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1. OZET

Kistik Ekinokokkozis (KE), Echinococcus granulosus’un larval formu
tarafindan olusturulan, insanlarda ve ara konak hayvanlarda diinya ¢apinda yaygin
olarak goriilen zoonotik bir helmint hastaligidir. E. granulosus’taki genetik
farkliliklarin tespit edilmesi, hastaligin patojenitesi, bulas yolu ve miicadele
yontemlerinin belirlenmesi bakimindan onemlidir. E. granulosus’un konak ve
parazit iliskisindeki mekanizmalar1 agiklamaya c¢alisan yaklasimlardan biri
mikroRNA’lardir. Bu ¢aligmada sigir ve koyun orjinli hidatik kist izolatlarinda E.
granulosus s.1. genotip ve haplotip gruplar: belirlenerek, farkli kist yapilarinda ve
gruplar arasinda, egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larinin
ekspresyon seviyeleri karsilastirilmistir. Hedef miRNA’larin hastaligin tanisinda
biyobelirteg olarak kullanilabilme potansiyeli arastirilmistir. Toplam 82 hidatik kist
izolatindan (41 sigir, 41 koyun) 81’inin genotipi, mt-CO1 gen bolgesine yonelik
PCR ve sekans analizleriyle E. granulosus s.s. (G1 ve G3) olarak belirlenirken, sigir
orjinli bir izolatin genotipi Echinococcus canadensis (G6/7) olarak tespit edilmistir.
Orneklerde toplam 26 niikleotid polimorfizmi ve 29 haplotip grubu belirlenmistir.
Steril kistlerde germinal membranlarda, fertil kistlerin germinal membran ve
protoskolekslerinde miRNA ekspresyonlart qRT-PCR ve Real Time PCR analizleri
ile aragtirllmistir. E. canadensis (G6/7) drnegi kontrol olarak segilerek tiim haplotip
gruplarindaki miRNA ekspresyon diizeyleri karsilagtirilmigtir. miRNA’larin 29
haplotip grubunun %79.31’inde yiiksek, %10.345’inde diisikk diizeyde eksprese
oldugu belirlenmistir. Koyun orjinli fertil 10 6rnekte, protoskoleks yapisina kiyasla
germinal membranda ortalamada egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96

miRNA’larinin sirasiyla 44, 168 ve 351 kat yiiksek diizeyde ekspresyon gosterdigi



belirlenmistir. Genotip ve haplotip gruplari arasinda yliksek oranda istatistiki olarak
anlamli olan ekspresyon diizeyi farkliliklar1 tespit edilmistir. Sonug olarak, egr-
miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larinin ve 6zellikle egr-miR-96’nin
aktif KE teshisinde biyobelirte¢ olarak kullanilabilme potansiyelinin olabilecegi
gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Echinococcus granulosus, haplotip analizi, miRNA,

egr-miR-7, egr-miR-71, egr-miR-96.



2. ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF CATTLE AND SHEEP
ISOLATES OF ECHINOCOCCUS GRANULOSUS, HAPLOTYPE
ANALYSIS, AND DETERMINATION OF miRNA EXPRESSION LEVELS

Cystic Echinococcosis (CE) is a zoonotic helminth disease caused by the
larval form of Echinococcus granulosus, which is common in humans and
intermediate host animals worldwide. Detection of genetic differences in E.
granulosus is important in terms of determining the pathogenicity of the disease,
transmission route and control methods. One of the approaches trying to explain the
mechanisms in the host-parasite relationship of E. granulosus is microRNAs. In
this project, E. granulosus s.l. genotype and haplotype groups were determined in
hydatid cyst isolates of cattle and sheep origin, and the expression levels of egr-
miR-7, egr-miR-71 and egr-miR-96 miRNAs were compared in different cyst
structures and between groups. The potential of target miRNAs to be used as a
biomarker in the diagnosis of the disease was investigated. Genotypes of 81 out of
82 hydatid cyst isolates (41 cattle, 41 sheep) were determined by PCR and sequence
analyzes for the mt-CO1 gene region of E. granulosus s.s. (G1 and G3), the
genotype of an isolate of cattle origin was Echinococcus canadensis (G6/7). A total
of 26 nucleotide polymorphisms and 29 haplotype groups were identified in the
samples. miRNA expressions in germinal membranes of sterile cysts and germinal
membrane and protoscoleces of fertile cysts were investigated by qRT-PCR and
Real Time PCR analyses. E. canadensis (G6/7) sample was selected as control and
miRNA expression levels in all haplotype groups were compared. It was
determined that miRNAs were expressed at high levels in 79.31% of 29 haplotype

groups and at low levels in 10.345%. In 10 fertile samples of sheep origin, egr-miR-



7, egr-miR-71 and egr-miR-96 miRNAs were found to be 44, 168, and 351-fold
higher in expression, respectively, in the germinal membrane compared to the
protoscolex structure. High statistically significant differences in expression levels
were detected between genotype and haplotype groups. In conclusion, it has been
shown that egr-miR-7, egr-miR-71 and egr-miR-96 miRNAs, and especially egr-
miR-96, may have the potential to be used as biomarkers in the diagnosis of active
CE.

Keywords: Echinococcus granulosus, haplotype analysis, miRNA, egr-

miR-7, egr-miR-71, egr-miR-96.



3. GIRIS

Kistik Ekinokokkozis (KE), Echinococcus granulosus tarafindan insanlarda
ve hayvanlarda olusturulan 6nemli zoonotik hastaliklardan biridir. Az gelismis
iilkelerde, ozellikle kirsal bolgelerdeki insan ve hayvanlarda siklikla goriilmekte
olup, insanlarda ciddi saglik problemlerine, hayvanlarda ise 6nemli ekonomik
kayiplara neden olmaktadir (1). Parazitin eriskin formlar1 kopek, kurt, ¢akal ve
diger kanidelerin ince bagirsaklarina, larva formu olan hidatik kist ise sigir, koyun,
keci, domuz gibi bir¢cok evcil ve yabani hayvanlarin ve insanlarin karaciger ve

akciger basta olmak tizere gesitli organlarina yerlesmektedir (2).

3.1. Echinococcus Cinsinin Morfolojisi

Echinococcus cinsindeki parazitler, Eucestoda altsinifinda, Taeniidae
ailesine ait parazitlerdir. Echinococcus cinsi, Taeniidae ailesinde bulunan diger
parazitlerden farkli bazi 6zelliklere sahiptir. Viicut uzunlugu birkag mm olup,
genellikle ii¢ ya da dort, nadiren besten fazla halka tasimaktadir. Echinococcus
tiirlinlin yasam dongiislinde, ince bagirsakta gelistigi etcil bir son konak ve
metasestodunun i¢ organlarda gelistigi otcul veya ommnivor bir ara konak
bulunmaktadir. Metasestod yapilari, Taeniidae'den farkli olarak, diisiik derecede
konak 6zgiilliigii gostermekte ve yine bu aileden farkli olarak, ¢ok daha biiyiik bir
iireme yetenegine sahiptirler. Son konak her zaman bir kanidedir. Metasestod,
protoskoleks iiretmek icin aseksiiel cogalmaya maruz kalan, i¢i kist sivisi ile dolu
kistik bir yapidir. Tek bir kist i¢inde binlerce protoskoleks bulunabilmektedir.
Protoskoleksler son konagin bagirsaginda erigkin parazite doniismekte ve takiben

eriskin parazitlerin her biri tek bir embriyo (onkosfer) igeren dollenmis yumurtalar



tiretmektedir. Tam ve gelismesini tamamlamis yumurtalar1 i¢eren gebe halkalar,
son konagin diskisiyla dis ortama atilmaktadir. Yumurtalar son konagin perianal
bolgesine yapisabilmekte veya c¢evreyi kontamine edebilmektedir. Gebe
halkalardan disar1 ¢ikan yumurtalar kalin, dayanikli bir cidar ile ¢evrili olup, dis

ortamda uzun siire canliligin1 koruyabilmektedir (3).

3.2. Echinococcus’un Yasam Dongiisii

Onkosfer iceren yumurta ara konaklar tarafindan genellikle beslenme
esnasinda alinmaktadir. Alinan yumurtalar midede agilmakta ve onkosfer
yumurtadan serbest kalmaktadir. ince bagirsakta aktive olan onkosfer mukozaya
tutunmakta ve kan dolagimi ile i¢ organlara taginmaktadir. i¢ organlara tutunan
onkosferden parazitin larval formu olan hidatik kist gelismektedir. Olusan kistler
icerisinde aseksiiel cogalma ile ¢ok sayida protoskoleks gelismektedir. Hidatik kist
ile enfekte hayvanlarin i¢ organlar1 son konak kanideler tarafindan yenildiginde,
kist igerisindeki protoskoleksler serbest kalarak bagirsak villuslarma tutunup,
parazitin eriskin formlarini1 gelistirmektedirler (4).

E. granulosus tiirleriyle enfeksiyon, insanlarda, son konak olan kanidelerde
ve ara konak olan diger hayvan tiirleri arasinda meydana gelmektedir. Parazitin
klinik ve ekonomik 6nemi neredeyse tamamen metasestod enfeksiyonu ile ilgilidir.
Echinococcus metasestodu ile olusan enfeksiyonlar igin Echinococcosis teriminin
kullanilmast konusunda fikir birligi olusmustur. Son zamanlarda, insanlarda
Echinococcus granulosus, Echinococcus multilocularis, Echinococcus oligarthra
ve Echinococcus vogeli 'nin neden oldugu hastaliklar igin, sirasiyla Kistik
Ekinokokkozis (KE), Alveolar Ekinokokkozis (AE) ve Polikistik Ekinokokkkozis

(PE) terimleri kullanilmistir (3).



3.3. Tiir I¢i ve Tiirler Aras1 Varyasyonun Epidemiyolojik Onemi

E. granulosus'un at ve koyun suslari iizerinde yapilan arastirmalar ile birkag
yeni sus/genotipin tanimlanmasi ve karakterizasyonlarmin belirlenmesi; sigir,
domuz, deve ve geyik kokenli Echinococcus tiirlerinde de benzer ¢alismalarin
yapilmasina yol agmustir (5). Bu ¢alismalar, yalnizca diinyanin farkli yerlerinde
Echinococcus tiirlerinin konaga uyarlanmis bir dizi yasam dongiisiiniin varligini
dogrulamis ve suslar arasinda enfeksiyonun kontroliinii etkileyebilecek gelisimsel
farkliliklar hakkinda ek bilgiler saglamistir (6). Konaga 6zgii Echinococcus
tirlerinin yagsam dongiilerini g6z Oniinde bulundurarak, dejeneratif degisiklik
olmaksizin uzun siire hayatta kalan ve yiiksek protoskoleks tiretimi olan tek tip bir
larva yapisinin bulundugu bildirmistir. Bu durumun E. granulosus, E.
multilocularis, E. equinus, E. ortleppi, E. canadensis, E. intermedius ve E. felidis
trleri i¢in gegerli oldugu ifade edilmistir (7). Gelecekte, 6zellikle Afrika ve Cin
gibi bolgelerde yaban hayati parazitlerini arastiran daha fazla calisma ile yeni

Echinococcus tiirlerinin kesfedilmesi beklenmektedir.

3.4. Kistik Ekinokokkozis’in Yayginhg:

3.4.1. Kistik Ekinokokkozis’in Diinya’daki Yayginhgi

Echinococcus granulosus tarafindan olusturulan KE, Diinya’nin hemen
hemen her bolgesinde goriilmekte olup, yapilan caligmalar etkenin genis bir yayilim
alanina sahip oldugunu gostermektedir (8).

Amerika Birlesik Devletleri sinirlar1 igerisindeki Maine bdlgesinde

gergeklestirilen bir ¢alismada, 54 sigin geyigi (Alces alces) hidatik kist yoniinden



incelenmis ve incelenen Orneklerde %39 oraninda hidatik kist tespit edildigi
bildirilmistir (9).

Hidatik kistin yayginligr ile ilgili Kanada’da yapilan caligmalar, ren
geyikleri basta olmak iizere, Amerikan bizonlarinda ve karibularda yapilmistir (10-
12). Etkenin biyolojisinde son konak olarak gérev yapan kurtlarda E. granulosus
oraninin %6-24 oldugu, ara konak geyiklerde ve ren geyiklerinde ise sirastyla %42-
47 ve %1-21 oranlarinda goriildiigii bildirilmistir (10-12).

Arjantin’de  koyun, domuz, sigir ve kopeklerde E. granulosus’un
prevalansinin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen bir ¢caligmada enfeksiyon orani
sirastyla %3, %1.6, %2.9, %2.5 oldugu belirlenmistir (13).

Brezilya’nin Rio Grande do Sul bdlgesinde, E. granulosus 'un képek, sigir
ve koyunlarda enfeksiyon oranlarmin sirasiyla %11, %12 ve %17 oldugu, iilkenin
diger bolgelerinde ise daha diisiik oranlarda (%0.1) goriildiiga bildirilmistir (14).

Suudi Arabistan’in bat1 Al-Baha yoresinde sigir, koyun, kec¢i ve develerde
sirastyla %8.3, %12.6, %6.6 ve %32.9 oranlarinda KE pozitiflikleri saptanmistir
(15).

[ran’da ciftlik hayvanlar iizerinde yapilan calismalarda, KE oraninin
koyunlarda, kegilerde, sigirlarda, mandalarda, develerde ve eseklerde sirasiyla
%1.3-74.4, %0.4-37.8, %1.3-40.1, %4.3-31.9, %8.8-35.5 ve %2 oldugu
belirlenmistir (16-19).

Tunus’da E. granulosus yayginliginin kopeklerde %20’den fazla oldugu,
koyun, ke¢i ve sigirlarda KE enfeksiyonunun sirasiyla %16.4, % 2.8 ve %38.56

oraninda oldugu bildirilmistir (20).



3.4.2. Kistik Ekinokokkozis’in Tiirkiye’deki Yayginhg:

KE’in Tiirkiye’nin tiim bolgelerinde genis bir yayginlik gosterdigi yapilan
calismalarla belirlenmistir (21).

Mezbaha muayenesi ile yapilan c¢alismalarda, Erzurum’da %19.5-90,
Kars’da %24.7-50, Van’da ise %19.4-37.8 oraninda KE yayginlig1 bildirilmistir.
Tirkiye’de E. granulosus’un kopeklerde %24 oraninda goriildigi, KE’in
koyunlarda %51.9, sigirlarda %39.7 ve kecilerde ise %22.1 oraninda yaygin oldugu
ifade edilmistir (22-26).

KE’in, Tiirkiye’de sigirlardaki goriilme orani ile ilgili yapilan ¢alismalarda,
Erzurum, Kars, Sivas, Samsun, Afyonkarahisar, Kirikkale, Burdur, Ankara,
Manisa, Malatya, Konya ve Kayseri illerinde ve Trakya bolgesinde sirasiyla %33.9-
%46.41, %5.3-%31.25, %35.7-%39.7, %21.1, %29.47, %14.16, %13.5, %9.4,
%8.96, %7.6, %5.6, %3 ve %11.6’lik yayginlik oranlari rapor edilmistir (27).

KE’in Tiirkiye’de koyunlardaki yayginliginin belirlenmesi i¢in yapilan
calismalarda, Erzurum, Kars, Konya, Bursa, Sivas, Burdur, Manisa, Malatya,
Ankara illerinde ve Trakya bolgesinde sirasiyla %70.91, %48.35-63.85, %51.98,
%30-50.7, %32.49, %26.6, %15.98, %9.1, %5.9 ve %3.5 oranlarinda pozitifliklerin
oldugu saptanmistir (28-30).

E. granulosus’un kopeklerdeki yaygimnlik oraninin Ankara, Bursa, Kars,
Sivas, Konya, Adana, Kayseri, Mus, Antakya, Izmir, Elazig ve Istanbul illerinde
sirastyla %0.94-44, %36, %40.5, %16-28, %28.33, %24.72, %24, %9, %8.86,

%S5.5, %3.33 ve %0.8 oranlarinda oldugu belirlenmistir (27).



3.5. Kistik Ekinokokkozis’in Ekonomik Onemi

KE insanlarda ve hayvanlarda enfeksiyonlar olusturabilmekte ve buna bagl
olarak hayvanlarda ciddi ekonomik kayiplarin olusmasina yol agmaktadir (31).
Ciftlik hayvanlarinda olusan enfeksiyon et ve siit veriminde azalma, yiin ve yapagi
kalitesinde diisme, fertilite problemleri, kisirlik oraninin yiikselmesi, canli agirlik
kayb1 ve mezbahanelerde kesimi yapilan hayvanlarda basta karaciger olmak tizere
imha edilen kistli organlardan dolay1 ciddi boyutlarda ekonomik kayiplara neden
olmaktadir (32). KE’in Diinya’daki ekonomik etkileri ve kayiplar1 géz Oniine
alindiginda, Cin’de yapilan bir arastirmada hastalifin insan ve hayvanlarda
olusturdugu ekonomik kayiplarin toplaminin yillik 218.676 USD (189.850-
247.871) civarinda oldugu bildirilmistir (33). KE’in ¢iftlik hayvanlarinda neden
oldugu yillik kaybin 141.605.195 USD, yiin ve yapagi kayiplarimin 34.871.148
USD, karkas kayiplarmin 241.525.979 USD, siit lretimindeki kayiplarin
378.722.717 USD, fertilizasyon problemlerinden dolay1r olusan kaybin ise

453.141.617 USD oldugu hesaplanmaktadir (34).

3.6. Kistik Ekinokokkozis’in Halk Saghg Acisindan Onemi

KE, insan ve ara konak hayvanlarin i¢ organlarinda E. granulosus’un larva
evresinin olusturdugu hastalik tablosudur. Insanlarda, asemptomatikten, éliimciil
olabilen enfeksiyonlara kadar degisen formda hastalik tablosuna yol agmaktadir.
Diinya ¢apinda yaklasik 2-3 milyon insan vakasinin oldugu tahmin edilmektedir

(35).
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3.7. Kistik Ekinokokkozis’in Tanis1

Echinococcus enfeksiyonlarinin son konaklardaki tanisi, etken ile ilgili
gelistirilecek olan miicadele, kontrol ve eradikasyon programlari ile epidemiyolojik
olarak etkenin prevalansinin kontrol altina alinmasi bakimindan 6énemlidir (36).

Son konaklar Echinococcus spp. ile enfekte olduklarinda, klinik semptom
goriilmemektedir. Son konaklarda etken teshisi i¢in diski muayenesi, arekolin
plrgasyon yontemi, kan serumunda spesifik antikor taranmasi ve digkida antijen
aranmasi gibi ¢esitli yontemler kullanilabilmektedir. Son konakta teshis yontemleri
icerisindeki en giivenilir tan1 ydntemi nekropsidir (37). Insanlarda ise tanida
ultrasonografi (USG), radyografi, bilgisayarli tomografi (BT), X-ray (rontgen),
manyetik rezonans goriintileme (MR) gibi bir¢ok goriintiileme sistemi
kullanilmaktadir. Goriintiileme ydntemleri ile birlikte Immun Floresan Antikor
Teknigi (IFAT), Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA), Western Blot
(WB) ve Indirekt Heamaglutinasyon Testi (IHA) gibi birgok serolojik yontem ve
Polymerase Chain Reaction (PCR) tabanli molekiiler yontemler de kullanilmaktadir
(37). Insanlarda KE teshisinde bahsedilen goriintilleme ydntemleri ¢ok sik bir
sekilde kullanilmakta olup, hayvanlarda ise teshis i¢in goriintiileme sistemleri

nadiren kullanilmaktadir (38).

3.8. Kistik Ekinokokkozis’in Tedavisi

KE’in tedavisi son konaklarda eriskin parazitlere, ara konaklarda ise
parazitin larva formuna yonelik uygulamalar1 igermektedir. Echinococcus spp.
enfeksiyonlarinda son konaklarda sagaltim yapilmasi, hastaligin insanlara gegisinin

onlenmesi bakimindan olduk¢a 6nemlidir. Ara konak hayvanlarda tedavi, tanidaki
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zorluklar ve ekonomik olmamasi sebebiyle tercih edilmemektedir (39).

Son konak olan hayvanlarin kistli doku ve organlara erisiminin
engellenmesi ve ayni zamanda belirli araliklarla tedavi edilmesi, etkenin ara
konaklara tekrar bulasmasinin 6niline ge¢ilmesi bakimindan olduk¢a Oonem arz
etmektedir. Arekolin hidrobromid uygulamasi son konaklarin kontrolii amaciyla
uzun yillar boyunca aktif bir sekilde kullanilmustir (40). Praziquantel etken maddesi
kopeklere oral veya subkutan enjeksiyon yollariyla uygulanabilmektedir.
Praziquantel bahsedilen uygulama yollar1 ile kullanildiginda, E. granulosus ve E.

multilocularis tiirlerine karsi oldukga etkili oldugu bildirilmistir (41).

