada kullanilan linear, kuadratik ve kibik
modellemelerle birlikte G¢ farkh formdl elde edilmis ve bu formullerle
belirlenen bir kiltdr gininde kist ¢apinin ortalama ka¢ um olacagi ya da
belirlenen bir kist ¢apina kiltirin yaklasik kaginci gunitnde ulasilacaginin
hesaplanabildigi géralmUstir. Bu formdillerin benzer kosullarda E. granulosus
protoskoleksleriyle in vitro kultir ¢calismalari yapacak arastiricilara yardimci
olacagini distinmekteyiz.

Hidatik kist sivilarindan elde edilen antijenlerin elektroforezi ve
elektroforezi takiben yapilan western blotla hidatidozun rahatga teshisi
yapilabilmektedir. Yine ELISA gibi gesitli teshis metotlarinda bu antijenler

kullaniimaktadir. Teshis metotlarinin yaninda asi gelistirme calismalarinda da



63

kist sivisindan elde edilen antijenlerden yararlaniimaktadir. Koyun koékenli
kist hidatik sivisinin SDS — PAGE yoéntemiyle elektroforezi sonucu gesitli
arastincilar, degisik molekller agirhda sahip protein bantlar tespit
etmislerdir. Simsek ve Koéroglu (2004) bu yéntemle 29, 45, 58, 68, 98 ve 116
kDa'luk bantlar, Kanwar ve ark. (1992) 8, 29, 45, 66 ve 116 kDa'luk bantlar,
Maddison ve ark. (1989) 6, 8, 14, 20, 29, 42, 66, 97, 116 ve 200 kDa’luk
bantlar, Celik (2006) ise 6.5 — 8, 14.2, 20, 29, 45, 50, 66, 116, 120, 205, 215
kDa’luk bantlar elde etmislerdir. Bu calismada koyun kokenli kist hidatik
sivisindan 8, 14, 14.5, 15, 16, 19.5, 20, 24.5, 26, 34, 41.5, 45, 55, 68, 77.5,
97, 116 kDa molekul agirhidina sahip 17 protein banti elde edilmistir.

in vitro kdiltiirde geligtirilen mikrokistlerin elektroforezi sonucunda ise 8,
12, 13.5, 14, 14.5, 15, 15.5, 16, 17, 19.5, 20, 22, 23.5, 24.5, 26, 27, 29, 34.5,
36, 41.5, 45, 55, 58, 68, 97, 116 kDa molekll agirhdina sahip olan 26 protein
banti elde edilmigtir. Elde edilen protein banti sayisinin koyun kdékenli kist
sivisina gére ¢ok olmasinin, kullanilan besiyeri ve besiyerine ilave edilen
fétal bovin serumu ile kist sivisi arasinda gerceklesen alisverise bagl oldugu
dusiandlmektedir. Mikrokistlerden elde edilen protein bantlarinin sayisi koyun
kdkenli kist sivisina gbre cok olmakla birlikte Celik (2006) tarafindan
hastaliga spesifik bulunan 8, 20, 45, 116 kDa ve Burgu ve ark. (2000)
tarafindan hastaliga spesifik bulunan 8, 68 ve 116 kDa’'luk bantlara sahip
olmasi elde edilen mikrokistlerin antijenik degerinin yUksek oldugunu
g6stermektedir. Bu sonuglarla in vitro kultirde gelistirilen mikrokistlerin
geligtirilen teshis metotlarinda ve bir adim sonrasinda asi gelistirme
calismalarinda iyi  bir antijen kaynadi olarak kullanilabilecegi

disindlmektedir.
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5. SONUGC ve ONERILER

Bu calismada koyun kdkenli Echinococcus granulosus protoskoleksleri in
vitro kdltirde kistik yonde gelistirilerek mikrokistler elde edilmistir. Gelistirilen
kistler 5 ay boyunca takip edilerek blyime grafikleri c¢ikariimig, 5. ay
sonunda kistlerin minumum ¢aplart 1962 um, maksimum ¢aplari ise 3179 um
olarak kaydedilmigtir. Elde edilen mikrokistler; konak baskisi olmaksizin kiste
ait biyokimyasal ve fizyolojik Ozelliklerin incelenmesi, antijen Gretimi,
immunodiyagnoz ve asi gelistirme calismalari, patogenezde rol oynayan
metabolizmalarin incelenmesi, farkli kimyasal madde ve ilaclarin etki
mekanizmalarinin analizleri gibi pek ¢ok degisik calismada kullanilabilecek
bir model olusturmaktadir. Ayrica gelistirilen bu model kistler arakonaklardan
zaman zaman kist bulma zorlugunun da asilmasini ve deney hayvani

kullaniminin azalmasini saglayacaktir.

Geligtirilen kistlerin SDS — PAGE ydntemiyle yapilan elektroforezinde
daha 6nceki calismalarda hastaliga spesifik olarak bulunan 8, 20, 45, 68, 116
kDa’luk protein bantlarina rastlaniimasi, in vitro kdltirde elde edilen
mikrokistlerin de antijenik degerinin ytksek oldugunu ve cesitli teshis
metotlarinda ve agsi gelistirme ¢alismalarinda iyi bir antijen kaynagi olarak bu
kistlerin kullanilabilecegini ortaya koymustur.