3.9. Kistik Ekinokokkozis’de Korunma ve Kontrol

KE ile miicadelede koruma ve kontrol igin bazi stratejiler ve tedbirler
gerekmektedir. Bu stratejiler i¢in en temel ve gerekli kurallardan birisi hijyenik
tedbirlerdir. Halk saglig ile ilgili egitimler verilmesi, son konaklarin takibi, kayit
altina alinmasi ve diizenli araliklarla antelmintik ilaglar kullanilarak tedavi
edilmesi, sokak kopeklerindeki popiilasyonun kontrol altina alinmasi,
kesimhanelerin diizenli ve rutin denetimlerinin yapilmasi, kasaplik hayvanlarda
yetistirilme ortamlarinin diizenlenmesi ve denetimi, son konak hayvanlarin hidatik
kist ile enfekte doku ve organlara erisiminin engelenmesi, enfekte doku ve
organlarin usuliine uygun sekilde imhasi etkenle miicadelede 6nemli tedbirler
olarak goriilmektedir (42-44). KE’den korunmak ve hastaligin kontrol altina
alinmas1 amaciyla yapilan en Onemli caligmalardan birisi de as1 gelistirme
calismalaridir.  Parazitin  ¢iftlik hayvanlarindaki E. granulosus s.s. ile

enfeksiyonunu onleyebilen EG95 adli bir as1 gelistirilmistir (45; 46). Asinin saha

12



denemeleri, dogal kosullar altinda koyunlarda hidatik kist olusumunu %95 oraninda

azalttigin1 gostermistir (47; 48).

3.10. Kistik Ekinokokkozis’in Diinya’daki Molekiiler Epidemiyolojisi

Herhangi bir bulasic1 hastaligin  epidemiyolojisi  diisiiniildiigiinde,
etiyolojisini anlamak esastir. Ekinokokkozis enfeksiyonlarinda da, bir¢ok endemik
alanda, farkli konak tiirleri enfeksiyona dahil oldugundan, enfeksiyondaki siire¢ ve
bulagsmadaki rollerin iyi belirlenmesi gerekmektedir. Hali hazirda Echinococcus
cinsi icerisinde birden fazla tiir veya sus/genotip oldugu diisiiniiliirse enfeksiyonun
epidemiyolojisindeki dinamiklerin belirlenebilmesi i¢in daha ¢ok veriye ihtiyag
duyulmaktadir (3). Molekiiler epidemiyoloji (ME), Echinococcus cinsi iginde
sergilenen kapsamli genetik ve fenotipik varyasyonun anlagilmasina biiyiik katki
saglamistir (3; 49). Bu durum, biyolojik verilerle desteklenen saglam bir
taksonominin (Tablo 1) olusturulmasina, epidemiyolojik arastirmalar i¢in uygun
molekiiler araglarin gelistirilmesine ve bulagsma modellerinin aydinlatilmasina
onemli katkilar saglamistir. Molekiiler araglar temel olarak PCR tabanli

yaklagimlari, mitokondriyal ve niikleer DNA dizilimlerini icermektedir (50; 51).

3.11. Echinococcus Tiirlerinin Taksonomisi ve Genotipleri

E. granulosus esas olarak ¢iftlik hayvanlarini igeren yasam dongiisiinde
korunmakta, Avustralya gibi bazi bolgelerde ise yaban hayatina yayilim
gosterebilmektedir. Molekiiler yontemler, bu gibi durumlarda tiirlerin metasestod
asamalarinda tanimlanmasina katki saglamaktadir (52).

Bolivya'da yakin zamanda yapilan bir calismada, koyun ve sigirlarda

sirastyla E. granulosus ve E. ortleppi’nin varligi bildirilmistir (53). E.
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granulosus'un bulagsmasinda arakonak olan sigirlarin ¢ok az rol oynadigi
bildirilmesine ragmen, Sudan ve Etiyopya'daki son ME calismalar1 sigirlarin
epidemiyolojik olarak E. granulosus ve E. ortleppi’nin bulasmasinda en énemli ara
konak oldugunu gostermektedir (54; 55).

G8 ve G10, E. canadensis tiiriiniin varyantlar1 olarak bilinmektedir (3; 56;
57). DNA dizi analizleri ile G6 ve G7 izolatlarinin, G8 ve G10’un yaban hayati
izolatlarindan farkli oldugu, hatta G8 ve G10 izolatlarinin dahi birbirinden oldukga
farkl1 oldugu belirlenmistir (58).

E. canadensis'in her iki genotipi de esas olarak Kuzey Amerika ve
Iskandinavya'daki yaban hayatinda bulunan kurt ve geyiklerle sinirli olup, bazen
insanlar1 enfekte etmektedir (8). Quebec ve Maine'deki yabani kanidelerde E.
canadensis tizerine yapilan bir ¢alismada, yazarlar hem kurtlarin hem de gakallarin
E. canadensis i¢in son konaklar olmasina ragmen, ¢akallarin kentsel yesil alanlar
kirletme olasiliginin kurtlardan daha yiiksek oldugunu saptamiglardir (59). Son on
yilda yapilan calismalar, Avrupa, Asya, Kuzey Amerika ve Cin'den gelen E.
multilocularis izolatlar1 arasinda ¢ok sayida genetik ¢esitlilik oldugunu gostermis
ve bu genetik cesitlilik literatliirde Avrupa, Asya, Mogol ve Kuzey Amerika varyanti
olarak bildirilmistir (3; 49; 60). Avrupa'daki E. multilocularis tiiriiniin Kuzey
Amerika'daki yerli silvatik tiirlerinden daha oldiiriicii olabilecegini bildiren bir

caligma bulunmaktadir (8).
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Tablo 1. Echinococcus spp.’nin giincel taksonomisi (61).

Bilinen Ara Bilinen Son insa“.la.ra .
Tiirler Tiir / Genotip Enfektivitesi  Hastalik
Konaklar Konaklar
(Evet/Hayir)
. Koyun (sig1r, Képek, tilki,
EC?;?}?J?S;:SSS Gl domuz, deve, ke¢i,  dingo, cakal, Evet KE
s%nsu stricto makropod) sirtlan
G3 Manda, sigir Kopek, tilki? Evet KE
At, esek, katir, KE?
E. equinus G4 zebra ve diger tek  Kopek, arslan Evet
tirnaklilar
E. ortleppi G5 S‘g‘ra diger tirnakls Képek Evet KE
ayvanlar
G6 Deve, keci Kopek Evet KE
E canadensis G7 Domuz Kopek Evet KE
' G8 Geyik Kopek, kurt Evet KE
G10 Geyik Képek, kurt Evet KE
E. felidis Yaban domuzu, su- - agpa Hentiz i
aygiri bilinmiyor
E. Kemirgenler, Tilki, kopek,
multilocularis insan, lagomorflar kurt Evet AE
E. shiquicus o ka ve Tibet tilkisi ? ?
emirgenler
. . Yabani
E. oligarthra Kemirgenler kedigiller Evet PE
E. vogeli Kemirgenler Cali kopegi Evet PE

G1 genotipinin koyunlarda en yaygin genotip oldugu, G2 genotipinin ilk
olarak “Tazmanya koyunu susu” olarak tanimlandig1, ancak G2 genotipinin aslinda
kozmopolit olan G3 manda susunun bir mikro varyanti olarak kabul edildigi
bildirilmektedir. G9 genotipinin artik ayr1 bir genotip olarak taninmadigi, bu
genotipin muhtemelen G7'nin bir mikro varyanti oldugu belirtilmektedir (61). E.
granulosus, insanlarda ve ara konak olan hayvanlarda KE’e neden olan en yaygin
tirdiir (3; 49; 61). E. canadensis’in diinya c¢apinda insanlarda goriilen KE
vakalarmnin ikinci en 6nemli sorumlusu oldugu belirtilmektedir (61). E. canadensis
tiirli igerisinde ayr tiirlerin tanimlanmasi 6nerilmis ancak bu 6neri heniiz kabul

edilmemistir (62).
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3.12. Tiirkiye’de Yapilan Molekiiler Epidemiyoloji ve Genotiplendirme

Cahsmalan

Tiirkiye’de E. granulosus’un genotiplerini belirlemeye yonelik yapilan
calismalar bulunmaktadir. Bu amagla yapilan bir ¢alismada, Elazig, Erzurum,
Diyarbakir ve Malatya illerinden toplanan 179’u koyun, 19°u sigir, 7’si kegi, 1’1
deve ve 1 6rnegi de insan orjinli Kistlerden olusmak tizere toplam 207 hidatik kist
Ornegi incelenmistir. Yine ayni ¢alismada bir kdpekten alinan eriskin E. granulosus
ornegi diger orneklerle birlikte molekiiler olarak tanimlanma yapilmasi amaciyla
ribozomal Internal Transcribed Spacer 1 (ITS-1) gen bolgesinin Polymerase Chain
Reaction-Restriksiyon Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) ve
Mitochondrial Cytochrome C Oxidase Subunit 1 (mt-CO1) gen bdlgesine yonelik
sekans analizleri yapilmis ve tiim drneklerin genotipinin yaygin koyun susu olan
(G1) oldugu belirlenmistir (63).

Olii bulunan bir yaban koyununa (Ovis gmelinii anatolica) yapilan nekropsi
isleminin ardindan, hidatik kist ile enfekte oldugu belirlenmistir. Yaban
koyunundan alinan hidatik kist 6rnegi iilkemizde ilk kez mt-CO1 gen bolgesine
spesifik primerler kullanilarak PCR ve sekans analizi ile E. granulosus yaygin
koyun susu (G1) oldugu belirlenmistir (64).

Manisa ve Izmir illerindeki mezbahalarda kesimi yapilan 12 koyundan
alinan hidatik kist 6rnekleri ile hidatik kist ile enfekte insanlardan, ameliyat sonrasi
alman 10 hidatik kist 6rnegi mt-CO1, atp6, nadl, rrnS gen bolgelerine spesifik
primerler kullanilarak PCR ve sekans analizlerine tabi tutulmus, 10 koyun ve 9

insan izolatinda G1-G3 genotipini, 2 koyun ve 1 insan izolatinda ise domuz susu
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(G7) genotipi belirlenmistir. Tespit edilen G7 genotipinin (domuz susu) Tiirkiye’de
ilk bildirimi oldugu raporlanmistir (65).

Tiirkiye’de farkli illerden toplanan 12 sigir ve 100 koyun izolati, mt-CO1
gen bolgesine yonelik yapilan PCR ve DNA dizi analizleriyle incelenmis, analizler
neticesinde 9 sigir ve 98 koyun izolatinin G1 susu, 3 sigir ve 2 koyun izolatinin ise
G3 susu oldugu belirlenmistir (66).

E. granulosus’ta haplotip belirlenmesi amaciyla yapilmis olan bir diger
caligmada, 39 fertil koyun izolatinda etkene ait protoskoleksler, E. granulosus actin
genlerine spesifik primerler kullanilarak PCR ve sekans analizlerine tabi tutulmusg
ve Egactl geninin Egactll genine kiyasla daha polimorfik bir yapida oldugu
belirlenmis ayrica Egactl geninin ti¢ adet allel gen icerdigi tespit edilmistir. Parsiyal
Egactl geninin 6. pozisyonunda 6rneklerin tamaminda niikleotid degisikligi oldugu
belirlenmis ve bu belirlenen degisiklik arastirmacilar tarafindan Anadolu haplotipi
olarak isimlendirilmistir (67).

KE ile enfekte bir attan elde edilen hidatik Kist izolatinin genotipinin
belirlenmesine yonelik yapilan bir ¢aligmada, arastirmacilar izolat1 mt-CO1 gen
bolgesine yonelik PCR ve takiben DNA sekans analizlerine tabi tutmuslar ve
analizler sonucunda at orjinli izolatin E. granulosus s.s. (G1-G3) oldugunu tespit
etmiglerdir (68). Akcigerlerinde hidatik Kist oldugu belirlenen bir dag kegisinde,
hidatik kist izolati PCR ve DNA sekans analizleri ile incelenmis ve analizler
sonucunda, dag kegisi orjinli hidatik kist izolatin genotipinin E. granulosus s.s. (G1)
oldugu bildirilmistir (69).

Kirikkale’de 24 koyundan alinan hidatik kist 6rneginde etkenin molekiiler

karakterizasyonunun belirlenmesi amaciyla yapilan bir arastirmada, Random
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Amplified Polymorphic DNA (RAPD)-PCR ile koyun izolatlar1 incelenmis ve tiim
orneklerin G1 susu oldugu bildirilmistir (70).

Mandalarda KE’in prevalansinin ve molekiiler karakterizasyonunun
belirlenmesi amaciyla Karadeniz bolgesinde yapilan bir arastirmada, toplam 9
manda izolat1 incelenmistir. Inceleme sonucunda izolatlarin 6’smin yaygin koyun
susu (G1), 3’lniin ise E. granulosus s.s. (G1-G3) oldugu bildirilmistir (71).

Elazig’da katir izolat1i {izerinde yapilan bir arastirmada, Kkatirin
karacigerinde bulunan hidatik kist izolatinin E. equinus (G4) oldugu belirlenmistir.
Bu ¢alisma ile Tiirkiye’de katirlarda ilk G4 susunun raporlandigi bildirilmistir (72).

KE oldugu histolojik analizlerle dogrulanmis, 70 insan 6rnegi iizerinde
yapilan bir calismada, parafine gomiilii bloklardan alinan kesitlerden, DNA
izolasyonlari, 12S rRNA geni hedef alinarak PCR testleri ve mt-CO1 geni hedef
alinarak yapilan sekans analizleriyle genotiplendirme ¢alismalar1 yapilmistir. PCR
ile 12S rRNA geni hedef alinarak yapilan analizler sonucunda 70 6rnegin 26’simin
E. granulosus s.s. (G1-G3) oldugubelirlenmistir. mt-CO1 gen bolgesi hedef
alinarak yapilan DNA sekans analizleri ile inceleme neticesinde geriye kalan 44
ornekten, bir 6rnegin G3 susu ve iki 6rnegin G6 susu oldugu tespit edilmistir (73).

Istanbul’da yapilan bir ¢aligmada, 46 insan izolati, genotipik
karakterizasyonlarinin belirlenmesi amaciyla mt-CO1 gen bdlgesi hedef alinarak
DNA dizi analizlerine tabi tutulmus ve analizler sonucunda, tiim izolatlarin yaygin
koyun susu (G1) oldugu belirlenmistir (74).

Tiirkiye’nin farkli illerine ait genotiplendirme ¢aligmalar1 Tablo 2’de

Ozetlenmistir.
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Tablo 2. Tirkiye’nin farkli cografik bolgelerinden bildirilen E. granulosus suslari.

Sehir izolat (Say1) Hedeflenen gen bolgesi / Metot Sus (Genotip)  Kaynak
Elazig, Erzurum, Koyun (179), Sigir
Malatya, (19),Kesi (7), Deve ) : -
Diyarbakir, Van, (1), Kopek(1), insan PCR-RFLP, mt-CO1 sekansanalizi Gl (63)
Sanlurfa (1)
Malatya Yaban koyunu (1) mt-COlsekansanalizi Gl (64)
{zmir, Manisa Koyun (12), Insan atp6, nadl, rrnS, _m_t-COl sekans Gl G7 (65)
(10) analizi
Turklylel II;? farkli  Koyun 8(2);) ), Sigir mt-CO1 sekans analizi G1, G3 (66)
Erzurum Sigir (220) 128 rRNA'PSnZ’I i’;‘it'cm sekans 1,63 (75)
. G1 (Anadolu
Konya Koyun (39) Actin-PCR haplotipi) (67)
Elazig, Erzurum Koy“n(%l))’ Sigir CO1-PCR SSCP G1-G3 (76)
Elazig insan (70) 128 IRNAPCR MCOLselens 6163, Gs (73)
Ankara At (1) 12S rRNA-PaCnF;,I ir;wit-001 sekans G1-G3 (68)
Antalya Dag kegisi (1) 12S rRNA-Pg\:nF;,I iTit-COl sekans Gl 77
Kirikkale Koyun (24) RAPD-PCR Gl (70)
Kirikkale Sigir (20) 128 rRNA_PaCni’I iTit_COl sekans G1-G3 (78)
Istanbul Insan (46) mt-CO1, sekans analizi Gl (74)
Kgg?gg:i'z Manda (9) PCR,  mt-COL sekans analizi G1-G3 (71)
Trakva insan (42), Sigr ~ PCR-RFLP, PCR- SSCP, mt-CO1 ~ Koyun (G1) (79)
Y (13), Koyun (3) sekans analizi Insan (G1,G7)
Kilis Koyun (19) 125 rRNA-PCR, rmS, m-CO1 ™= o, s (69)
sekans analizi
Manisa Sigir (18) mt-NAD1 mt- CO1 sekansanalizi G1-G3 (80)
Elang Katir (1) 12S rRNA-PgnF:‘,I ir;it-COl sekans Ga (72)
Elazig Koyun (4), Sigir (4) 25 rRNA'PgnF;’I i’;‘it'cm sekans G3 (81)
Elazig Koyun (3), Sigir (1) 125 rRNA'PgnF;’"';t'Cm sekans 1 g3 (51)
. Koyun(31), Sigir 125 rRNA-PCR, nad1, mt-CO1
Elang (38) sekans analizi E.gs.s. (G1) (82)
Malatya Insan (53) mt-CO1, PCR sekans analizi G1-G3 (83)
Elazig Sigir (40) mt-CO1, PCR sekans analizi G1-G3, G6/G7 (84)
Elang Sigir (6(?9’)K°y‘m mt-CO1, PCR sekans analizi ~ G1-G3, G6/G7  (85)
Elazig Sigir (60) mt-CO1, PCR sekans analizi G1, G3 (86)
Elazig Insan (17) mt-CO1, PCR sekans analizi ~ G1-G3, G6/G7 (87)
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3.13. Echinococcus granulosus’ta microRNA Calismalari

Echinococcus granulosus genotiplerinin, belirli bir ara konakta fertil Kistler
olusturabildigi, ancak bazi suglarin spesifik olmayan konaklara da bulasabildigi,
¢ogunlukla bu konaklarda steril kistler olusturdugu bildirilmektedir (88). E.
granulosus s.s. koyunlarda ¢ogunlukla fertil kist olustururken, sigir, domuz, kegi,
deve ve insanlarda kist fertilitesinin koyunlara gore daha diisiik oranlarda oldugu
belirlenmistir (89). Yine E. canadensis (G7 genotipi) daha ¢ok domuzlardan izole
edilmekle birlikte insanlarda da izole edilmis ve siklikla kistlerin beyinde gelistigi
gozlemlenmistir (88-90). Tim bu o6zellikler E. granulosus s.l.’nun gelisim
stireglerini anlamak agisindan Onemlidir. KE hastaliginin kontrolii igin yeni
stratejilerin olusturulmasinda bu bilgilerin degerli olabilecegi diisliniilmektedir
(92).

E. granulosus’ta konak ve parazitin birlikte yasamasinin altinda yatan
mekanizmalar hala belirsizligini korumaktadir. Son 30 yildaki deneysel
caligmalarin ¢ogunlugu, parazitlerin konaklarindaki hayatta kalma stratejilerini
belirlemeye yoneliktir (92). E. granulosus ve diger ilgili parazitlerin gelisiminde
yer alan mekanizmalara 1s1ik tutabilecek en yeni yaklasim small RNA'lar olup,
ozellikle mikroRNA’lar tarafindan gen ekspresyonunun diizenlenmesi, bu
konudaki giincel yaklasimlar olarak goriilmektedir (93).

Echinococcus spp. genomunun yaklasik %10-14'{inii protein kodlayan
genler (exon) olustururken, diger genler non-coding (intron) RNA’lar olarak
kopyalanirlar (94; 95). Non-coding RNA’lar molekiiler agirliklarina gore iki tipte
siniflandirilmaktadir. Bunlardan birincisi miRNA’lar, ortalama 18-24 niikleotid

uzunlugunda olup, bu kisa RNA'larin uzunlugu <200 nt'dir. Digeri ise 200 nt'den
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daha uzun olan kodlayici olmayan RNA'lar (Long non-coding RNAs- LncRNA)’dir
(96; 97). Daha oOnce yapilan galismalar, non-coding RNA'larin Okaryotlarda
fizyolojik ve patolojik siire¢lerde 6nemli roller oynadigini gostermistir (98).
miRNA’lar ve LncRNA’larm, E. granulosus, E. multilocularis ve E. canadensis
gibi tiirlerde de bulundugu bildirilmistir (99).

miRNA’lar protein translasyonunu inhibe ederek veya hedef transkriptlerin
stabilitesini bozarak gen ekspresyonunu post-transkripsiyonel olarak diizenleyen
kiiciik (18-24 nt) kodlayici olmayan (non-coding) RNA'lardir (100). miRNA’larin
konakgi-patojen etkilesimi ve konake¢i bagisiklik tepkilerinin mikroorganizmalara
kars1 aktif bir rolii oldugu belirlenmistir (101). miRNAlar, hematopoez, bagisiklik
yanit1 ve inflamasyonda 6nemli bir rol oynamaktadir. Son yillarda miRNA’larin,
cesitli fare modellerinde hem dogustan hem de uyarlanabilir bagisiklik tepkilerinin
onemli diizenleyicileri olarak islev gordiikleri saptanmistir (102-104). Ayrica
maligniteler ve bagisiklik yaniti ile iligkili hastaliklar olmak {izere bir¢ok hastaligin
patogenezinde de rol almaktadirlar (105; 106). Son ¢alismalar, hem parazit hem de
konak kokenli dolasimdaki miRNA’larin, helmint enfeksiyonlari olan insanlarin ve
hayvanlarin kaninda veya sivilarinda belirlendigini gostermistir (107). Bu nedenle,
parazit enfeksiyonunun veya ilgili hastaliklarin erken tanisi i¢in potansiyel biyo-
belirtegler olarak goriilmektedirler (108). Echinococcus tiirlerinde tanimlanan
miRNA’larin, konak-parazit etkilesimindeki rolleri ve gelecekteki potansiyel tani
amacli hedef kullanimlar1 agisindan 6nemli olacagi bildirilmektedir (109; 110).

miRNA’lar, hem hayvanlarda hem de bitkilerde hemen hemen tiim hiicresel
sinyal yolaklarinin transkripsiyon sonrasi regiilasyonunda yer alan kiiciik fakat

giiclii, diizenleyici RNA'lardir (80). Yaklasik 2 ile 7 niikleotid arasinda uzunluga
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sahip olan miRNA'nin dizisi, hedef ¢ifti tamamlayiciligi yoluyla hedef
mRNA’larin, LncRNA'larin ve dairesel RNA'larin (Circular RNA-CircRNA)
taninmasi i¢in en 6nemli bolge olarak tanimlanmustir (111; 112). Echinococcus
tirlerinde yaygin olarak eksprese edilen birtakim miRNA’lar tanimlanmistir (113).
Parazit bagirsaga ulastiginda, parazitin ortolog proteinleri ve miRNA’lar1, konak
hiicrelerine transfer edilmekte ve burada parazitik formlar1 iiretmek igin
adaptasyona ugramaktadirlar (114-116). Bu nedenle miRNA’larin, helmint-konak
etkilesimi ile ilgili anahtar diizenleyici faktorler olabilecegi belirtilmektedir (107).
Interjenik miRNA'larmn transkripsiyonu, orijinal genlerin farkli hiicre tiplerinde,
dokularda, gelisim evrelerinde genisleyen hedeflere tercih edilmesine baghdir ve
parazitlerdeki ana biyofonksiyonel yollardan biridir. Bu goézlemler, miRNA'larin
Echinococcus spp. ve KE’de 6nemli oldugunu ve bu nedenle tan1 veya tedavi
hedefleri olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir (99).

LncRNAlar, circRNA’lar ve miRNA’larin hiicredeki mekanizmalari kisaca
sOyle 6zetlenebilir:

1. LncRNA: LncRNA’lar, siRNA’lar (small interfering RNAs), miRNA’lar
ve Piwi-interacting RNAs (piRNAs)’in kaynagi gibi hizmet ederek, polipeptidlere
dontstiiriiliir, bu sayede LncRNA’lar sinyal molekiilleri, tuzaklari, kilavuzlar1 ve
yap1 iskeletleri gibi hareket ederek sitoplazmada 6nemli biyolojik roller oynarlar
(112).

2. CircRNA: circRNA’lar genomik DNA'dan kopyalanir ve ¢ok sayida
biyolojik islevi yerine getirmek i¢in sitoplazmaya taginir. circRNA’lar, tiiretilmis
pseudogenlerin, sponge proteinlerinin  ve  miRNA’larin  polipeptitlere

dontistiiriilmesini saglar (117).
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3. miRNA: pre-miRNA, ¢ift sarmalli bir RNA hairpin ve ¢ekirdekte bir
stem-loop yapisi ile genomik DNA'dan kopyalanir (100; 118). Olgun miRNA,;
miRNA, Dicer, AGO (RNA-binding protein Argonaute - RNA baglayici protein
Argonaute) ve TRBP (TAR-RNA-binding protein - TAR-RNA baglayici protein)
etkilerinin sonucu olarak, RISC’e (RNA-induced silencing complex- RNA
kaynakli susturucu kompleksi) yiiklenebilir (119). LncRNA’lar, mRNA’lar,
circRNA’lar ve psoddogenlerin c¢evrilmemis bolgelerindeki komplementer
sekanslari, mRNA ve miRNA bdliinmesinin translasyonel baskisi ve degradasyonu
ile sonuclanan miRNA’lara rekabetci bir sekilde (Competing endogenous RNA
(CeRNA) baglanabilirler (119).

Genellikle intergenik bolgede bulunan miRNA genleri, RNA polimeraz I1
tarafindan birincil miRNA’lar (pri-miRNAs) adi verilen yapilarina kopyalanir.
Hiicre ¢ekirdeginde Drosha ve Pasha tarafindan prekiirsor miRNA’lara (pre-
miRNA) islenir. Hiicre ¢ekirdeginden sitoplazmaya disa aktarilmasindan sonra,
diger kofaktorlerle birlikte Dicer islemesinden dolay1 ~22 nt uzunlugunda dupleks
yap1 olusur. Olgun miRNA’lar, hedef mRNA'larin 3' ucundaki Untranslated region
bolgesindeki seed dizilerini tanir ve hedef mRNA'larin translasyonel
baskilanmasina veya mRNA degredasyonuna neden olur (119).

Echinococcus spp. tiirlerinin gelisimi ve parazitliginde onemli roller
oynayabilecegi diisiiniilen yiiksek oranda korunmus 87 adet miRNA bildirilmistir
(93; 120). Bugiine kadar Echinococcus etkenlerinde tanimlanan ve aday olan

miRNA’lara ait bildirimler Tablo 3’te 6zetlenmistir.
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Tablo 3. Echinococcus spp.'de eksprese olan miRNA’lar (99).

Tiir Doku Konak Genotip Tammlanan miRNA’lar Teknoloji Ulke
Protoskoleks Domuz karaciger, Sigir akciger Gl 34 korunmus ve 4 yeni miRNA aday1
miR-125, miR-2, miR-71, miR-9, miR-10, let-7 ve miR-
Protoskoleks Domuz G7
277
miR-125, miR-2, miR-71, miR-9, miR-10, let-7 ve miR- ianti
Protoskoleks Koyun G1 Sanger Arjantin ve
277 Uruguay
Germinal membran Fare Gl miR-2, miR-71, miR-9, miR-10, let-7 ve miR-277
w
§ Pre-mikrokistler Domuz karaciger, Sigir akciger G7 miR-125, miR-2
=]
E Mikrokistler Domuz karaciger, Sigir akciger G7 miR-71
(=]
wi ) - L Illumina HiSeq TM .
Protoskoleks Koyun karaciger - 109 bilinen ve 260 yeni miRNA 250 Cin
Kist membrani Koyun karaciger - 46 bilinen miRNA ve 92 yeni olgun miRNA
Protoskoleks Koyun karaciger - 45 bilinen miRNA ve 91 yeni olgun miRNA lumina Genome
Cin
Eriskin parazit Kopek 45 bilinen miRNA ve 103 yeni olgun miRNA Analyzer Il
Protoskoleks Koyun karaciger Gl 36 miRNA
" Protoskoleks Domuz karaciger 35 miRNA
'3
S Kist duvari Domuz karaciger 35 miRNA Illumina Genome
2 G7 Cin
S Analyzer Il
u‘j Kist duvari Domuz karaciger 42 miRNA
) . small RNA L
= Metasestod Disi fare - . Arjantin
K sequencing
3
2
= . Selforganizing
2 Metasestod Makak - 24 miRNA . Almanya
0 map analysis
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E. granulosus s.s.’nun bilinen korunmus 76 miRNA's1 arasinda en yiiksek
ekspresyon seviyelerine miR-2, miR-71 ve miR-125 sahiptir (93; 120). Ilging bir
sekilde, miR-124b ve miR-87 ekspresyon seviyeleri, olgun miRNA'lardan daha
yiiksektir, bu da gelisme sirasinda efektor olarak hareket ettiklerini ve karsilik gelen
miRNA'larn tiirevlerinin iki farkl diizenleyici small RNA {irettigini gostermekte
ve buna ek olarak miRNA’larin doku ve faza 6zgii ekspresyon sergiledigine isaret
etmektedir (93).

miR-277, let-7, miR-71, miR-10, miR-2 ve miR-9, G1 ve G7 genotipinin
sekonder kist hidatik kist duvarlarinda ve protoskolekslerinde spesifik olarak
eksprese edilirken, miR-125 sadece protoskolekslerde ve pre-microcystlerde
saptanmustir. Ek olarak, ti¢ miRNA’nin (let-7, miR-71 ve miR-2) protoskolekslerde
yiiksek seviyelerde eksprese edildigi bildirilmistir (93). let-7’nin, protoskoleks ve
kist duvarinda, E. granulosus'un iki yonlii gelisim yetenekleri ile iliskili olabilen
onemli Olgiide artan bir ckspresyon sergiledigi belirtilmistir (120). Ayrica,
benzimidazoliin in-vitro maruziyetinde E. granulosus miRNA’larindan let-7 ve
miR-61 ekspresyon diizeylerinin mikrokist asamasinda énemli 6l¢iide etkilendigi;
bununla birlikte, bu miRNA’larin ekspresyonunun, diger gelisim evrelerinde
albendazol siilfoksite yanit olarak farkli degisiklikler sergiledigi bildirilmistir
(121).

Echinococcus tiirlerinde yiiksek oranda eksprese edilen, ancak omurgali
konakta eksprese edilmeyen miRNA’lar, konak homolog miRNA’larindan sapmis
olabilir. Ornegin, bantam, miR-71 ve miR-277"ye spesifik diagnostik markerlar,
miidahale stratejileri i¢in aday hedefler olarak degerlendirilebilir (110).

Yiiksek verimli sekanslama ve miRNA microarray analizleri, dogal
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konaklarda ve hayvan modellerindeki var olan parazit enfeksiyonu sirasinda, ilgili
hiicrelerde, dokularda ve kanda patojen challenge’larina kars1 konak yanitlarinda
miRNA’lar tanimlanmistir (95; 122; 123). Son yapilan ¢alismalar, miRNA ve
LncRNA’lar dahil olmak iizere dolasimda olan non-coding RNA’larin, E.
granulosus ve E. multilocularis ile enfekte olmus konaklarin kaninda stabil olarak
tespit edilebildigini gostermistir (122-124). Dolasimdaki bu non-coding RNA’larin,
konak-parazit etkilesimi, gelisimi ve biiyiimesindeki rollerinin anlasilmasina
yarayabilecegi, potansiyel olarak tani hedefleri ve terapotik adaylar olarak hizmet
edebilecegi ileri siiriilmiistiir (99).

miRNA ve LncRNA profilleri, konak E. granulosus ile enfekte oldugunda
degismektedir. Ara konagin bagirsagi, Echinococcus spp. yumurtalarina karsi
konak savunmasinin ilk diren¢ noktasi olarak siirecin ayrilmaz bir pargasidir.
Nitekim KE’e direngli koyunlarda, KE’e direngli olmayan koyunlara goére, dzellikle
miR-27a, miR-542-5p, miR-671, miR-134-5p, miR-21-3p ve miR-26b’nin 6nemli
oOlglide daha yiiksek oranlarda eksprese edildigi bildirilmistir (125). Dolayisiyla,
KE’e direngli olan ve olmayan koyunlarda bulunan miRNA’larin ekspresyonunun,
bagirsak dokusunun E. granulosus yumurtalarina yanitinda anahtar olabilecegi
bildirilmistir (99).

E. granulosus s.l. genotip ve/veya tiirlerinin belirlenmesi KE kontrolii ve
epidemiyolojisi bakimindan biiyiik 6nem arz etmektedir. Nikleik asit
sekanslarindaki farkliliklar, E. granulosus s.l.’nun tiir i¢i varyasyonlarini
olusturmakta, parazitin yasam dongiisiinii, gelisim hizini, konak 6zgiilliiglinii, gecis
dinamiklerini, patojenitesini, kemoterapotik ajanlara duyarliligini ve antijenitesi ile

birlikte, hastaligin kontrol ve epidemiyolojisini de etkileyebilmektedir (31; 126).
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Aktif ve inaktif KE oldugu ¢esitli analizlerle tespit edilen insanlarin
periferal kaninda lenfositlerin ve diger bagisiklik hiicrelerinin igleviyle ilgili 84 adet
miRNA'nin ekspresyon profillerini arastirmak amaciyla, miRNA PCR array
teknolojisi kullanarak bir ¢alisma gerceklestirilmistir. Bu amagla, 10 aktif (KE3b
asamasi) ve 10 inaktif (KE4-KES asamasi) kisti olan 20 hastadan kan 6rnekleri
alinmistir. Alinan kan orneklerinden total miRNA ekstraksiyonu yapilmis, elde
edilen RNA’lara RT-PCR yontemi uygulanarak RNA oOrnekleri ¢cDNA’ya
dontistiiriilmiistiir. Sonrasinda cDNA o6rneklerine miRNA PCR array testi
uygulanmistir. Aktif kistleri olan hastalarda, sekiz adet miRNA'nin (let-7g-5p, let-
7a-5p, miR-26a-5p, miR-223-3p, miR-26b-5p, miR-195-5p, MiR-16-5p ve miR-
30c-5p) aktif olmayan hastalar ile karsilastirildiginda daha yiiksek seviyede
eksprese oldugu tespit edilmistir. Aktif kistleri olan hastalarda bu miRNA'larin
yiiksek ekspresyonunun tespit edilmesinin, konak bagisiklik yanitinda bu
miRNA’larin enfeksiyona karsi spesifik rollerinin oldugunu gosterir bir kanit
olabilecegi disiiniilmistiir (92).

Insanlarda AE ve KE hastalarinda bagisiklik sistemini olusturan T ve B
hiicrelerini aktive eden miRNA profilini aragtirmak i¢in yapilan bir ¢alismada, Kilis
Devlet Hastanesi Patoloji Laboratuvari'nda AE ve KE’li hastalardan toplam 50
karaciger dokusu &rnegi materyal olarak kullanilmistir. miRNA’lari, 2744¢
degerleri i¢inde istatistiksel olarak hesaplanan nicel bir Real Time PCR reaksiyonu
ile analiz edilmis ve miRNA’lar arasindaki kat degisiklikleri, P< 0.05'in anlamli
oldugu kabul edilen Welch T testi ile degerlendirilmistir. Yirmi bes adet
miRNA’nin (let-7a-5p, let-7c, let-7e-5p, miR-15b-5p, miR-223-3p, MiR16, miR-

17-5p, miR-23a-5p, miR-24-3p, miR-30c-5p, miR-25-3p, miR-26a-3p, miR-26b-
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3p, miR-29b-3p, MiR-98-5p, miR-29¢-3p, miR-30a-5p, MmiR-30b-5p, MmiR-30d-5p,
miR-222-3p miR-30e-5p, MiR-142-5p, miR-106b-5p, miR-125b-5p ve miR-101-
3p) AE ve KE olan hastalardaki ekspresyon diizeylerinin, kontrol gruplarina gore
asag1 regiile oldugu saptanmustir. On iki adet miRNA’nin (miR-15a-5p, miR-21-
5p, miR-27a-3p, miR-29a-3p, miR-365-3p, miR-146a-5p, miR-181a-5p, miR-
181b-5p, miR-181d, miR-214-3p, miR-195-5p ve miR-181c-5p) ekspresyon
diizeylerinin ise AE ve KE hastalarinda, saglikl kisilere gére yukar1 yonlii regiile
oldugu bildirilmistir. Bu ¢alisma ile hem AE hem de KE’in progresyonunun T ve
B hiicre aktiviteleri ile iligkili oldugu sonucuna varilmstir (127).

Helmintlerin genetik yapist ve miRNA profilinin, albendazol siilfoksite
tepkilerini etkiledigi bilinmektedir. E. granulosus'un monofazik ve difazik
ortamlarda in-vitro olarak kiltiirlemis farkli gelisim evrelerinde miRNA'larin
ekspresyon diizeyleri arastirilmistir. Albendazol siilfoksite maruz kalan, hem
albendazol siilfoksit ile tedavi edilen hem de kontrol grubu parazitlerde miRNA’lar,
mikrokistlerden, saglam protoskolekslerden, bir ve ii¢c segmentli strobilasyona
ugramis eriskin parazitlerden ekstrakte edilmistir. let-7 ve miR-61'in ekspresyon
seviyesi, her asama i¢in Quantitative Reverse Transcription PCR (RT-qPCR)
kullanilarak degerlendirilmistir. Farkli ilag konsantrasyonlarinda hem let-7 hem de
mMiR-61'in anlamli farkli ekspresyon diizeyi gosterdigi belirlenmistir. Albendazol
stilfoksite maruz birakilan E. granulosus'un strobilasyona ugramis ve metasestod
evreleri arasinda let-7 ekspresyonunda 6nemli bir fark oldugu belirlenmistir.
Albendazol siilfoksit (1000 ug/ml) uygulanan protoskolekslerde, let-7 ekspresyonu
onemli 6l¢iide azalma gosterirken, ayni gruptaki eriskin parazitlerde bu miRNA’ nin

daha yiiksek seviyelerde ekspresyon gosterdigi kaydedilmistir. Farkli ilag
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konsantrasyonlarina maruz birakilan mikrokistlerde, miR-61 ekspresyonunda
onemli bir azalma goriildiigii, ayrica, bir segmentli strobilasyona ugramis eriskin
parazitlerde ve protoskolekslerde miR-61 ekspresyonunda 6nemli bir artis tespit
edilmistir. Yiiksek ilag konsantrasyonu veya protoskolekslerin albendazol
siilfoksite uzun siireli maruz kalmasi sonucu, kontrol grubuna kiyasla 6nemli 6l¢iide
daha yiiksek miR-61 ekspresyonu saptanmistir. Arastirmacilar, in-Vitro
benzimidazol maruziyeti altinda E. granulosus let-7 ve miR-61 miRNA'sinin
ekspresyon diizeylerinin mikrokist agsamasinda Onemli Olgiide etkilendigini
belirtmistir. Bu ¢alismanin, platihelmintlerde benzimidazoliin miRNA ekspresyonu
tizerinde etkilerinin olduguna dair ilk kanit oldugu bildirilmektedir (121).

Alveolar EKinokokkozise sebep olan E. multilocularis 'in miRNA'larinin in-
vitro metasestod gelisimi boyunca ekspresyon profillerini arastirmak amaciyla
yapilan bir calismada, miR-71'in spatial ekspresyonu belirlenmis ve miRNA
hedefleri tahmin edilmistir. E. multilocularis 'in farkli 6rneklerinden kiigiik cDNA
kiitiiphaneleri sekanslanmis, E. multilocularis teki 37 miRNA'nin ekspresyonunun
incelenmesi neticesinde, miR-71 gibi bazi miRNA’larin konakta bulunmadigi
dogrulanmistir. Analiz edilen tiim yasam dongiisii asamalarinda yliksek oranda
eksprese edilen birkag miRNA’nin oldugu, miRNA’larin ¢ogunun ¢ok diisiik
diizeyde eksprese oldugu belirlenmistir. En yiiksek diizeyde ekspresyon diizeyi
tespit edilen miRNA'larin, miR-71, miR-9, let-7, miR-1, miR-4989 ve miR-10
oldugu bildirilmistir. Bu miRNA'larin, diger Taenia tiirlerinde de yiiksek diizeyde
ekspresyon gostermesi, miRNA’larin parazitin gelisim, hayatta kalma veya konak-
parazit etkilesiminde dnemli rollerinin olabilecegi hipotezini giindeme getirmistir.

miR-71'in in-vitro kiiltirlenmis E. multilocularis metasestodlarinda germinatif
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hiicrelerde ve germinal tabakanin diger hiicre tiplerinde eksprese edildigi
belirlenmistir. E. multilocularis miRNA'larinin, metasestod gelisimi boyunca,
ekspresyon analizleri ve tahmin edilen hedeflerinin in silico fonksiyonel analizleri
ile birlikte, AE’nin tedavisi ve Kkontrolii igin segici terapOtik hedeflerin
belirlenmesine yardimci olabilecegi ileri siiriilmiistiir (128).

Orsten ve ark. (129), abdominal ultrasonografi incelemesi ile KE (12 aktif,
8 inaktif) tanis1 konulmus, 20 insan 6rneginde, insan tiirevli miRNA’larin profilini
belirlemek amaciyla bir calisma gerceklestirmislerdir. Bu amacla KE’li 20 bireyi
calisma grubu olarak 3 saglikli bireyi de kontrol grubu olarak arastirmaya dahil
etmislerdir. KE’li hastalardan ve saglikli kontrol bireylerinden aldiklari serum
orneklerinde, miRNA ekspresyon profillerini, miScript miRNA HC PCR Array
teknigi ile incelemislerdir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, aktif KE teshisi
konulan hastalarda hsa-miR-4659a-5p, hsa-miR-4518, hsa-miR-3977, hsa-miR-
4692, hsa-miR-181b-3p ve hsa-miR-4491 miRNA’larinin, inaktif KE teshisi
konulan hastalarda ise hsa-miR-4687-5p miRNA’sinin asagi yonlii regiile oldugunu
tespit etmislerdir (p<0.05). miRNA’larin, hiicre proliferasyonu, apoptoz, hiicre
etkilesimleri gibi patolojik siireglerle iliskili olabilecegini 6ne stirmiislerdir (129).

Mahami-Oskouei ve ark. (130), KE teshisi koyulmus insanlarda, insan
tiirevli miR-146a ve miR-155 miRNA’larinin ekspresyon diizeylerini belirlemek
i¢in gergeklestirdikleri bir ¢aligmada, KE ile enfekte 20 hastadan ve kontrol grubu
olarakda 20 saglikli bireyden plazma 6rnekleri almiglardir. Bu 6rneklerde, qRT-
PCR analizleri ile miR-146a ve miR-155"in ekspresyon seviyelerini
arastirmiglardir. Kontrol grubuna kiyasla KE’li tiim hastalarda miR-146a’nin ve

miR-155’in ekspresyon seviyesinin arttigi tespit edilmis, fakat miR-155’in
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ekspresyon seviyesindeki artis ile ilgili ¢alisma ve kontrol grubu arasinda bir
korelasyon tespit edilememistir. Plazmadaki miR-146a ve miR-155’in yukar1 yonlii
reglilasyonunun KE i¢in yeni bir biyobelirte¢ adayi olabilecegi belirtilmistir (130).