Yapilan in vitro kdltdr galismasinin ve protein analizinin bundan sonra
Echinococcus cinsiyle ya da diger helmint turleriyle yapilacak in vitro kaltar
calismalarina isik tutacagl kanisindayiz. Ayrica elde edilen mikrokistlerin iyi
bir antijen kaynagi olarak kullanilabilecegini, bundan sonraki c¢alismalarda
daha kisa surede, daha buydk  mikrokistler  gelistiriimesinin
hedeflenebilecegini, dolayisiyla elde edilecek antijen miktarlarinda da artma

saglanabilecegdi dislncesindeyiz.
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OZET

Echinococcus granulosus Protoskolekslerinin in Vitro Ortamda
Gelisimi ve Protein Yapilarinin SDS — PAGE Yontemi ile Belirlenmesi

Hidatidozis, Echinococcus cinsine ait tlrlerin larva sekillerinin (metacestod)
insan ve hayvanlarda olusturdugu, hem saglik hem de ekonomik yénden
oldukgca 6nemli, zoonotik bir hastaliktir. Tarkiye’de hidatidozdan sorumlu
Ekinokok tdrlerinden en yaygin olani Echinococcus granulosus’'dur.

Bu calismada koyun Kkokenli hidatik kistlerden elde edilen
protoskolekslerin monofazik in vitro kuiltirde kistik ydnde gelisiminin
incelenmesi ve in vitro kdltir sonucunda elde edilen mikrokistlerin protein
yapilarinin SDS — PAGE ydntemiyle belirlenmesi amagclandi. Calismada in
vitro kdltdr ortaminda protoskolekslerden vezikller ve arka keseli formlarin
gelistigi, daha sonra bu iki formunda etrafinda laminar tabakanin sekillenerek
formlarin mikrokist haline geldikleri gdzlendi. in vitro kiltiirde gelisen formlar
152 gin boyunca takip edildi ve klltir sonunda ¢aplari ortalama 2561 pm
olan mikrokistler elde edildi. Calismada kiltlirde gelistirilen mikrokistlerin kist
sivisi ve koyunlardan elde edilen hidatik kistlerin sivisi SDS — PAGE
yontemiyle elektroforeze tabi tutularak protein yapilari ortaya kondu ve iki kist
formunun protein yapilari karsilastiriidi. in vitro kltirde gelistirilen
mikrokistlerin elektroforezinde daha 6nceki ¢alismalarda hastaliga spesifik
olarak bulunan ve koyun kokenli hidatik kistlerde de bulunan 8, 20, 45, 68,
116 kDa'luk protein bantlarina rastlaniimasi, in vitro kiltirde elde edilen
mikrokistlerin de antijenik degerinin ylksek oldugunu ve cesitli teshis
metotlarinda ve asi gelistirme c¢alismalarinda iyi bir antijen kaynagi olarak
kullanilabilecegini ortaya koymustur. Ayrica pek ¢ok ¢alismada model olarak
kullanilabilecek in vitro kiltirde gelistirilmis bu kistler arakonaklardan kist
bulma zorlugununda asilmasini ve deney hayvani kullaniminin azaltiimasina
katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Echinococcus granulosus, protoskoleks, in vitro kiltdr,
SDS - PAGE.
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SUMMARY

Development of Echinococcus granulosus Protoscoleces in vitro and
determination of protein structures by SDS - PAGE.

Hidatidosis is economically very important zoonotic disease and also at
medical aspects that is occured by larval stages of Echinococcus spp. In
Turkey, Echinococcus granulosus is the most common species releated to
hidatidosis.

In this study it's aimed that inspection of cystic development of
protoscoleces in monophasic in vitro culture and determination of protein
structures extracted from microcysts at the end of the in vitro culture by SDS-
PAGE. It's monitored that vesicular and posterior bladder forms are
developed from protoscolex in vitro culture, and these two forms are
developing to microcysts by covering with laminated membran. Developing
forms in vitro culture were observed 152 days and end of the culture,
microcysts were obtained with 2561 um awarage diameter. In the study, the
protein structure of cystic fluid of microcysts developed in vitro culture and of
hidatic cysts develop in sheeps were determined by SDS-PAGE and their
protein aspects were compared. In the protein structure analysis of
microcysts, the protein bands in 8, 20, 45, 68, 116 kDa weight were seemed
observed also in hidatic cysts of sheeps exemined in the several researchs;
this result indicated that microcysts are very important antigenic source that
can be used for investigation of detection methods and vaccination
programs. In addition, microcysts production by in vitro cultivation provide
easier alternative to cyst production in laboratory animals and to cysts
collection from intermediated hosts that has mostly difficulty in these aspect.

Keywords: Echinococcus granulosus, protoscoleces, in vitro cultivation,
SDS - PAGE.
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