Interjenik miRNA’larin transkripsiyonu, orijinal genlerin farkli hiicre
tiplerinde ve dokularda gelisim evrelerinde genisleyen hedeflere tercih edilmesine
bagli olup, parazitlerdeki ana biyofonksiyonel yollardan biridir. Bu goézlemler,
miRNA'larin Echinococcus spp. ve KE’de 6nemli oldugunu ve bu nedenle teshis
veya tedavi hedefleri olarak kullanilabilecegini disiindiirmektedir (99). Farkli ara
konaklarda (sigir ve koyun), haplotip farkliliklarinin belirlenerek, farkli kist
yapilarinda (germinal membran ve/veya protoskoleks) miRNA ekspresyon
seviyelerinin belirlenmesine yonelik ¢calismalar ¢ok sinirli sayidadir. mir-71 Nemo-
like kinase gen bolgesini hedef almakta olup, protoskoleks gelisimine dahil olmakta
ve Echinococcus tiirlerinde konak makrofaj fonksiyonlarini diizenlemektedir (131;
123). Dolayisiyla mir-71’in  protoskolekslerdeki ekspresyon seviyesinin
belirlenmesi  6nemlidir. mir-7 ise ECANG7_04919, ECANG7_00818 ve
ECANG?7 03238 gen bolgelerini hedef almakta ve Echinococcus tiirlerinin
gelisimsel morfogenezisinde potansiyel bir roliiniin oldugu bilinmektedir (113).
Ote yandan mir-96, ECANG7_06901 gen bolgesini hedef almakta ve islevi tam
olarak bilinmemekte olup 6zellikle protoskoleks asamasinda yiiksek bir ekspresyon
seviyesine sahip oldugu ifade edilmektedir (113).

Bu ¢alismada, E. granulosus’un morfolojik degisiminde 6nemli rol oynadigi
diisliniilen parazit tiirevli egr-mir-7, egr-mir-71 ve egr-mir-96 miRNA profillerinin

farkli ara konaklardaki (s18ir ve koyun), farkli kist yapilarindaki (germinal
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membran/protoskoleks) varligi, ekspresyon diizeyleri ve haplotipler arasindaki
iliskisinin arastirilmas1 amac¢lanmastir.
Boylelikle;

1. E. granulosus’un sigir ve koyun izolatlar1 igerisindeki genetik
polimorfizminin PCR ve sekans analizleri ile belirlenerek tiirlerin tespit
edilmesi,

2.  Bu izolatlarda, parazit tiirevli egr-miR-7, egr-mir-71 ve egr-miR-96
miRNA’larinin gen ekspresyon diizeylerinin Real Time RT-gPCR
analizleri ile belirlenmesi,

3. Buizolatlardaki germinal membran ve/veya protoskolekslerdeki parazit
tirevli egr-miR-7, egr-mir-71 ve egr-miR-96 miRNA’larinin gen
ekspresyon diizeylerinin Real Time RT-gPCR analizleri ile
belirlenmesi,

4. miRNA’larin farkli kist yapilarindaki, farkli ara konaklardaki, farkli
haplotiplerdeki profilleri ve ekspresyon diizeyleri ile bunlarin tir ve
haplotiplerle iliskisinin arastirilmasi, fertil ve steril kist olusumunda
miRNA’larin roliiniin olup olmadig1 hakkinda bilgi sahibi olunmasi

amaclanmustir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Materyal

4.1.1. Hidatik Kist Orneklerinin Toplanmasi

Calisma materyalini olusturan hidatik kist 6rnekleri, Elazig ilindeki 6zel bir
kesimhaneden Mart 2021 - Mart 2022 tarihleri arasinda 41 sigir ve 41 koyun olmak
tizere toplam 82 enfekte hayvandan toplandi. Bu amagla kesimi takiben her bir
hayvanin organlari hidatik kist yoniinden, inspeksiyon ve palpasyon yontemiyle
muayene edildi. Steril bir bistiiri yardimiyla kistlere genis bir alandan kesit
yapilarak, kistler doku ve organlardan ayrildi. Her bir kist ayr1 ayr1 plastik kaplara
alindi1 ve soguk zincir sartlarinda muhafaza edilerek laboratuvara ulastirildi.
Laboratuvarda steril 20 ml’lik siringa ile kistlerden kist s1vis1 aspire edilerek, steril
15 ml’lik falkon tiiplere aktarildi. Kist sivilar1 4000 rpm de 5 dk santrifiij edilerek
siipernatant kism1 atildi. Olusan ¢okelti 1,5 ml’lik eppendorf tiiplere aktarildi. Kist
sivist ¢okeltisi pastor pipeti yardimiyla lam {izerine alindi ve lamel kapatilip
protoskolekslerin varligi ve fertilitesinin degerlendirilmesi agisindan mikroskobik
olarak incelendi.

Es zamanl olarak her bir hayvan i¢in kist dokusundan pens yardimiyla
germinal membran yapilart ayrildi ve kiigiik bir parca alinarak 1,5 ml’lik eppendorf
tiiplere aktarildi. Hem protoskoleks, hem de germinal membran 6rneklerini doku
artiklarindan arindirmak igin, 6rnekler tizerine 1XPBS (phosphate-buffered saline)
(pH=7.4) soliisyonundan 600 pl eklenip, kisa bir vorteks yapildiktan sonra
maksimum hizda (14.000 rpm’de) 1 dk siireyle santrifiij edildi ve sonrasinda

siipernatant atildi. Bu islem 4-5 kez daha tekrarlandi. Son yikamanin ardindan PBS
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soliisyonu tamamen uzaklastirildiktan sonra eppendorf tiipler genomik DNA ve

RNA izolasyonlar1 i¢in kullanilincaya kadar -80 °C’de saklandi.

4.2. Genomik DNA Izolasyonu

Laboratuvarda -80 °C’de muhafaza edilen materyaller pens yardimiyla
alinip temiz bir lam iizerine konulduktan sonra steril bir bistiiri yardimiyla kii¢tik
parcalara ayrilarak 1,5 ml’lik eppendorf tiiplere aktarildi. Geri kalan kisim ise tekrar
-80 °C’de saklandi. Genomik DNA izolasyonu ticari bir kit (Hibrigen, MG-GDNA-
01-250 Tirkiye) kullanilarak gergeklestirildi. Eppendorf tiipler icerisindeki doku
orneklerinin tlizerine Kit i¢eriginde bulunan 500 pl soliisyon DHP tamponu eklendi
ve vorteks yardimi ile homojen olana kadar karigtirildi. Takiben, 20 pul Proteinase-
K (Hibrigen, 20 mg/ml) ve 120 ul DA tamponu ilave edilip, vortekslendikten sonra
1 gece 65 °C’de inkiibe edildi. Ertesi giin sicak su banyosundan c¢ikarilarak kit
protokoliine gore asagidaki basamaklar takip edildi:

e Eppendorf tiiplerdeki parazit materyali iizerine 120 ul DB tamponu ve

220 ul 6nceden sogutulmus (%96-100) ethanol eklendi ve vorteks
yapilarak karigtirildi. Takiben karisimin tamami, pipet yardimi ile 2
ml’lik toplama tiipii tizerindeki filtreli tiipe aktarildu.

e 12.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi ve toplama tiiptindeki s1v1 atild1.

e 500 pl DY tamponu filtreli tiipe eklendi ve 12.000 rpm’de 1 dakika

santrifiij edildi. Daha sonra toplama tiipiine siiziilen s1v1 atildi.

e Bir 6nceki adim tekrarlandi.

e Daha sonra toplama tiipii siiziilen sivi ile birlikte atildi, filtreli tiip ise

steril eppendorf tiip icine konularak membranin kurumas i¢in 12.000

34



rpm’de 3 dakika santrifiij edildi ve eppendorf tiip, i¢inde biriken siv1 ile
birlikte atildi.

e Filtreli tlipler temiz 1.5 ml’lik mikrosantriflij tiipiine alinip lizerine
onceden 60 °C’ye 1sitilmig 90 pl DE tamponu eklendi.

e (Oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi.

e 12.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilip spin kolon atildi.

e Eppendorf tiipiin i¢indeki eliisyon tamponunda genomik DNA (gDNA)

bulunmaktadir. Bu gDNA’lar kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi.

4.3. DNA Nanodrop Olgiimleri

Elde edilen genomik DNA’larin konsantrasyonu ve safligi, Nanodrop
cithazinda 260/280 nm absorbans degerlerinde Olc¢limler yapilarak belirlendi. Bu
Olclimlerde Ol¢limii yapilan DNA orneklerinin 260/280 oraninin yaklasik 1,8 ve
konsantrasyonun >25 ng/ul olmasi beklenmektedir. Bu degerlere yakin olmayan

DNA orneklerinde, gDNA izolasyonu tekrarlandi.

4.4, mt-CO1 Geninin PCR ile Cogaltilmasi

Calismada Tablo 4’de gosterilen E. granulosus s.I. mt-CO1 hedef genini

¢ogaltan primerler kullanildi (132).

Tablo 4. E. granulosus s.I. mt-CO1 gen bolgesinin ¢ogaltilmasinda kullanilan primer dizisi.

Hedef Primer Ad1 Primer Dizisi Ije?ef"PCR
Gen Uriinii (bp)
Forward-CO1 5’-TGAATTTGCCACGTTTGAATGC-3’
875 bp

mt-CO1 Reverse-CO1  5’-GAACCTAACGACATAACATAATGA-3’
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Orneklerin kesin tiir tayininin yapilabilmesi amaciyla E. granulosus s.l. mt-
COL1 gen bolgesine spesifik primerler, ticari Tag DNA Polymerase (Thermo —
EP0401) ve dNTP mix (Thermo - RO0241) kullanilarak PCR analizleri
gergeklestirildi. Toplam 50 pl’lik hacimde hazirlanan PCR karisimi i¢in ticari kit
protokolii takip edilerek Tablo 5’de belirtilen miktarlarda mastermiks karigimi

hazirlandi.

Tablo 5. E. granulosus s.I. mt-CO1 gen bolgesinin ¢ogaltilmasinda kullanilan PCR mastermiksi.

Soliisyon Ad1 Konsantrasyonu Miktar
PCR Taq buffer 10X 5ul
dNTP Mix 0.2 mM (her bir deoksiniikleotidden) 5ul
Forward Primer 20 pmol 2 ul
Reverse Primer 20 pmol 2 ul
MgCl, 25mM 2 ul
Template DNA >25ng/ul 4 ul
Taq DNA Polymerase 5 U/uL 0.25 ul
Nuclease Free Water - 29.75 ul
Toplam Hacim 50 ul

Pozitif kontrol olarak ¢alisma dncesi sekans analizi yaptirilmis ve pozitifligi
dogrulanmis E. granulosus s.l. 6rnegi, negatif kontrol olarak DNAse/RNAse
icermeyen su kullanildi.

Hazirlanan mastermiks karisimlarini igeren tiipler, PCR analizleri i¢in
thermal cycler cihazina konuldu. PCR cihazinda uygulanan thermal cycler dongiisii

Tablo 6°da gosterildigi sekilde uygulandi.
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Tablo 6. E. granulosus s.I. mt-CO1 geninin PCR analizinde kullanilan thermal cycler dongiisii.

PCR Asamasi Sicakhk Siire Tekrar
On denatiirasyon 94 °C 10 dakika 1
Denatiirasyon 94 °C 30 saniye

Annealing (Baglanma) 52°C 45 saniye 30
Extension (Uzama) 72 °C 1 dakika

Son uzama 72°C 10 dakika 1

4.5. PCR Uriinlerinin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi ve Dizilenmesi

PCR cihazindan alinan trtinler %1.4’liikk agaroz jelde elektroforez islemine
tabi tutuldu. Jel hazirlandiktan sonra, 10 pl PCR iiriinii, 6 pl yiikleme soliisyonu
(1/6 oraninda sulandirilmis, Dna Gel Loading Dye 6X; Thermo Scientific, R0611)
ile karigtirllarak jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Bandlarin molekiiler agirligini
belirlemek i¢in 100 bp’lik marker (100 bp DNA Ladder, Thermo Scientific,
SM0623) kullanildi. Elektroforez islemi, IXTAE tampon soliisyonu (Tris-asetat-
EDTA) kullanilarak jel tankinda 100 volt akimda 40 dakika siireyle gerceklestirildi
ve daha sonra tanktan c¢ikarilan jel, UV transilluminatérde bandlarin varlig
yoniinden incelendi. Hidatik kist izolatlar1 i¢in spesifik primerler ile band veren tim
mt-CO1 PCR friinleri ticari bir firmaya (BM Labosis, Ankara, Tiirkiye)

gonderilerek tek yonlii DNA dizi analizi yaptirildi.

4.6. mt-COL1 Geninin Dizi Analizi, Alignment ve Filogenetik Analiz

DNA dizilerinin goriintiilenmesi i¢in FinchTV 1.4.0 (Geospiza Inc., Seattle
Washington, ABD) (http://www.geospiza.com) kullanildi. Sekans uglari, "BLAST"
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) aramas1 kullanilarak daha 6nceden

yayinlanan sekanslar ile karsilastirilarak kirpildi. Kirpilan sekanslar daha sonra
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MEGA X programina yiiklendi (133). Hizalama, NCBI PubMed'de yaymlanmus E.
granulosus s.s. i¢in (NC 044548, MN787534, KX020400, MG808349 ve
MZ714555) ve E. canadensis i¢in (MH301007, KX510134, KXO010868,
AB777925, MK321260 ve MN340039) referans sekanslar kullanilarak uygulandi.
NCBI PubMed'de yayinlanan E. ortleppi (KX010903), E. equinus (AF346403), E.
multilocularis (AB777920) ve Taenia saginata (AB107246) sekanslar1 dis gruplar
olarak kullanildi. MEGA X programinda Maximum Likelihood methodu ile en
uygun filogenetik aga¢c modeli belirlendi ve bootstrap testi (1000 tekrar) ile agag

olusturuldu (133).

4.7. Haplotip Analizi

E. granulosus s.s. dizileri DnaSP 6'ya yiiklendi (134). Popiilasyon cesitliligi
endeksleri (haplotip sayilart (h), haplotip cesitliligi (Hd), niikleotid ¢esitliligi (x),
tarafsizlik endeksleri Tajima’nin D (135) ve Fu’s istatistikleri (136), Fu ve Li’nin
D ve F testleri (137), DnaSP 6 kullanilarak hesaplandi (134). DnaSP 6, kullanicinin
bir sonraki analiz i¢in ek bilgi eklemesine izin veren NEXUS gibi bir dizi ¢ikti
formati olusturmak i¢in kullanildi. Haplotip ag1 PopART-1.7 yazilimi araciligiyla
minimum aralik agacinda goriinen tiim kenarlari iceren MSN (Minimum Spanning

Networks) yontemi kullanilarak olusturuldu (138) (http://popart.otago.ac.nz).

4.8. Total RNA Izolasyonu

Germinal membran ve protoskolekslerdeki miRNA  proflerinin
arastirilabilmesi igin trizol ile RNA ekstraksiyon ydntemi uygulandi. izole edilen
total RNA 6rnekleri Nanodrop olgtimlerine tabi tutuldu, yiiksek kalite ve kantitede

RNA elde edildigi goriildii. Trizol (Hibrizol-MG-TRZ-01-100-Hibrigen)
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kullanilarak yapilan total RNA izolasyonu islemi asagida belirtilen sekilde

uygulandi.

Her 1 ml trizol igin 50-100 mg olacak sckilde germinal
membran/protoskoleks oOrnekleri ekstraksiyon islemine baslamadan
Once bistiiri yardimiyla pargalandi.

Ornekler 1,5 ml lik vida kapakli eppendorf tiiplere aktarildi.

Her tiip i¢erisine 3 mm ¢apinda cam boncuk ve 1 ml trizol soliisyonu
eklendikten sonra homojenizatdrde 5 dakika homojenizasyon yapildi.
Niikleoprotein komplekslerinin tamamen ayrismasi i¢in homojenize
edilmis numuneler 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
Tip igerisine 1 ml trizol reaktifi i¢in 0,2 ml kloroform ilave edildi.
Tiipler yliksek devirde vortekslendi.

Tiipler sogutmali santrifiijde 12.000 g'de, 4°C'de 15 dakika siire ile
santrifiij islemine tabi tutuldu.

Santriflij asamasindan sonra, tiip igerisindeki karisimin ti¢ faza ayrildig
gorildii. En istte bulunan renksiz ve sivi faz RNA igermektedir. En
uistteki RNA igeren seffaf ve sivi faz temiz bir tlipe aktarildi.

Tiip tizerine 0,5 ml izopropanol (her 1 ml trizol reaktifi igin) ilave
edildi.

Ornekler oda 1s1sinda 10 dakika inkubasyona birakildi.

Tipler sogutmali santrifiijde 12.000 g'de, 4°C'de, 10 dakika siireyle
santrifiij islemine tabi tutuldu.

Tiipiin tist kisminda bulunan siipernatant dikkatli bir sekilde dokiildii.

Tiip tizerine 1 ml %75’lik ethanol eklendi.
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* RNA’nmn ethanol igerisinde yikanmasi i¢in parmak hareketleri ile
hafif¢e vurularak karigmasi saglandi.

* Tiipler sogutmal1 santrifiijde 7.500 g'de, 4°C'de, 5 dakika siire ile
santrifiij islemine tabi tutuldu.

*  Tipte bulunan %75’lik ethanol dikkatli bir sekilde dokiildii.

* Ethanol ile yikama islemi tekrarlandi. Toplam iki kez ethanol ile
yikama iglemi yapildi.

*  Sogutmali santrifiijde RNA’nin ¢oktiiriilmesi i¢in, tiipler 4°C'de 7.500
g'de 5 dakika santrifiij edildi.

*  Tipte bulunan %75’lik ethanol dikkatli bir sekilde dokiildii.

* Tiiplin dip kismina ¢oktiiriilmiis olan RNA peleti, kabin igerisinde
tiiplerin kapaklar1 agik birakilarak kurutuldu.

*  Kurutulan tiipler igerisinde bulunan RNA peleti {izerine 50 ul RNAse
icermeyen su eklenerek pelet ¢ozdiiriildii.

* RNA peletinin tam olarak ¢oziinmesi i¢in tiipler, 70°C’lik su
banyosunda 10 dakika bekletildi.

»  Tiipler kisa siireli diisiik devirde vortekslendikten sonra RNA 6rneklert,

analizler yapilincaya kadar —80°C’de muhafaza edildi (139).

4.9. RNA Nanodrop Ol¢iimleri

Elde edilen RNA’larin kalite ve kantitesi, Nanodrop cihazinda 260/280 nm
absorbans degerlerinde Ol¢limler yapilarak belirlendi. Bu o6l¢iimlerde 6lgiimii
yapilan total RNA oOrneklerinin  260/280 degerinin yaklasitk 2 olmasi

beklenmektedir. Total RNA 6rneklerinin nanodrop dl¢timlerinde, 260/280 degeri
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2’ye yaklasik olmayan ve konsantrasyonlart >50 ng/ul sartlarin1 saglamayan

orneklerde total RNA izolasyonlar tekrarlandi.

4.10. Total RNA Konsantrasyonlarimmn RT-qPCR Analizleri I¢in

Standardizasyonu

Nanodrop cihazinda kalite ve kantite 6l¢timleri yapilan ve konsantrasyonlar1

50 ng/ul olarak ayarlanan Total RNA ornekleri RT reaksiyonunda kullanildi (92).

4.11. Reverse Transcription Stem Loop Primerler

miRNA’larin RT reaksiyonu sirasinda hedef genin uzatilarak komplementer
DNA’ya (cDNA) doniistiiriilmesi islemi i¢in stem loop primer teknigi kullanildi
(140). miRNA’lar ile ilgili bir database olan http://www.mirbase.org adresinden
arastirilmasi hedeflenen miRNA’lar ile ilgili sekanslar arastirildi, her bir miRNA
icin, sadece bir miRNA’ya spesifik stem loop primerler dizayn edildi. Stem loop
primer dizayninda, stem loop yapisindaki hedef miRNA’yr RT asamasinda
uzatacak kisim sabit olarak kalirken, stem loop yapmin u¢ kismindaki son 8
niikleotid hedef miRNA’lara spesifik olacak sekilde dizayn edildi. Hedef miRNA
sekansinin son 8 niikleotidinin komplementeri stem loop yapisinin son 8
niikleotidine spesifik olacak sekilde sentezlendi. Bu sayede arastirilmasi hedeflenen
miRNA genleri, Reverse Transcription asamasinda spesifik olarak RT stem loop
primerlerine baglanarak, ayn1 zamanda uzatilarak cDNA'ya her bir miRNA i¢in
spesifik olarak doniistiiriildii. Referans (house keeping) internal kontrol olan U6
geni icin RT primeri kullanildi. Ekspresyon diizeyleri arastirilan miRNA genlerine
ait RT stem loop primer ve U6 referans genine ait RT primer ve hedef miRNA

sekanslart Tablo 7° de gosterilmis olup, stem loop primer dizilerindeki hedef
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MiRNA’lara spesifik olan son 8 niikleotid ve hedef miRNA skanslarindaki son 8
niikletid kalin ve alt1 ¢izili olarak belirtilmistir.

Tablo 7. RT asamasinda kullanilan RT primer, RT stem loop primer ve miRNA sekanslari.

Hedef Gen RT ve RT Stem Loop Primer Dizileri Hedef miRNA Sekans1

ué
5’-CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAB-3’ Referans Gen
(House Keeping)

5’GAAAGAAGGCGAGGAGCAGATCGAGG
egr-miR-7 AAGAAGACCGAAGAATGTGCGTCTCGCC TGGAAGACTGGTGATATGTTGT
TTCTTTCACAACATA-3’

5’GAAAGAAGGCGAGGAGCAGATCGAGG
egr-miR-71  AAGAAGACCGAAGAATGTGCGTCTCGCC TGAAAGACGATGGTAGTGAGA
TTCTTTCTCTCACTA-3’

5’GAAAGAAGGCGAGGAGCAGATCGAGG
egr-miR-96  AAGAAGACCGAAGAATGTGCGTCTCGCC ATTGGCACTTTTGGAATTGTC
TTCTTTCGACAATTC-3’

4.12. Quantitative Reverse Transcription PCR (RT-gPCR) Mastermiks

ve Termal Dongii

RT reaksiyonu, her bir numune i¢in 250 ng total RNA olacak sekilde, ticari
TagMan™ MicroRNA Reverse Transcription Kit (Thermo-Catalog: 4366596)
kullanilarak mastermiks karigimlari her 6rnek, her miRNA ve referans U6 geni i¢in
ayr1 ayr tiiplerde toplam hacim 15 ul olacak sekilde kit protokolii uygulanarak
hazirlandi. Hedef miRNA’lar ve referans internal kontrol gen i¢in hazirlanan 6rnek

mastermiks karigimi Tablo 8’de belirtilmistir.
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Tablo 8. Hedef miRNA ve internal kontrol geni i¢in RT-gPCR mastermiksi.

Miktar
Soliisyon Ad1 Konsantrasyonu (Her bir 6rnek ve gen
i¢in)
dNTPs 100 mM 0.15 pl
MultiScribe™ ReverseTranscriptase 50 U/l 1l
Reverse Transcription Buffer 10X 1.50 pl
RNase Inhibitor 20 U/l 0.19 ul
Nuclease Free Water - 4.16 pl
Hedef Gen Primer 5 pmol 3ul
Ornek RNA 50 ng/ul 5ul
Toplam Hacim 15 nl

Her bir 6rnek, bir referans gen ve 3 miRNA olmak iizere 4 hedef gen icin 4
ayri tiipte Reverse Transcription qPCR analizlerine tabi tutuldu. Toplam 92 6rnek
icin (82 germinal membran ve 10 protoskoleks) 368 tiipte RT-qPCR analizi
gerceklestirildi. Mastermiks karisimlart buz {izerinde hazirlandiktan sonra

bekletilmeden thermal cycler cihazina aktarildi. RT-qPCR analizleri i¢in termal

dongii Tablo 9’da belirtildigi sekilde uygulandi.

Tablo 9. RT-qPCR Thermal Cycler Déngiisii.

PCR Asamasi Sicakhik Siire
o 16 °C 30 dakika
Reverse transcription .
42 °C 30 dakika
Stop reaction 85 °C 5 dakika
Hold 4°C o

4.13. miRNA Profili ve Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Hedef miRNA’larin profili ve ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi i¢in
miRNA database olan http://www.mirbase.org adresinden egr-miR-7, egr-miR-71
ve egr-miR-96 miRNA’larinin, diinya gen bankasi https://www.ncbi.nlm.nih.gov

/genbank adresinden de U6 referans house keeping internal kontrol geninin
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sekanslar1 ¢ikartildi. Cikartilan sekanslara gore Real Time PCR reaksiyonunda
kullanilacak olan forward primerler belirlendi. Ayn1 zamanda egr-miR-7, egr-miR-
71 ve egr-miR-96 miRNA ’lar1 i¢in tasarlanan stem loop yapisina tam uygun sekilde
oturacak, universal reverse primer sekanslari da belirlendi. Real Time PCR igin
kullanilan primer sekanslar1 Tablo 10’ da gosterildi.

Tablo 10. Real Time PCR primer sekanslari.

Hedef Gen Forward Primer Reverse/Universal Reverse Primer
U;fe(e;'ﬁ%s)e GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT  CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT
egr-miR-7 TGGAAGACTGGTGATATGTTGT

egr-miR-71 TGAAAGACGATGGTAGTGAGA CGAGGAAGAAGACGGAAGAAT
egr-miR-96 ATTGGCACTTTTGGAATTGTC

miRNA profili ve ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi icin her hedef
miRNA ve referans gen icin ayr1 ayr1 olmak {izere her bir 6rnek i¢in toplam dort
ayr1 gende ekspresyon diizeyleri arastirildi. Real Time PCR reaksiyonlart her 6rnek

ve her gen bolgesi i¢in ii¢ tekrarl olacak sekilde calisildi.

4.14. Real Time PCR

Real Time PCR reaksiyonu, her gen i¢in ayri ayr tiiplerde spesifik forward
ve reverse primerler ile ticari bir Sybr-Green kiti (A.B.T.™ 2X qPCR SYBR-Green
Mastermiks Cat: QO03-02-05) kullanilarak gergeklestirildi. Real Time PCR
analizlerinde optimal annealing 1sis1 hedef genlerin tamami ve referans house
keeping geni olan U6 igcin 60°C olarak belirlendi. Real Time PCR testinin
optimizasyonlar1 ve melting curve analizleri ile dogrulamasi yapildiktan sonra test

asamasina gecildi.
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Her 6rnek ve her gen bogesi icin ayr1 ayri tiiplerde karigimlar hazirlandi.

Hedef miRNA’lar ve referans internal kontrol gen i¢in hazirlanan 6rnek mastermiks

karigimi Tablo 11°de gosterildi.

Tablo 11. Hedef miRNA ve internal kontrol geni i¢in Real Time PCR mastermiksi.

Soliisyon Ad1 Konsantrasyonu (Her bir b.l\r/lntgirel gen icin)
gPCR SYBRGreen Mastermiks 2X 10 ul

ROX Dye 50X 0.4 ul

Hedef Gen Forward Primer 10 uM 1 pl

Hedef Gen Reverse Primer 10 uM 1 pl

Ornek (cDNA) - 1.2

Nuclease Free Water . 6.4 ul

Toplam Hacim 20 nl

Mastermiks karigimlart her 6rnek ve hedef dort gen icin ayr1 ayn tiiplerde

ti¢ tekrarli olacak sekilde hazirlandi. Hazirlanan karisimlar Real Time PCR cihazina

ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi igin konuldu. Real Time PCR cihazinda

Tablo 12’de belirtilen termal sicaklik dongii ve siireleri uygulandi.

Tablo 12. Real Time PCR termal déngii ve melting curve kosullar1.

PCR Asamasi Sicakhik Siire Tekrar
[k Denatiirasyon 95 °C 5 dakika 1
Denatiirasyon 95°C 30 saniye

Annealing (Okuma) 60 °C 30 saniye %0
Melting Curve 6595 °C 2-5 saniye/step 1

Yapilan tiim Real Time PCR reaksiyonlar1 melting curve analizleriyle

birlikte calisildi. Melting curve analizi sonrasinda erime egrilerinde problem olan

orneklerin Real Time PCR analizleri tekrarlandi. Yine Real Time PCR analizleri

gerceklestirildikten sonra melting curve egrileri ile birlikte her gen i¢in ti¢ tekrarh
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cycle threshold (Ct) degerleri de incelendi. Her gen i¢in ayr1 ayr1 olmak iizere ii¢
tekrarli Ct degerleri karsilastirildi. Ct degerinin degerlendirilmesi ve testin gegerli
olmasi i¢in, ii¢ tekrardan en az ikisinde, Ct degerleri arasindaki farkin <0.5 olmasi
sartt arandi. Ct degerleri arasindaki farkin 0.5 degerinden biiyiik oldugu goriilen
orneklerde Real Time PCR analizleri tekrarlandi. Dolayisiyla Real Time PCR
analizlerinde hem melting curve analizleriyle, hem de Ct degerinin analizleriyle iki

asamal1 bir kontrol sistemi uygulandi.

4.15. istatistiksel Analiz

miRNA profillerinin nispi ekspresyon diizeyleri 244t

yontemi kullanilarak
hesaplandi. Protoskoleks, germinal membran, haplotip farkliliklari, doku ve organ

farkliliklar1 arasindaki miRNA diizeylerinin kiyaslanmasi Mann-Whitney U non-

parametrik test kullanilarak degerlendirildi (141).
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5. BULGULAR

Bu ¢alisma siiresince 41’1 koyun, 41’1 s1g1ir olmak iizere toplamda 82 hidatik
kist 6rnegi toplandi. Her 6rnek igin fertilite muayenesi gergeklestirildi. Koyun
orjinli hidatik kist 6rneklerinden 10 6rnek fertil olarak tespit edildi ve fertil olan 10
hidatik kist 6rneginden protoskoleks ornekleri de alindi. Hidatik kist ile enfekte
sigir akciger ve karacigeri Sekil 1°de, fertil bir kistten elde edilen protoskoleksin
mikroskobik goriintiisii ise Sekil 2’de gosterildi. Hidatik kist izolatlarinin organ

lokasyonlari, alinan 6rnek ¢esidi ve fertilite durumu Tablo 13’deki gibidir.

Sekil 1. Mezbahaneden toplanan hidatik kistli organlarin goriiniimii.

A: Akciger, B: Karaciger
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Sekil 2. Koyun karaciger hidatik kistinden elde edilen protoskolekslerin mikroskobik goriintiisii
(X40).

Tablo 13. Hidatik kist izolatlarinin organ yerlesimleri.

Hayvan Tiirii Organ Ornek Tiirii Fertil / Steril Adet Toplam

Akciger Steril 36

Sigir Germinal membran 41
Karaciger Steril 5
Akciger Steril 18
Akciger Fertil 6

Karaciger ~ Germinal membran Steril 12 41
Koyun Karaciger Fertil 4
Dalak Steril 1
Akciger Fertil 6

Protoskoleks 10
Karaciger Fertil 4

5.1. mt-CO1 PCR Bulgulari

82 hidatik kist orneginin mt-CO1 gen bolgesi PCR ile ¢ogaltildi ve biitiin
orneklerde 875 bp biiyiikliigiinde band elde edildi (Sekil 3).
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Sekil 3. Sigir ve koyun izolatlarinin mt-CO1 gen bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi sonucunda olusan
bandlarin goriiniimii. M: DNA marker (100 bp), P: Pozitif kontrol, N: Negatif kontrol, 1: Ornek

izolat.

5.2. mt-CO1 Geninin Sekans Analiz Bulgular:

Biitiin PCR iirlinlerinin tek yonlii DNA dizi analizleri yaptirildi. FinchTV
1.4.0 (Geospiza Inc., Seattle Washington, ABD) (http://www.geospiza.com)’de
sekanslar incelendi ve hatali okumalar dendogramlar dogrultusunda diizeltildi.
Sekans wuglari, "BLAST" (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) aramasi
kullanilarak yayinlanan sekanslar ile karsilastirilarak kirpildi ve 792 bp’lik diziler
elde edildi. BLAST analizi sonucu 41 koyun ve 40 sigir izolatina ait sekanslarin
(ELZCO1-ELZC40, ELZS01-ELZS41) E. granulosus s.s. (Gl ve G3) bir sigir
sekansinin (ELZC41) ise E. canadensis (G6/7) oldugu belirlendi. Biitiin sekanslar
GenBank’ta kayit altina alind1 ve accession (kabul) numaralar1 kaydedildi (Tablo

14).
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Tablo 14. GenBank’ta kayit altina alinan sekanslara ait accession numaralari.

Izolat sayis1

(Adet) izolat adi Sekans boyutu Accession numarasi
40 ELZCO1-ELZC40 OP411032-0P411071
1 ELZC41 792 bp OP412301
41 ELZS01-ELZS41 OP412304-0P412344

5.2.1. Alignment Analiz Bulgular

BLAST analizi sonucunda en fazla sekans ile %100 benzer olan ve erisim

numarast “NC _044548” nolu referans sekans hizalama igleminde kullanildi.

Kirpma sonucu hatali okumalar elimine edildiginde giivenli aralik olarak belirlenen

792 bp biiyiikligiindeki mt-CO1 gen bolgesine ait sekans orneklerinin MEGA X

programi (133) ile hizalama islemleri gerceklestirildi. Hizalama islemi sonucunda

nokta mutasyonlart belirlendi ve referans dizi baz alinarak mutasyona ugramis

niikleotid pozisyonlar1 Tablo 15°de gosterildi.

50



Tablo 15. mt-CO1 geninin (792 bp) analiz edilen 29 haplotip arasinda niikleotid varyasyon pozisyonlari.

Niikleotid

pozisyonu 47 55 78 150 278 362 429 433 445 455 489 500 617 627 638 646 690 701 713 735 742 744 749 752 759 763

NC_044548
(Referans C A G C C C A C C C T C A T T T T G T T A A G T T T
sekans)

Hap01

Hap02 G T

Hap03 C

Hap04 T

Hap05 G

Hap06 T

Hap07 T T

Hap08 T T

Hap09 T T

Hap10 G

=

Hapl1l G

Hap12 T T

Hap13 T

Hap14 T

(elielle]

Hap15 T

=4[

Hap16 T

Hap17 T C

Hap18 T

Hap19 T T

Hap20 T T A

Hap21 T

Hap22 A

Hap23 cC G

Hap24 A A C

Hap25 T C

Hap26 C G T C

Hap27 T A

Hap28 A C C

Hap29 G
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5.2.2. Filogenetik Analiz Bulgulari

E. granulosus s.s. ve E. canadensis’e yonelik mt-CO1 gen bolgesinin
filogenetik analizleri igin BLAST analizi sonucunda benzerlik orami yiiksek
yayinlanmis referans sekanslar kullanildi. E. granulosus s.s. igin (NC_044548,
MN787534, KX020400, MG808349 ve MZ714555) ve E. canadensis i¢in
(MH301007, KX510134, KX010868, AB777925, MK321260 ve MN340039)
belirlenen referans sekans dizileri alindi. Dis grup sekans olarak E. ortleppi
(KX010903), E. equinus (AF346403), E. multilocularis (AB777920) ve Taenia
saginata (AB107246) kullanildi. “FASTA” formatinda indirilen tiim sekanslar
calisma ici sekanslar ile hizalama yapilarak uygun boyutlarda kirpildi ve MEGA X
programina yiiklendi (133). Sekanslara en uygun filogenetik aga¢ modeli
Hasegawa-Kishino-Yano model, Has Invariant Sites (HKY+I) olarak belirlendi ve
Maximum Likehood istatiksel metodu uygulanarak bootstrap testi (1000 tekrar) ile
filogenetik agac olusturuldu. mt-CO1 geninin 792 bp uzunlugundaki bir fragmanina
dayanan E. canadensis (G6/7) 6rneginin (n = 1) ve E. granulosus s.s. (G1 ve G3)
orneklerinin kendi arasinda belirlenen haplotip gruplarinin (Hap_01-29) filogenetik

agaci Sekil 4’de gosterildigi gibidir.
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Sekil 4. E. granulosus s.s. (G1 ve G3) ve E. canadensis (G6/7) izolatlarina ait filogenetik

agac. E. granulosus s.s. (Hap01-Hap29) ve E. canadensis ELZC41(OP412301) izolatlarina ait mt-
CO1 gen bolgesi sekanslar ile referans sekanslar (E. granulosus s.s. (NC_044548, MN787534,

1,000 bootstrap testi ile saglanmustir.

KX020400, MG808349 ve MZ714555) ve E. canadensis (MH301007, KX510134, KX010868,
AB777925, MK321260 ve MN340039) kullanilarak olusturulan filogenetik aga¢ goriiniimii. MEGA

X’de Maximum Likelihood metodu ile HKY+I modeline dayali olusturulmus ve agacin giivenirliligi

Niikleotid Polimorfizmi, Cesitlilik ve

5.2.3. Haplotip Analizi,

Tarafsizhk Indeksleri

Bu calismada elde edilen 41 sigir izolat1 icerisinde mt-CO1 gen sekansi

sonucu E. granulosus s.s. (G1 ve G3) olarak belirlenen 40 sekansin haplotip
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analizleri gerceklestirildi. Elde edilen haplotip ag1 sonucunda, bir ana haplotip ile
konfigiirasyon i¢inde diizenlenmis, 1-17 mutasyon adimiyla diger haplotiplerden
ayrilmis ve toplam izolatlarin %30'unu (12/40) kapsayan 19 haplotip tespit edildi
(Sekil 5). mt-CO1 sekanslari i¢in %47.05 (8/17)'i parsimony informative olan 17
polimorfik alan tespit edildi ve gen bolgesi i¢in yiiksek haplotip ve diisiik niikleotid
cesitliligi gozlendi (Tablo 16). Tajima’s D, popiilasyon genislemesini ve/veya
secimi saflagtirmay1 ifade eden deger negatifti. Gozlemlenen 6nemli 6l¢iide negatif
Fu's Fs degerleri, yakin zamandaki bir popiilasyon genislemesi beklenen nadir
haplotiplerin varligin1 gosterdi. Dolayisiyla bu haplotip gruplarmin %73.68

(14/19)’sinin tekli haplotip olmas1 sonuglar1 destekledi.

ELZC09

ELZCI13 ELZC02

ELZC40

ELZCOL ELZC29

ELZC03

ELZC07
ELZC17
ELZC37

ELZC04
ELZCI12
ELZC16 ——
ilég;z ELZCOS

2 ELZC10
E'i%giﬁ ELZC14

S ELZCIS
ELZC36 ot
ELZC38 sy

ELZC39
ELZC30 gy7097

ELZC28

ELZC24

ELZC19

Sekil 5. E. granulosus s.s. (G1 ve G3) sigir izolatlarimin (792 bp) mt-CO1 geni igin haplotip agi.
Dairelerin boyutu, her haplotipin frekans: ile orantilidir. Haplotipleri ayiran mutasyonlarin sayisi

cizgi isaretleri ile gosterilmistir.

Tablo 16. E. granulosus s.s. (G1 ve G3) sigir izolatlarinin mt-CO1 geninin (792 bp) niikleotid

verileri kullanilarak elde edilen gesitlilik ve notrliik indeksleri.

n Hn hd=x=SD ad £ SD Tajima’s D p degeri Fu’s Fs p degeri FLD FLF

40 19 0.882+0.039 0.00266+0.00034  -1.53037 P>0.10 -14.406 0.000 -1.92013 -2.11462

n: izolat sayis1, Hn: haplotip sayisi; hd: haplotip gesitliligi; nd: niikleotid gesitliligi; SD: standard
sapma; FLD: Fu and Li's D istatistik testi; FLF: Fu and Li's F istatistik testi. FLD, FLF’nin p degeri: P >
0.05; p degeri: istatistiksel olarak 6nemsiz (P > 0.10).
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Yine bu c¢alismada elde edilen 41 koyun izolatinin i¢erisinde mt-CO1 gen
sekansi sonucu E. granulosus s.s. (G1 ve G3) olarak belirlenen sekanslarin haplotip
analizi gergeklestirildi. Elde edilen haplotip ag1 sonucunda, bir ana haplotip ile
konfigiirasyon i¢inde diizenlenmis, 1-19 mutasyon adimiyla diger haplotiplerden
ayrilmis ve toplam izolatlarin %47.05'ini (15/41) kapsayan 15 haplotip tespit edildi
(Sekil 6). mt-CO1 sekanslart i¢in %36.8 (7/19)'i parsimony informative olan 19
polimorfik alan tespit edildi ve gen bolgesi igin yiiksek haplotip ve diisiik niikleotid
cesitliligi gozlendi (Tablo 17). Tajima’s D, popiilasyon genislemesini ve/veya
se¢imi saflagtirmayi ifade eden deger negatifti. G6zlemlenen 6nemli 6l¢iide negatif
Fu's Fs degerleri, yakin zamandaki bir popiilasyon genislemesi beklenen nadir
haplotiplerin varligin1 gosterdi. Dolayisiyla bu haplotip gruplarmin %73.33

(11/15)’sinin tekli haplotip olmas1 sonuglar1 destekledi.

ELZS01
ELZS04

ELZS22 ELZS20
ELZS25
ELZS30 ELZS03 ELZS07 ELZS10 ELZSI2
ELZS33 ELZS13 ELZS15 ELZS17 ELZSIS
ELZS37 ELZS19 ELZS26 ELZS27 ELZS28
ELZS29 ELZS32 ELZS35 ELZS36
ELZS38 ELZS39 ELZS41

ELZS06

—@ ELZS14

ELZS16 ELZS02
ELZS23

ELZS31 ELZS21

Sekil 6. E. granulosus s.s. (G1 ve G3) koyun izolatlarinin (792 bp) mt-CO1 geni i¢in haplotip agi.
Dairelerin boyutu, her haplotipin frekans: ile orantilidir. Haplotipleri ayiran mutasyonlarin sayisi

cizgi isaretleri ile gdsterilmistir.
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Tablo 17. E. granulosus s.s. (G1 ve G3) koyun izolatlarinin mt-CO1 geninin (792 bp) niikleotid

verileri kullanilarak elde edilen ¢esitlilik ve notrliik indeksleri.

n Hn hd=£SD and £ SD Tajima’s D p degeri Fu’sFs pdegeri FLD FLF

41 15 0.763£0.063 0.00199+0.00036  -2.11039 P<0.05 -10.262 0.000  -2.69589 -2.95530

n: izolat sayis1i, Hn: haplotip sayisi; hd: haplotip cesitliligi; nd: niikleotid cesitliligi; SD: standard
sapma; FLD: Fu and Li's D istatistik testi; FLF: Fu and Li's F istatistik testi. FLD, FLF’nin p degeri: P <
0.05; p degeri: istatistiksel olarak 6nemsiz (P > 0.10).

E. granulosus s.s. (Gl ve G3) hem sigir (n=40) hem koyun (n=41)
izolatlarmin (toplam 81) mt-CO1 gen bdlgesi i¢in haplotip analizleri
gerceklestirildi. Elde edilen haplotip ag1 sonucunda, bir ana haplotip ile
konfigiirasyon i¢inde diizenlenmis, 1-26 mutasyon adimiyla diger haplotiplerden
ayrilmis ve toplam izolatlarin %38.27'sini (31/81) kapsayan 29 haplotip tespit edildi
(Sekil 7). mt-CO1 sekanslart i¢in %50 (13/26)'si parsimony informative olan 26
polimorfik alan tespit edildi ve gen bolgesi igin yiiksek haplotip ve diisiik niikleotid
cesitliligi gozlendi (Tablo 18). Tajima’s D, popiilasyon genislemesini ve / veya
secimi saflagtirmayi ifade eden deger negatifti. Gozlemlenen 6nemli 6l¢iide negatif
Fu's Fs degerleri, yakin zamandaki bir popiilasyon genislemesi beklenen nadir
haplotiplerin varligin1 gosterdi. Dolayisiyla bu haplotip gruplarinin %75.86
(22/29)’sinin tekli haplotip olmasi sonuclar1 destekledi. Koyun ve sigir orjinli
toplam 81 6rnegin haplotip gruplari, 6rnek numaralari ile ilgili detaylar Tablo 19°da

gosterilmistir.
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Sekil 7. E. granulosus s.s. (G1 ve G3) koyun ve sig1r izolatlarinin (792 bp) mt-CO1 geni i¢in haplotip
ag1. Dairelerin boyutu, her haplotipin frekansi ile orantilidir. Haplotipleri ayiran mutasyonlarin

sayisi ¢izgi isaretleri ile gosterilmistir.

Tablo 18. E. granulosus s.s. (G1 ve G3) koyun ve sigir izolatlariin mt-CO1 geninin (792 bp)

niikleotid verileri kullanilarak elde edilen gesitlilik ve nétrliik indeksleri.

n Hn hd=£SD ad + SD Tajima’s D p degeri Fu’s Fs p degeri FLD FLF

81 29 0.824+0.037 0.00234+0.00026  -1.98571 P<0.05 -29.098 0.000 -2.68636 -2.89477

n: izolat sayis1, Hn: haplotip sayisi; hd: haplotip gesitliligi; nd: niikleotid cesitliligi; SD:
standard sapma; FLD: Fu and Li's D istatistik testi; FLF: Fu and Li's F istatistik testi. FLD,
FLF’nin p degeri: P < 0.05; p degeri: istatistiksel olarak énemsiz (P > 0.10).
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Tablo 19. Koyun orjinli 41 ve sigir orjinli 40 hidatik kist 6rneginde belirlenen haplotip gruplar: ve

gruplardaki 6rnek sayilart.

Haplotip Sigir Velveya. G.tju ptaki Ornek Gen.bf’;lnk
Sira No Koyun Haplotip Ornek Erisim
Grubu Numaralar:
Grubu Sayisi numarasi
ELZCO01 0OP411032
ELZCO03 OP411034
ELZCO04 OP411035
ELZC12 0OP411043
ELZC16 0OP411047
ELZC23 OP411054
ELZC25 OP411056
ELZC26 OP411057
ELZC35 OP411066
ELZC36 OP411067
ELZC38 OP411069
ELZC39 OP411070
ELZS03 OP412306
ELZS07 0OP412310
Sigir Hap 01 ELZS10 0OP412313
1 Hap 01 Koyun Ha[; 03 31 ELZS12 0OP412315
- ELZS13 OP412316
ELZS15 0OP412318
ELZS17 0OP412320
ELZS18 0OP412321
ELZS19 0OP412322
ELZS26 0OP412329
ELZS27 0OP412330
ELZS28 0OP412331
ELZS29 0OP412332
ELZS32 0OP412335
ELZS35 OP412338
ELZS36 0OP412339
ELZS38 0OP412341
ELZS39 0OP412342
ELZS41 0OP412344
Sigir Hap_02 ELZCO02 OP411033
2 Hap 02 oyun Hap_ 10 2 ELZS20  OP412323
3 Hap_03 Sigir Hap 03 1 ELZCO5 OP411036
4 Hap_04 Sigir Hap_04 1 ELZCO06 OP411037
ELZCO7 OP411038
Sigir Hap 05 ELZC17 OP411048
S Hap 05\ oyun Hap_ 02 4 ELZC37  OP411068

ELZS02 OP412305
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Sigir ve/veya

Gruptaki

Genbank

Sira No Haplotip Koyun Haplotip ~ Ornek Ornek Erisim
Grubu Numaralari

Grubu Sayisi numarasi
ELZCO08 0OP411039
ELZC10 0OP411041
ELZC14 0OP411045
ELZC15 0OP411046
ELZC20 OP411051
ELZC21 OP411052
Sigir Hap 06 ELZC30 OP411061
6 Hap 06\ oyun Hap_ 01 14 ELZSOL  OP412304
ELZS04 OP412307
ELZS22 0OP412325
ELZS25 0OP412328
ELZS30 0OP412333
ELZS33 0OP412336
ELZS37 0OP412340
7 Hap_07 Sigir Hap 07 1 ELZC09 OP411040
8 Hap_08 Sigir Hap 08 1 ELZC11 OP411042
9 Hap_09 Sigir Hap 09 1 ELZC13 0OP411044
. ELZC18 0OP411049
10 Hap_10 Sigir Hap 10 2 EL7ZC32 OP411063
11 Hap_11 Sigir Hap 11 1 ELZC19 OP411050
12 Hap_12 Sigir Hap 12 1 ELZC22 OP411053
13 Hap_13 Sigir Hap 13 1 ELZC24 OP411055
14 Hap_14 Sigir Hap 14 1 ELZC27 OP411058
15 Hap_15 Sigir Hap_15 1 ELZC28 OP411059
16 Hap_16 Sigir Hap_16 1 ELZC29 OP411060
17 Hap_17 Sigir Hap 17 1 ELZC31 OP411062
ELZC33 OP411064
Sigir Hap 18 ELZC34 OP411065
18 Hap_18  \ oyun Hap 04 4 ELZS05  OP412308
ELZS40 0OP412343
19 Hap_19 Sigir Hap 19 1 ELZC40 OP411071
20 Hap_20 Koyun Hap_05 1 ELZS06 OP412309
ELZS08 0OP412311
21 Hap_21 Koyun Hap_06 2 ELZS11 OP412314
22 Hap_22 Koyun Hap_07 1 ELZS09 0OP412312
23 Hap_23 Koyun Hap_08 1 ELZS14 OP412317
24 Hap 24  Koyun Hap_09 1 ELZS16 0P412319
25 Hap 25  Koyun Hap 11 1 ELZS21 0P412324
26 Hap 26  Koyun Hap_12 1 ELZS23 0P412326
27 Hap 27  Koyun Hap_ 13 1 ELZS24 0P412327
28 Hap_28 Koyun Hap_14 1 ELZS31 0OP412334
29 Hap_29 Koyun Hap_15 1 ELZS34 0OP412337
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5.3. Total RNA Nanodrop Olciimleri

Elde edilen total RNA 6rneklerinin kalite ve kantitesi, Nanodrop cihazinda
260/280 nm absorbans degerlerinde Olgiimler yapilarak belirlendi. Total RNA
orneklerinin 260/280 nm absorbans degerlerinin yaklasik 2 (£0,1) oldugu
belirlendi. Tiim total RNA orneklerinin konsantrasyonu, nanodrop cihazinda
Olctilerek kaydedildi.

Total RNA izolatlarinda, E. granulosus etkenlerinin ara konak formu olan
hidatik kist yapilarinda egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larinda
ekspresyon diizeylerindeki farkliliklarin belirlenmesi hedeflendiginden total RNA
izolatlarinin kantiteleri, literatiirde belirtildigi gibi tiim 6rneklerin diliisyonlar1 50
ng/ul olacak sekilde, DNAse ve RNAse icermeyen su kullanilarak ayarlandi. Total
RNA o6rneklerinin Nanodrop cihazinda 6l¢iilen kantite degerleri Tablo 20 ve 21°de

verilmistir.
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Tablo 20. Sigir orjinli hidatik kist 6rneklerinde total RNA izolatlarinin nanodrop 6l¢lim sonuglari.

. . RNA
Swa  Ornek K'St Fertil/Steril Ornek Tiirii Kantite
No No Lokalizasyonu
(ng/pl)
1 ELZCO01 Akciger Steril Germinal membran 135
2 ELZCO02 Karaciger Steril Germinal membran 135
3 ELZCO03 Akciger Steril Germinal membran 775
4 ELZCO04 Akciger Steril Germinal membran 620
5 ELZCO05 Akciger Steril Germinal membran 85
6 ELZCO06 Akciger Steril Germinal membran 219
7 ELZCO07 Akciger Steril Germinal membran 100
8 ELZC08 Akciger Steril Germinal membran 370
9 ELZC09 Akciger Steril Germinal membran 293
10 ELZzZC10 Akciger Steril Germinal membran 783
11  ELZC11 Akciger Steril Germinal membran 329
12 ELZC12 Akciger Steril Germinal membran 517
13 ELZC13 Akciger Steril Germinal membran 1189
14 ELZC14 Akciger Steril Germinal membran 634
15 ELZC15 Akciger Steril Germinal membran 644
16 ELZC16 Akciger Steril Germinal membran 114
17  ELZC17 Akciger Steril Germinal membran 534
18 ELZC18 Akciger Steril Germinal membran 616
19 ELZC19 Akciger Steril Germinal membran 734
20 ELzC20 Akciger Steril Germinal membran 428
21 ELzC21 Akciger Steril Germinal membran 450
22 ELzC22 Akciger Steril Germinal membran 362
23 ELzC23 Akciger Steril Germinal membran 128
24  ELZC24 Akciger Steril Germinal membran 203
25 ELZC25 Akciger Steril Germinal membran 238
26  ELzC26 Akciger Steril Germinal membran 425
27 ELzC27 Akciger Steril Germinal membran 544
28 ELzC28 Karaciger Steril Germinal membran 785
29  ELzC29 Akciger Steril Germinal membran 258
30 ELzC30 Akciger Steril Germinal membran 316
31 ELzC31 Akciger Steril Germinal membran 635
32  ELZC32 Akciger Steril Germinal membran 540
33  ELZC33 Akciger Steril Germinal membran 80
34 ELZC34 Akciger Steril Germinal membran 822
35 ELZC35 Akciger Steril Germinal membran 474
36 ELZC36 Akciger Steril Germinal membran 435
37  ELzC37 Karaciger Steril Germinal membran 300
38 ELzC38 Karaciger Steril Germinal membran 147
39 ELZC39 Akciger Steril Germinal membran 461
40 ELZC40 Karaciger Steril Germinal membran 511
41  ELzZC41 Akciger Steril Germinal membran 568
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Tablo 21. Koyun orjinli hidatik kist 6rneklerinde total RNA izolatlarinin nanodrop 6l¢iim sonuglari.

. . RNA
Swa  Ornek P.('St Fertil/Steril Ornek Tiirii Kantite
No No Lokalizasyonu
(ng/pb
1 ELZS01 Akciger Steril Germinal membran 250
2 ELZS02 Akciger Steril Germinal membran 120
3 ELZS03 Akciger Steril Germinal membran 125
4 ELZS04 Akciger Steril Germinal membran 110
5 ELZS05 Karaciger Steril Germinal membran 110
6 ELZS06 Akciger Steril Germinal membran 282
7 ELZS07 Karaciger Steril Germinal membran 140
8 ELZSO08 Akciger Fertil Germinal membran 68
9 ELZS09 Akciger Fertil Germinal membran 174
10 ELZS10 Karaciger Fertil Germinal membran 107
11 ELZS11 Akciger Fertil Germinal membran 245
12 ELZS12 Karaciger Steril Germinal membran 257
13 ELZS13 Akciger Steril Germinal membran 165
14 ELZS14 Akciger Fertil Germinal membran 182
15 ELZS15 Akciger Fertil Germinal membran 235
16 ELZS16 Karaciger Fertil Germinal membran 461
17 ELZS17 Akciger Steril Germinal membran 206
18 ELZS18 Akciger Steril Germinal membran 254
19 ELZS19 Karaciger Steril Germinal membran 182
20 ELZS20 Karaciger Steril Germinal membran 410
21  ELZS21 Karaciger Steril Germinal membran 109
22 ELZS22 Akciger Steril Germinal membran 156
23 ELZS23 Karaciger Fertil Germinal membran 427
24 ELZS24 Karaciger Steril Germinal membran 89
25 ELZS25 Akciger Steril Germinal membran 438
26 ELZS26 Karaciger Steril Germinal membran 311
27 ELZS27 Akciger Fertil Germinal membran 612
28 ELZS28 Karaciger Fertil Germinal membran 277
29 ELZS29 Karaciger Steril Germinal membran 670
30 ELZS30 Akciger Steril Germinal membran 423
31 ELZS31 Akciger Steril Germinal membran 280
32 ELZS32 Karaciger Steril Germinal membran 418
33  ELZS33 Akciger Steril Germinal membran 338
34 ELZS34 Karaciger Steril Germinal membran 200
35 ELZS35 Akciger Steril Germinal membran 420
36 ELZS36 Dalak Steril Germinal membran 1336
37 ELZS37 Akciger Steril Germinal membran 260
38 ELZS38 Akciger Steril Germinal membran 270
39 ELZS39 Akciger Steril Germinal membran 421
40 ELZS40 Karaciger Steril Germinal membran 745
41 ELZS41 Akciger Steril Germinal membran 314
42 ELZS08 Akciger Fertil Protoskoleks 235
43 ELZS09 Akciger Fertil Protoskoleks 340
44  ELZS10 Karaciger Fertil Protoskoleks 213
45  ELZS11 Akciger Fertil Protoskoleks 155
46 ELZS14 Akciger Fertil Protoskoleks 122
47 ELZS15 Akciger Fertil Protoskoleks 60
48 ELZS16 Karaciger Fertil Protoskoleks 180
49 ELZS23 Karaciger Fertil Protoskoleks 60
50 ELZS27 Akciger Fertil Protoskoleks 160
51 ELZS28 Karaciger Fertil Protoskoleks 140
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5.4. Hidatik Kist Orneklerinde miRNA Ekspresyonu

Orneklerin sigir/koyun orjinli olmasi, fertil/steril olma durumu, genotip ve
haplotip grubu, kist yapis1 (germinal membran/protoskoleks) gibi durumlar goz

Oniine alinarak farkli parametrelerde karsilastirmalar yapilmastir.

5.4.1. Sigir Orjinli Hidatik Kist Orneklerinde miRNA Ekspresyonu

Sigir kokenli E. granulous s.s. (G1 ve G3) genotipi olarak belirlenen 40
hidatik kist 6rneginin kendi igerisinde ayrildigi 19 haplotip grubu arasinda hedef
miRNA genlerinin  germinal membran yapisindaki ekspresyon diizeyleri
Karsilastirildi.

Sigir orjinli hidatik kistlerin, birbirleri icerisindeki farkli haplotip
gruplarinda hedef miRNA’larin ekspresyon diizeylerindeki farkliliklarinin
degerlendirilebilmesi i¢in en fazla 6rnek sayist bulunan Hap 01 grubu kontrol
grubu olarak belirlendi ve diger sigir haplotip gruplarinin miRNA gen ekspresyon
diizeyleri kontrol grubuna gore karsilastirildi. Karsilastirilan haplotip gruplar
arasinda egr-miR-7, egr-miR71 ve egr-miR-96 miRNA’larmin ekspresyon

diizeylerinde anlamli farkliliklar oldugu belirlendi (Sekil 8).
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Sekil 8. Sig1r orjinli hidatik kistlerde haplotip gruplarma gére miRNA ekspresyon diizeyleri
(Hap_01 kontrol grubu).

Kontrol grubu olarak belirlenen Hap 01 grubu ile diger haplotip gruplari
arasinda yapilan karsilagtirmada, kontrol grubuna kiyasla Hap 06 grubunda egr-
miR-96, Hap 08 grubunda egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96, Hap 17
grubunda egr-miR-7’nin ekspresyon diizeylerinde istatistiki olarak anlamli bir fark
tespit edilmedi. Istatistiki olarak dnemsiz ekspresyon diizeyi genel olarak egr-miR-
7 i¢in %11.11 (2/18), egr-miR-71 igin %5.55 (1/18) ve egr-miR-96 i¢in %11.11
(2/18) olarak belirlendi.

Kontrol grubuna kiyasla Hap 03, Hap_04, Hap_07, Hap_09, Hap_13 ve
Hap 16 gruplarinda; egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larinin
tamaminda, Hap 17 grubunda egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larinda
istatistiki olarak anlaml1 bulunan asag1 yonlii ekspresyon belirlenmistir. Istatistiki
olarak 6nemli bulunan diisik miRNA ekspresyon diizeyi genel olarak egr-miR-7
icin %33.33 (6/18), egr-miR-71 igin %38.89 (7/18) ve egr-miR-96 igin %38.89

(7/18) olarak belirlendi.
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Kontrol grubuna kiyasla Hap 02, Hap 05, Hap 10, Hap 11, Hap 12,
Hap_14, Hap_15, Hap 18 ve Hap 19 gruplarinda egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-
MiR-96 miRNA’larinin tamaminin, Hap_06 grubunda egr-miR-7 ve egr-miR-71’in
2.16 kattan 60.19 kata kadar degisen oranlarda yukari yonlii eksprese edildigi
belirlendi. Haplotip gruplarindaki miRNA ekspresyon kat degisimi oranlari
istatistiki olarak anlamli bulundu. Istatistiki olarak énemli bulunan yiiksek miRNA
ekspresyon diizeyi genel olarak egr-miR-7 igin %55.56 (10/18), egr-miR-71 igin
%55.56 (10/18) ve egr-miR-96 igin %50 (9/18) olarak belirlendi.

E. granulous s.s. (G1 ve G3) genotipi olarak belirlenen sigir orjinli 40
ornegin bulundugu 19 haplotip grubu arasindaki egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-
MiR-96 miRNA’larinin ekspresyon diizeylerindeki karsilastirmalara iligskin kat

degisimi (Fold Change) degerleri ve istatistiki veriler Tablo 22°de gosterilmistir.

Tablo 22. Sigir orjinli hidatik kistlerde, haplotip gruplari arasinda miRNA’larin ekspresyon

diizeyleri, kat degisimleri ve istatistiki farklar.

Haplotip Ornek Grup Hedef Fold(}(igfmge P Degeri Istatistiki
Grubu Sayisi miRNA NP Fark
Degisimi)
egr-miR-7 1 Kontrol
Hap_01 12 Kontrol  egr-miR-71 1 Kontrol Kontrol
egr-miR-96 1 Kontrol
egr-miR-7 2.360 0.0085 Anlamh
Hap_02 1 Calisma  egr-miR-71 5.310 0.0013 Anlamh
egr-miR-96 3.520 0.0026 Anlamh
egr-miR-7 0.020 0.0035 Anlamh
Hap_03 1 Cahsma  egr-miR-71 0.020 0.0034 Anlamh
egr-miR-96 0.010 0.0034 Anlamh
egr-miR-7 0.010 0.0033 Anlamh
Hap_04 1 Calisma  egr-miR-71 0.010 0.0034 Anlamh
egr-miR-96 0.010 0.0033 Anlamh
egr-miR-7 14.450 0.0042 Anlamh
Hap_05 3 Calisma  egr-miR-71 27.030 0.0037 Anlamh
egr-miR-96 25.320 0.0038 Anlamh
egr-miR-7 3.050 0.0157 Anlamh
Hap_06 7 Cahsma  egr-miR-71 2.710 0.0203 Anlamh
egr-miR-96 1.970 0.0504  Anlamsiz
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Fold Change

Haploti Ornek Hedef . . Istatistiki
GIF’)ubup Sayisi Grup mMiRNA (,}.«?t . P Degeri Fark
Degisimi)
egr-miR-7 0.070 0.0042 Anlamh
Hap_07 1 Calisma  egr-miR-71 0.060 0.0041 Anlamh
egr-miR-96 0.040 0.0038 Anlamh
egr-miR-7 1.820 0.0676 Anlamsiz
Hap_08 1 Cahsma  egr-miR-71 1.530 0.1400 Anlamsiz
egr-miR-96 1.170 0.5308 Anlamsiz
egr-miR-7 0.040 0.0038 Anlamh
Hap_09 1 Cahsma  egr-miR-71 0.030 0.0037 Anlamh
egr-miR-96 0.020 0.0035 Anlamh
egr-miR-7 3.680 0.0114 Anlamh
Hap_10 2 Calisma  egr-miR-71 4.460 0.0088 Anlamh
egr-miR-96 3.430 0.0128 Anlamh
egr-miR-7 50.460 0.0035 Anlamh
Hap_11 1 Calisma  egr-miR-71 57.820 0.0034 Anlamh
egr-miR-96 37.370 0.0036 Anlamh
egr-miR-7 31.940 0.0036 Anlamh
Hap_12 1 Calisma  egr-miR-71 37.790 0.0036 Anlamh
egr-miR-96 31.210 0.0037 Anlamh
egr-miR-7 0.01 0.0033 Anlamh
Hap_13 1 Calisma  egr-miR-71 0.01 0.0033 Anlamh
egr-miR-96 0.01 0.0033 Anlamh
egr-miR-7 10.670 0.0047 Anlamh
Hap_14 1 Calisma  egr-miR-71 8.630 0.0052 Anlamh
egr-miR-96 4.860 0.0080 Anlamh
egr-miR-7 46.280 0.0057 Anlamh
Hap_15 1 Calisma  egr-miR-71 41.230 0.0058 Anlamh
egr-miR-96 25.240 0.0061 Anlamh
egr-miR-7 0.080 0.0044 Anlamh
Hap_16 1 Calisma  egr-miR-71 0.060 0.0040 Anlamh
egr-miR-96 0.040 0.0037 Anlamh
egr-miR-7 0.570 0.0770 Anlamsiz
Hap_17 1 Calisma  egr-miR-71 0.360 0.0186 Anlamh
egr-miR-96 0.290 0.0126 Anlamh
egr-miR-7 60.190 0.0034 Anlamh
Hap_18 2 Calisma  egr-miR-71 50.450 0.0035 Anlamh
egr-miR-96 31.340 0.0036  Anlamh
egr-miR-7 3.410 0.0129 Anlamh
Hap_19 1 Calisma  egr-miR-71 2.160 0.0371 Anlamh
egr-miR-96 5.210 0.0075 Anlamh

5.4.2. Koyun Orjinli Hidatik Kist Orneklerinde miRNA Ekspresyonu

Koyun orjinli E. granulosus s.s. (G1 ve G3) genotipi olarak belirlenen 41
hidatik kist 6rneginin bulundugu 15 haplotip grubu arasinda, germinal membran

yapisindaki hedef miRNA genlerinin ekspresyon diizeyleri karsilagtirildi. Koyun
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orjinli hidatik kistlerin, farkli haplotip gruplarinda miRNA ekspresyon diizeyleri
karsilastirildiginda en fazla 6rnek sayist bulunan Hap 03 grubu kontrol grubu
olarak belirlendi. Diger haplotip gruplarindaki miRNA ekspresyon diizeyleri
kontrol grubu ile kiyaslanarak karsilastirmalar yapildi. Koyun orjinli Kistlerin yer
aldigi 15 haplotip grubu arasindaki miRNA eksresyon diizeylerinin

karsilastirmalarina ait grafik Sekil 9’da gosterilmistir.
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Sekil 9. Koyun orjinli hidatik kistlerde haplotip gruplarina gére miRNA ekspresyon diizeyleri
(Hap_03 kontrol grubu).

Haplotip gruplar arasinda yapilan karsilastirmada gruplar arasindaki egr-
miR-7, egr-miR71 ve egr-miR-96 miRNA’larinin ekspresyon diizeyleri arasinda
anlaml farkliliklar oldugu belirlendi. Kontrol grubu olan Hap 03 grubuna kiyasla,
Hap_01 grubunda egr-miR-7, egr-miR71 ve egr-miR-96 miRNA’larin tamaminda,
Hap 05, Hap 08, Hap 14 ve Hap 15 gruplarinda egr-miR-7"de, Hap 08, Hap 10

ve Hap 13 haplotip gruplarinda egr-miR-71°de, Hap 02, Hap 04, Hap 09,

67



Hap 13 ve Hap 15 haplotip gruplarinda egr-miR-96’da miRNA ekspresyon
diizeylerinde istatisitiki olarak anlaml1 bir fark tespit edilmedi. Istatistiki olarak
miRNA ekspresyon diizeylerinde fark tespit edilmeme orani genel olarak egr-miR-
7 igin %35.71 (5/14), egr-miR-71 i¢in %28.57 (4/14) ve egr-miR-96 i¢in %42.86
(6/14) olarak belirlendi.

Kontrol grubu olarak belirlenen Hap 03 grubuna kiyasla, Hap 06 ve
Hap 12 gruplarinda egr-miR-7, egr-miR71 ve egr-miR-96 miRNA’larin
tamaminda, Hap 02, Hap 04, Hap 07 ve Hap 10 haplotip gruplarinda egr-miR-
7°de, Hap 02, Hap 04 ve Hap 07 haplotip gruplarinda egr-miR-71’de, Hap 10
haplotip grubunda egr-miR-96 miRNA’larinda asagi yonlii ekspresyon oldugu
belirlendi. Haplotip gruplarindaki asagi yonlii miRNA ekspresyon oranlar
istatistiki olarak anlaml1 bulundu. Istatistiki olarak nemli bulunan diisiik miRNA
ekspresyon diizeyi genel olarak egr-miR-7 igin %42.86 (6/14), egr-miR-71 igin
%42.86 (6/14) ve egr-miR-96 i¢in %35.71 (5/14) olarak belirlendi.

Kontrol grubu olan Hap 03 grubuna kiyasla, Hap 11 grubunda egr-miR-7,
egr-miR71 ve egr-miR-96 miRNA’larin tamaminda, Hap_09 ve Hap_13 grubunda
egr-miR-7’de, Hap 05, Hap 09 ve Hap 14 gruplarinda egr-miR-71’de, Hap 07,
Hap 08 ve Hap 14 gruplarinda egr-miR-96’da miRNA ekspresyonun, 2.08 kattan
10 kata kadar degisen oranlarda yukar1 yonlii eksprese edildigi belirlendi. Haplotip
gruplarindaki miRNA ekspresyon diizeylerindeki kat degisimi oranlari istatistiki
olarak anlamli bulundu. Istatistiki olarak 6nemli bulunan yiiksek miRNA
ekspresyon diizeyi genel olarak egr-miR-7 i¢in %21.43 (3/14), egr-miR-71 i¢in
%28.57 (4/14) ve egr-miR-96 i¢in %21.43 (3/14) olarak belirlendi.

Koyun orjinli 41 E. granulous s.s. (G1 ve G3) genotipi olarak belirlenen
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orneklerin bulundugu 15 haplotip grubu arasindaki egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-
mMiR-96 miRNA’larmin ekspresyon diizeylerindeki karsilastirmalara iliskin kat
degisimi (Fold Change) degerleri ve istatistiki veriler Tablo 23’de gosterilmistir.

Tablo 23. Koyun orjinli hidatik kistlerde, haplotip gruplari arasinda miRNA’larin ekspresyon

diizeyleri, kat degisimleri ve istatistiki farklar.

Ghuby s Crp vecetmiRna oo I Pogei RN
egr-miR-7 1 Kontrol
Hap_03 19 Kontrol egr-miR-71 1 Kontrol Kontrol
egr-miR-96 1 Kontrol
egr-miR-7 1.000 0.995 Anlamsiz
Hap_01 7 Calisma egr-miR-71 0.650 0.134 Anlamsiz
egr-miR-96 0.950 0.826 Anlamsiz
egr-miR-7 0.100 0.005 Anlamh
Hap_02 1 Calisma egr-miR-71 0.190 0.008 Anlamh
egr-miR-96 1.210 0.438 Anlamsiz
egr-miR-7 0.240 0.010 Anlamh
Hap_04 2 Calisma egr-miR-71 0.350 0.018 Anlamh
egr-miR-96 1.140 0.580 Anlamsiz
egr-miR-7 1.530 0.142 Anlamsiz
Hap_05 1 Calisma egr-miR-71 2.730 0.020 Anlamh
egr-miR-96 2.890 0.018 Anlamh
egr-miR-7 0.080 0.004 Anlamh
Hap_06 2 Calisma egr-miR-71 0.380 0.022 Anlamh
egr-miR-96 0.290 0.012 Anlamh
egr-miR-7 0.120 0.005 Anlamh
Hap_07 1 Calisma egr-miR-71 0.230 0.009 Anlamh
egr-miR-96 3.190 0.014 Anlamh
egr-miR-7 0.710 0.205 Anlamsiz
Hap_08 1 Cahisma egr-miR-71 1.180 0.505 Anlamsiz
egr-miR-96 10.010 0.005 Anlamh
egr-miR-7 2.080 0.042 Anlamh
Hap_09 1 Calisma egr-miR-71 2.750 0.020 Anlamh
egr-miR-96 1.270 0.349 Anlamsiz
egr-miR-7 0.130 0.006 Anlamh
Hap_10 1 Calisma egr-miR-71 0.610 0.106 Anlamsiz
egr-miR-96 0.480 0.042 Anlamh
egr-miR-7 5.410 0.007 Anlamh
Hap_11 1 Calisma egr-miR-71 3.890 0.011 Anlamh
egr-miR-96 6.460 0.006 Anlamh
egr-miR-7 0.190 0.007 Anlamh
Hap_12 1 Calisma egr-miR-71 0.260 0.011 Anlamh
egr-miR-96 0.380 0.022 Anlamh
egr-miR-7 2.490 0.025 Anlamh
Hap_13 1 Calisma egr-miR-71 1.460 0.177 Anlamsiz
egr-miR-96 1.490 0.162 Anlamsiz
egr-miR-7 1.040 0.879 Anlamsiz
Hap_14 1 Calisma egr-miR-71 0.440 0.032 Anlamh
egr-miR-96 0.240 0.010 Anlamh
egr-miR-7 1.120 0.653 Anlamsiz
Hap_15 1 Cahisma egr-miR-71 2.120 0.040 Anlamh
egr-miR-96 1.760 0.077 Anlamsiz
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5.4.3. Protoskoleks ve Germinal Membranlardaki miRNA

Ekspresyonu

E. granulosus s.s. (G1 ve G3) genotipi oldugu belirlenen koyun orjinli fertil
10 hidatik kist 6rneginde germinal membran ve protoskoleks yapilarindaki egr-
miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larmin ekspresyon diizeyleri
karsilastirildi. Yapilan karsilastirmalarda protoskolekslerdeki ekspresyon diizeyleri
kontrol grubu olarak segilerek degerlendirmeler yapildi. Orneklerin tamaminda
protoskoleks yapisina kiyasla germinal membran yapisinda egr-miR-7, egr-miR-71
ve egr-miR-96 miRNA’larinin yiiksek diizeylerde eksprese oldugu belirlendi.

Fertil olan 10 koyun orjinli 6rnegin ekspresyon degerlerinin ortalamasi
alinarak da germinal membran ve protoskoleks yapilarindaki miRNA ekspresyon
diizeyleri karsilastirildi. Yine bu degerlendirmede de protoskoleks yapisindaki
mMIiRNA ekspresyon diizeyi kontrol grubu olarak belirlendi. Protoskoleks yapisina
kiyasla germinal mebran yapisinda egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96
miRNA’larinin sirasiyla yaklasik 44, 168 ve 351 kat yiiksek diizeyde ekspresyon
gosterdigi belirlendi (Sekil 10). Bu artiglar istatistiki agidan anlamli olarak

degerlendirildi.
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Sekil 10. Koyun orjinli fertil 10 hidatik kist 6rneginde, germinal membran ve protoskolekslerdeki

ortalama miRNA ekspresyon diizeyleri (protoskoleks kontrol grubu).

Fertil oldugu tespit edilen koyun orjinli 10 hidatik kist Orneginde
protoskoleks yapisina kiyasla germinal membran yapisinda istatistiki olarak 6nemli
bulunan yiiksek miRNA ekspresyon diizeyi genel olarak egr-miR-7 i¢in %100
(10/10), egr-miR-71 igin %100 (10/10) ve egr-miR-96 igin %100 (10/10) olarak
belirlendi.

Koyun orjinli, E. granulous s.s. (G1 ve G3) genotipi olarak belirlenen 10
fertil 6rnegin germinal membran ve protoskoleks yapilarindaki egr-miR-7, egr-
miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larinin ekspresyon diizeylerindeki karsilagtirmalara
iligkin kat degisimi (Fold Change) degerleri ve istatistiki veriler Tablo 24’de

gosterilmistir.
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Tablo 24. Koyun orjinli fertil hidatik kistlerde, germinal membran ve protoskoleks yapilarinda
miRNA’larin ekspresyon diizeyleri, kat degisimleri ve istatistiki farklari.

Ornek Ornek . . Fold Change _ . Istatistiki
Numarasi  Sayisi Kist Yapisi Grup Hedef miRNA (Kat Degisilgni) P Degeri Fark
egr-miR-7 1 Kontrol
Protoskoleks Kontrol egr-miR-71 1 Kontrol Kontrol
egr-miR-96 1 Kontrol
ELZS08 ! Germinal egr-miR-7 17.81 0004019  Anlamh
membran Cahsma egr-m!R-71 33.53 0.003619  Anlamh
egr-miR-96 1034.56 0.003243  Anlamh
egr-miR-7 1 Kontrol
Protoskoleks Kontrol egr-miR-71 1 Kontrol Kontrol
egr-miR-96 1 Kontrol
ELZS09 ! Germinal egr-miR-7 133 0004350  Anlamh
membran Cahsma egr-m!R-71 55.96 0.003456  Anlamh
egr-miR-96 779.78 0.003247  Anlamh
egr-miR-7 1 Kontrol
Protoskoleks Kontrol egr-miR-71 1 Kontrol Kontrol
egr-miR-96 1 Kontrol
ELZS10 ! Germinal egr-m_iR-? 5.40 0.007 Anlamh
membran Calisma egr-m!R-7l 187.44 0.003 Anlaml
egr-miR-96 360.56 0.003 Anlamh
egr-miR-7 1 Kontrol
Protoskoleks Kontrol egr-miR-71 1 Kontrol Kontrol
egr-miR-96 1 Kontrol
ELZS11 ! Germinal egr-miR-7 26.38 00037  Anlamh
membran Calisma egr-m!R-7l 921.30 0.0032 Anlamh
egr-miR-96 25.28 0.0038 Anlaml
egr-miR-7 1 Kontrol
Protoskoleks Kontrol egr-miR-71 1 Kontrol Kontrol
egr-miR-96 1 Kontrol
ELZS14 ! erminal egr-miR-7 64.08 00034  Anlamh
membran Calisma egr-m!R-7l 203.77 0.0033 Anlaml
egr-miR-96 1987.18 0.0032 Anlamh
egr-miR-7 1 Kontrol
Protoskoleks Kontrol egr-miR-71 1 Kontrol Kontrol
egr-miR-96 1 Kontrol
ELZS15 ! erminal egr-miR-7 12361 000333  Anlamh
membran Calisma egr-miR-71 243.72 0.00328  Anlamh
egr-miR-96 2698.41 0.00324  Anlamh
egr-miR-7 1 Kontrol
Protoskoleks Kontrol egr-miR-71 1 Kontrol Kontrol
egr-miR-96 1 Kontrol
ELZS16 ! erminal egr-miR-7 46.15 00035  Anlamh
membran Calisma egr-miR-71 112.42 0.0033  Anlamh
egr-miR-96 54.72 0.0035 Anlaml
egr-miR-7 1 Kontrol
Protoskoleks Kontrol egr-miR-71 1 Kontrol Kontrol
egr-miR-96 1 Kontrol
ELZS23 ! Germinal egr-miR-7 15.17 0.0042  Anlamh
membran Calisma egr-miR-71 43.89 0.0035  Anlamh
egr-miR-96 91.17 0.0034 Anlaml
egr-miR-7 1 Kontrol
Protoskoleks Kontrol egr-miR-71 1 Kontrol Kontrol
egr-miR-96 1 Kontrol
ELZS27 ! erminal egr-miR-7 750.55 00032  Anlamh
membran Calisma egr-miR-71 853.16 0.0032  Anlamh
egr-miR-96 646.71 0.0033 Anlaml
egr-miR-7 1 Kontrol
Protoskoleks Kontrol egr-miR-71 1 Kontrol Kontrol
egr-miR-96 1 Kontrol
ELZS28 ! erminal egr-miR-7 222.09 00033  Anlamh
membran Calisma egr-miR-71 277.82 0.0033  Anlamh
egr-miR-96 229.29 0.0033 Anlaml
egr-miR-7 1 Kontrol
Etggg?&é Protoskoleks Kontrol egr—m?R—?l 1 Kontrol Kontrol
EL7S23 10 egr-mlR-QG 1 Kontrol
ELZS27 Germinal egr—mlR—? 44.61 0.0035  Anlamh
ELZS28 membran Calisma egr-miR-71 168.83 0.0033 Anlaml
egr-miR-96 351.97 0.0032 Anlamh
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5.4.4. Sigir ve Koyun Orjinli Hidatik Kist Orneklerinde Haplotip

Gruplar1 Arasinda miRNA Ekspresyonu

E. granulosus s.s. (G1 ve G3) genotipi olarak belirlenen sigir kokenli 40 ve
koyun kokenli 41 olmak iizere toplam 81 hidatik kist 6rneginin germinal membran
dokusundaki miRNA ekspresyon diizeyleri haplotip gruplarina gére karsilastirildi.
E. granulosus s.s. (G1 ve G3) genotipi oldugu belirlenen 81 hidatik kist 6rnegin
dahil oldugu 29 haplotip grubu igerisinde, 31 6rnegin yer aldigi Hap 01 haplotip
grubu en yiiksek sayida Ornegi icerdiginden, miRNA ekspresyon diizeylerinin
kiyaslanmasinda kontrol grubu olarak belirlendi. Haplotip gruplar1 arasinda
miRNA ekspresyon diizeyleri karsilastirildi.

Kontrol grubu olarak belirlenen Hap 01 grubuna kiyasla, Hap 06, Hap 14
ve Hap 26 gruplarinda egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larinin
tamaminda, Hap 05 grubunda egr-miR-7’de, Hap 02, Hap 10, Hap 21, Hap 22
ve Hap 28 gruplarinda egr-mir-71°de, Hap 02, Hap 19, Hap 21 ve Hap 28
gruplarinda egr-miR-96 miRNA’larinin ekspresyon diizeylerinde istatistiki olarak
anlaml bir fark tespit edilmedi. Istatistiki olarak fark tespit edilmeyen miRNA
ekspresyon diizeyi genel olarak egr-miR-7 i¢in %14.29 (4/28), egr-miR-71 i¢in
%28.57 (8/28) ve egr-miR-96 i¢in %25 (7/28) olarak belirlendi.

Karsilagtirmada kontrol grubu olarak belirlenen Hap 01 grubuna kiyasla,
Hap_03, Hap_04, Hap_07, Hap_08, Hap_09, Hap_13, Hap_16 ve Hap_17 haplotip
gruplarinda egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larmin tamaminda,
Hap 02, Hap 10, Hap 19 ve Hap 22 haplotip gruplarinda egr-miR-7’de, Hap 19
grubunda egr-mir-71’de, Hap 10 grubunda egr-miR-96 miRNA’larinin ekspresyon

diizeylerinde asag1 yonlii ekspresyon tespit edildi. Kontrol grubuna gore asagi yonlii

73



tespit edilen miRNA ekspresyon diizeyi farklilig: istatistiki olarak anlamli bulundu.
Asagi yonlii tespit edilen miRNA ekspresyon diizeyi genel olarak egr-miR-7 i¢in
%46.43 (13/28), egr-miR-71 igin %32.14 (9/28) ve egr-miR-96 i¢in %32.14 (9/28)
olarak belirlendi.

Kontrol grubu olarak belirlenen Hap 01 grubuna kiyasla, Hap_11, Hap_12,
Hap_15, Hap_ 18, Hap_20, Hap_23, Hap_24, Hap_25, Hap_27 ve Hap_29 haplotip
gruplarinda egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larmin tamaminda,
Hap 21 ve Hap 28 haplotip gruplarinda egr-miR-7’de, Hap 05 grubunda egr-mir-
71°de, Hap_ 22 grubunda egr-miR-96 miRNA’larinin ekspresyon diizeylerinde 2.19
kattan 36.61 kata kadar degisen oranlarda yukar1 yonlii ekspresyon tespit edildi.
Kontrol grubuna goére yukari yonli tespit edilen miRNA ekspresyon diizeyi

farklilig1 istatistiki olarak anlamli bulundu. Yukar1 yonlii tespit edilen miRNA
ekspresyon diizeyi genel olarak egr-miR-7 igin %39.28 (11/28), egr-miR-71 igin

%39.29 (11/28) ve egr-miR-96 i¢in %42.86 (12/28) olarak belirlendi (Sekil 11).
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Sekil 11. Sigir ve koyun orjinli hidatik kist 6rneklerinde haplotip gruplari arasinda miRNA
ekspresyon diizeyleri (Hap 01 kontrol grubu).
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E. granulous s.s. (G1 ve G3) genotipi olarak belirlenen, sigir orjinli 40 ve
koyun orjinli 41 olmak iizere toplam 81 Ornegin bulundugu 29 haplotip grubu
arasindaki egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larmin ekspresyon
diizeylerindeki karsilastirmalara iligkin kat degisimi (Fold Change) degerleri ve
istatistiki veriler Tablo 25’de gosterilmistir.

Tablo 25. Sigir ve koyun orjinli hidatik kistlerde haplotip gruplari arasinda miRNA ekspresyon

diizeyleri, kat degisimleri ve istatistiki farklart.

. Ornek . Fold Change .. Istatistiki
Haplotip Grubu Sayisi Grup Hedef miRNA (Kat degisimi) P Degeri Fark
Hap_01 egr-miR-7 1 Kontrol
Sigir Hap_01 31 Kontrol egr-miR-71 1 Kontrol Kontrol
Koyun Hap_03 egr-miR-96 1 Kontrol
Hap_02 egr-miR-7 0.3700 0.0198 Anlamh
Sigir Hap 02 2 Cahisma egr-miR-71 1.1600 0.5505 Anlamsiz
Koyun Hap_10 egr-miR-96 0.8500 0.5124 Anlamsiz
Hap_03 egr-miR-? 0.0000 0.0033 Anlamh
Siar H;p 03 1 Cahisma egr-m!R-Yl 0.0000 0.0033 Anlamh
- egr-miR-96 0.0000 0.0033 Anlamh
Hap_04 egr-miR-7 0.0000 0.0032 Anlamh
Sigir ng 04 1 Cahisma egr-m!R-Yl 0.0000 0.0033 Anlamh
= egr-miR-96 0.0000 0.0032 Anlamh
Hap_05 egr-miR-7 1.2700 0.3566 Anlamsiz
Sigir Hap_05 4 Calisma egr-miR-71 2.1900 0.0355 Anlamh
Koyun Hap_02 egr-miR-96 3.5100 0.0123 Anlamh
Hap_06 egr-miR-7 1.2100 0.4520 Anlamsiz
Sigir Hap_06 14 Calisma egr-miR-71 0.8900 0.6268 Anlamsiz
Koyun Hap_01 egr-miR-96 0.9400 0.7843 Anlamsiz
egr-miR-7 0.0100 0.0033 Anlamh
Sl;ral‘;;?m 1 Calisma  egr-miR-71 0.0100 0.0033 Anlamli
- egr-miR-96 0.0100 0.0033 Anlamh
Hap_08 egr-miR-? 0.2400 0.0097 Anlamh
Siar ng 08 1 Cahsma egr-m!R-Yl 0.1800 0.0069 Anlamh
- egr-miR-96 0.1500 0.0061 Anlamh
Hap_ 09 egr-miR-7 0.0100 0.0033 Anlamh
Sigir ng 09 1 Calisma egl’-m!R-?l 0.0000 0.0033 Anlamh
- egr-miR-96 0.0000 0.0033 Anlamh
Hap_ 10 egr-miR-7 0.4900 0.0451 Anlamh
Siar H;p 10 2 Calisma egr-m!R-71 0.5200 0.0533 Anlamsiz
- egr-miR-96 0.4400 0.0319 Anlamh
egr-miR-7 6.7300 0.0060 Anlamh
Slg'?raflill 1 1 Calisma  egr-miR-71 6.6800 0.0061 Anlamli
- egr-miR-96 4.7900 0.0081 Anlamh
Hap_ 12 egr-miR-? 4.2600 0.0093 Anlamh
Siar Hle P 1 Cahsma egr-m!R-Yl 4.3700 0.0090 Anlamh
- egr-miR-96 4.0000 0.0101 Anlamh
Hap_13 1 Calisma egr-miR-7 0.0000 0.0032 Anlamh
Sigir Hap 13 egr-miR-71 0.0000 0.0032 Anlamh
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Haplotip Grubu gz;lfsl: Grup Hedef miRNA (Izc:f digg?i; P Degeri IStE:;:It: ki
egr-miR-96 0.0000 0.0032 Anlamh

Hap_14 egr-miR-7 1.4200 0.1989 Anlamsiz
Sigir H;p 14 1 Cahsma egr-m!R-7l 1.0000 0.9897 Anlamsiz
- egr-miR-96 0.6200 0.1143 Anlamsiz

Hap_15 egr-miR-7 6.0400 0.0066 Anlamh
Sigir H;p 15 1 Calisma egr-m!R-Yl 4.6500 0.0084 Anlamlh
- egr-miR-96 3.1600 0.0147 Anlamh

Hap_ 16 egr-miR-7 0.0100 0.0034 Anlamh
Sigir H_ap 16 1 Calisma egr-m!R-Yl 0.0100 0.0033 Anlamlh
- egr-miR-96 0.0000 0.0033 Anlamh

Hap_17 egr-miR-7 0.0800 0.0044 Anlaml
Sigir H_ap 17 1 Cahsma egr-m!R-7l 0.0400 0.0038 Anlamh
- egr-miR-96 0.0400 0.0037 Anlamh

Hap_18 egr-miR-7 2.6200 0.0219 Anlamh
Sigir Hap 18 4 Calisma egr-miR-71 2.8200 0.0185 Anlamh
Koyun Hap_04 egr-miR-96 4.1000 0.0098 Anlamh
Hap_ 19 egr-miR-7 0.4600 0.0353 Anlamh
Sigir ng 19 1 Cahisma egr-m!R-Yl 0.2500 0.0101 Anlamh
- egr-miR-96 0.6700 0.1565 Anlamsiz

Hap_ 20 egr-miR-7 5.4500 0.0072 Anlamh
Koyun I—_|ap 05 1 Calisma egr-m!R-71 10.6700 0.0047 Anlamlh
- egr-miR-96 10.5900 0.0047 Anlamh

Hap_21 egr-miR-? 0.2900 0.0126 Anlamh
Koyun I-_|ap 06 2 Calisma egr-m!R-71 1.5000 0.1556 Anlamsiz
- egr-miR-96 1.0500 0.8364 Anlamsiz

egr-miR-7 0.4100 0.0266 Anlamh

KO;?"H—{?;_W 1 Cabsma  egr-miR-71 0.9100 06957 MM
egr-miR-96 11.6800 0.0045 Anlamh

Hap_23 egr-miR-7 2.5200 0.0241 Anlamh
Koyun I-_|ap 08 1 Calisma egl’-m!R-7l 4.6100 0.0085 Anlamh
- egr-miR-96 36.6000 0.0036 Anlamh

Hap_ 24 egr-miR-7 7.4300 0.0057 Anlamh
Koyun I-_|ap 09 1 Calisma egr-m!R-Yl 10.7600 0.0047 Anlamh
- egr-miR-96 4.6500 0.0084 Anlamh

Hap_25 egr-miR-7 19.3000 0.0039 Anlamh
Koyun I-_|ap 1 1 Calisma egr-m!R-Yl 15.1900 0.0042 Anlamh
- egr-miR-96 23.6400 0.0038 Anlamh

Hap, 26 egr-miR-7 0.6700 0.1609 Anlamsiz
Koyun H_ap 12 1 Calisma egr-m!R-7l 1.0200 0.9444 Anlamsiz
- egr-miR-96 1.3900 0.2247 Anlamsiz

Hap_27 egr-miR-7 8.8900 0.0051 Anlamh
Koyun I-_|ap 13 1 Calisma egl’-m!R-7l 5.7000 0.0069 Anlamh
- egr-miR-96 5.4400 0.0072 Anlamh

Hap 28 egr-miR-7 3.7000 0.0113 Anlamh
Koyun H_ap 14 1 Calisma egr-m!R-7l 1.7200 0.0845 Anlamsiz
- egr-miR-96 0.8800 0.6096 Anlamsiz

egr-miR-7 3.9800 0.0102 Anlamh

Koy'::ipﬁis 15 1 Cahsma egr-miR-71 8.2700 0.0053 Anlamh
- egr-miR-96 6.4300 0.0062 Anlamh
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5.4.5. E. canadensis (G6/7) Ornegi ile Haplotip Gruplar1 Arasinda

MiRNA Ekspresyonu

Sigir orjinli 40 ve koyun orjinli 41 olmak tizere toplam 81 hidatik kist
orneginin E. granulosus s.s. (G1 ve G3) genotipi oldugu ve 29 haplotip grubuna
ayrildigi, sigir orjinli bir 6rnegin ise, E. canadensis (G6/7) genotipi oldugu tespit
edildi. E. canadensis (G6/7) genotipi olan 6rnek kontrol grubu olarak segilerek, 29
haplotip grubuna ayrilan 81 E. granulosus s.s. (G1 ve G3) 6rneginin germinal
membran yapisinda, egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larinin
ekspresyon diizeyleri karsilastirildi.

Kontrol grubu olarak belirlenen E. canadensis (G6/7)’e kiyasla, Hap_07,
Hap 09 ve Hap 16 haplotip gruplarinda, egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96
miRNA’larinin tamaminin ekspresyon diizeylerinde istatistiki olarak anlamli bir
farklilik tespit edilmedi. Istatistiki olarak fark tespit edilmeyen miRNA ekspresyon
diizeyi genel olarak egr-miR-7 igin %10.345 (3/29), egr-miR-71 ig¢in %10.345
(3/29) ve egr-miR-96 i¢in %10.345 (3/29) olarak belirlendi

E. canadensis (G6/7) genotipi olarak belirlenen kontrol grubuna kiyasla,
Hap 03, Hap 04 ve Hap 13 haplotip gruplarinda, egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-
mMiR-96 miRNA’larinin tamaminin ekspresyon diizeylerinde asagi yonli
ekspresyon tespit edildi. Kontrol grubuna gore asagi yonlii tespit edilen miRNA
ekspresyon diizeyi farklilig: istatistiki olarak anlamli bulundu. Asag yonli tespit
edilen miRNA ekspresyon diizeyi genel olarak egr-miR-7 i¢in %10.345 (3/29), egr-
miR-71 i¢in %10.345 (3/29) ve egr-miR-96 i¢in %10.345 (3/29) olarak belirlendi.

Kontrol grubu olan E. canadensis (G6/7)’e kiyasla, Hap 01, Hap 02,

Hap_05, Hap_06, Hap_08, Hap_10, Hap_11, Hap_12, Hap_14, Hap_15, Hap_17-
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Hap 29 olmak iizere toplam 23 haplotip grubunda, egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-
MiR-96 miRNA’larinin tamaminin ekspresyon diizeylerinde 7.14 kattan 7036 kata
kadar degisen oranlarda yukari yonlii ekspresyon tespit edildi. Kontrol grubuna
gore yukar1 yonlii tespit edilen miRNA ekspresyon diizeyi farklilig: istatistiki
olarak anlaml1 bulundu. Yukar1 yonlii tespit edilen miRNA ekspresyon diizeyi genel
olarak egr-miR-7 i¢in %79.31 (23/29), egr-miR-71 i¢in %79.31 (23/29) ve egr-

miR-96 icin %79.31 (23/29) olarak belirlendi (Sekil 12).
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Sekil 12. E. canadensis (G6/7) 6rnegi ile tiim haplotip gruplari arasinda miRNA ekspresyon
diizeyleri (E. canadensis (G6/7) kontrol grubu).

E. granulous s.s. (G1 ve G3) genotipi olarak belirlenen, sigir orjinli 40 ve
koyun orjinli 41 olmak iizere toplam 81 6rnegin bulundugu 29 haplotip grubu ile
sigir orjinli E. canadensis (G6/7) genotipi tespit edilen drnek arasindaki egr-miR-
7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larmin ekspresyon diizeylerindeki
karsilastirmalara iligskin kat degisimi (Fold Change) degerleri ve istatistiki veriler

Tablo 26’da gosterilmistir.
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Tablo 26. E. canadensis (G6/7) ornegi ile biitiin haplotip gruplar1 arasinda miRNA ekspresyon

diizeyleri, kat degisimleri ve istatistiki farklart.

Haplotip ) )
Grubu, _ Ornek Grup I—!edef Fold Change P Degeri Istatistiki
E. canadensis Sayisi miRNA  (Kat degisimi) Fark
(G6/7)
. egr-miR-7 1 Kontrol
E. caélg/(i?ensm 1 Kontrol egr-miR-71 1 Kontrol  Kontrol
( ) egr-miR-96 1 Kontrol
Hap_01 egr-miR-7 148.94 0.003  Anlamh
Sigir Hap 01 31 Calisma  egr-miR-71 196.70 0.003  Anlamh
Koyun Hap_03 egr-miR-96 192.24 0.003  Anlamh
Hap_02 egr-miR-7 54.39 0.004 Anlamh
Sigir Hap 02 2 Cahsma egr-miR-71 227.78 0.003  Anlamh
Koyun Hap_10 egr-miR-96 163.51 0.003  Anlamh
egr-miR-7 0.38 0.021  Anlamh
Slg'z'raggf% 1 Cabsma egrmiR-71 0.38 0022  Anlamh
- egr-miR-96 0.33 0.016 Anlamh
egr-miR-7 0.11 0.005  Anlamh
Slg'z'raggg“o . L Cahsma egr-miR-71 0.32 0015 Anlamh
= egr-miR-96 0.21 0.008  Anlamh
Hap_05 egr-miR-7 188.61 0.003  Anlamh
Sigir Hap 05 4 Cahsma egr-miR-71 431.39 0.003  Anlamh
Koyun Hap_02 egr-miR-96 675.27 0.003  Anlamh
Hap_06 egr-miR-7 179.75 0.003  Anlamh
Sigir Hap 06 14 Cahsma egr-miR-71 174.76 0.003  Anlamh
Koyun Hap_01 egr-miR-96 180.02 0.003  Anlamh
egr-miR-7 1.34 0.272  Anlamsiz
SlgTraIg;g707 1 Cahsma egr-miR-71 1.33 0.279  Anlamsiz
- egr-miR-96 1.00 0.985 Anlamsiz
egr-miR-7 36.16 0.004  Anlamh
SlgTraIgESSOEZ 1 Calisma egr-m?R-?l 34.85 0.004  Anlamh
- egr-miR-96 28.78 0.004  Anlamh
egr-miR-7 0.80 0.383  Anlamsiz
SlgTraIggggO9 1 Cahsma egr-miR-71 0.78 0.329  Anlamsiz
- egr-miR-96 0.53 0.060 Anlamsiz
egr-miR-7 73.22 0.003  Anlamh
SlgTraIg;;OIO 2 Cahsma egr-miR-71 101.46 0.003  Anlamh
- egr-miR-96 84.59 0.003  Anlamh
egr-miR-7 1003.10 0.003  Anlamh
Slg';'raggél » 1 Cahsma egr-miR-71  1314.06 0.003  Anlamh
- egr-miR-96 921.54 0.003  Anlamh
egr-miR-7 635.08 0.003  Anlamh
SlgTraIggézu 1 Cahsma egr-miR71  858.72 0.003  Anlamh
- egr-miR-96 769.78 0.003  Anlamh
egr-miR-7 0.09 0.005  Anlamh
Slg?raflgigl 3 1 Cahsma egr-miR-71 0.14 0.006  Anlamh
- egr-miR-96 0.13 0.005  Anlamh
egr-miR-7 212.15 0.003  Anlamh
slgljraIgE;41 A 1 Cahsma egr-miR71 19610 0.003  Anlamh
- egr-miR-96 119.90 0.003  Anlamh
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Haplotip

Grubu, Ornek Grup Hedef Fold Change Degeri Istatistiki

E. canadensis Sayisi mMiRNA  (Kat degisimi) Fark

(G6/7)

egr-miR-7 899.12 0.003  Anlamh
slgljralgzgi 5 1 Cabsma egrmiR7L 91565 0.003  Anlamh
- egr-miR-96 608.21 0.003  Anlamh
egr-miR-7 1.59 0.119 Anlamsiz
slgTra§5;61 . 1 Calisma  egr-miR-71 1.28 0.333  Anlamsiz
- egr-miR-96 0.95 0.832 Anlamsiz
egr-miR-7 11.30 0.005 Anlamh
Slg'jraﬁ;;7l7 1 Cahsma egr-miR-71 8.08 0.005 Anlamh
- egr-miR-96 7.14 0.006  Anlamh
Hap_18 egr-miR-7 390.09 0.003  Anlamh
Sigir Hap 18 4 Calisma  egr-miR-71 555.02 0.003  Anlamh
Koyun Hap_04 egr-miR-96 788.83 0.003  Anlamh
egr-miR-7 67.78 0.003  Anlamh
SlgTraIE)I;;g 19 1 Cahisma egr-m!R-?l 49.10 0.004  Anlamh
- egr-miR-96 128.39 0.003  Anlamh
egr-miR-7 812.28 0.003  Anlamh
Koyiﬁpl-_lgg 05 1 Cahisma egr-m?R-?l 2099.34 0.003  Anlamh
- egr-miR-96 2035.87 0.003  Anlamh
egr-miR-7 43.20 0.004  Anlamh
Koyﬂﬁpﬁgé 06 2 Calsma egrmiR71 29490 0.003  Anlamh
- egr-miR-96 201.98 0.003  Anlamh
egr-miR-7 61.37 0.003  Anlamh
Koyljﬁpﬁjs o7 1 Cahsma egr-miR71  178.97 0.003  Anlaml
- egr-miR-96 2245.13 0.003  Anlamh
egr-miR-7 375.22 0.003  Anlamh
Koy':f]‘pH—;s o8 1 Cabsma egrmiR7L 90659 0.003  Anlamh
- egr-miR-96 7036.38 0.003  Anlamh
egr-miR-7 1106.33 0.003  Anlamh
KO;J‘;’]‘F’H—gs 0 1 Cahsma egr-miR-71  2115.93 0.003  Anlamh
- egr-miR-96 894.40 0.003  Anlamh
egr-miR-7 2875.06 0.003  Anlamh
Koxﬁpﬁjs 11 1 Cahsma egr-miR-71 2987.68 0.003  Anlamh
- egr-miR-96 454474 0.003  Anlamh
egr-miR-7 100.06 0.003  Anlamh
Ko;jﬁpﬁgg . 1 Cahsma egr-miR71L  200.01 0.003  Anlamh
- egr-miR-96 267.10 0.003  Anlamh
egr-miR-7 1323.41 0.003  Anlamh
Kompﬁ:; > 1 Cahsma egr-miR-71 112116 0.003  Anlaml
- egr-miR-96 1045.67 0.003  Anlamh
egr-miR-7 550.97 0.003  Anlamh
Kompﬁjs y 1 Cahsma egr-miR-71  338.39 0.003  Anlamh
- egr-miR-96 169.75 0.003  Anlamh
egr-miR-7 592.53 0.003  Anlamh
Ko;:ﬁpﬁgs 5 1 Cahsma egr-miR-71  1626.12 0.003  Anlamh
- egr-miR-96 1236.65 0.003  Anlamh

80



6. TARTISMA

Echinococcus granulosus’un sebep oldugu KE, diinya genelinde insanlarda
ve hayvanlarda goriilen zoonoz bir hastaliktir. Hastalik, hayvanlarin gesitli organ
ve dokularinda olusturdugu yapisal ve fonksiyonel bozukluklar sonucu ekonomik
kayiplarin olusmasina, insanlarda ise yerlestigi organ ve dokulara bagli olarak ciddi

ve bazen 6liimciil olabilecek durumlara neden olabilmektedir (142).

KE’e sebep olan E. granulosus’un molekiiler ¢alismalar neticesinde yeniden
tanimlanmas1 sonucunda bugiline kadar bilinen tiirlerle ilgili biiyiik degisiklikler
meydana gelmistir. Yakin zamana kadar, E. granulosus tek bir tiir olarak kabul
edilirken, simdi patolojide farkliliklar gosteren, ilaglara farkli tepkiler veren ve
genis genetik gesitlilige sahip oldugu kabul edilen farkl: tiirler tanimlanmigtir (61).
Gelecekte yapilacak caligmalar ile ozellikle Afrika ve Cin gibi bolgelerde
parazitlerin yaban hayatinda da arastirilmasi neticesinde yeni Echinococcus

tiirlerinin kesfedilmesi beklenmektedir.

E. granulosus’un farkli izolatlar1 arasinda goriilen genetik farkliliklar
hastaligin yogun olarak goriildiigii bolgelerde, etkenin patojenitesi, bulas yolu,
hastalikla ilgili yapilacak olan kontrol ve miicadele yontemleri konularinda etkili
olmaktadir (143). Ulkemizde ve diinyada E. granulosus genotip ve haplotiplerinin
belirlenmesine yonelik ¢alismalar yapilmistir. Simsek ve ark. (75), Erzurum ilinde
yaptiklar1 bir arastirmada, 220 sigir orjinli hidatik kist 6rnegini, 12S rRNA gen
bolgesine yonelik PCR ve mt-CO1 gen bolgesine yonelik, DNA dizi analizleri ile
incelemisler, analizler neticesinde; 6rneklerden 147’sinin E. granulosus s.s. (G1-

G3), 28’1nin Gl, kalan 73 ornekten 7’sinin G3 susu oldugunu saptamislardir.
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Simsek ve ark. (76), yaptiklar1 bir diger arastirmada, Elazig ve Erzurum illerinden,
23 s1g1r ve 31 koyun orjinli hidatik kist 6rnegini, PCR-Single Strand Conformation
Polymorphism (PCR-SSCP) metodu Kkullanarak analiz etmisler, analizler
neticesinde tiim Orneklerin E. granulosus s.s. (G1-G3) oldugunu bildirmislerdir.
Gokpnar ve ark. (78), Kirikkale ilinde yaptiklar: bir arastirmada, sigir orjinli 20
hidatik kist materyalini, mt-CO1 genine yonelik PCR ve DNA dizi analizlerine tabi
tutmuslar ve analizler neticesinde tiim orneklerin E. granulosus s.s. (G1-G3)
oldugunu belirlemislerdir. Utiik ve ark. (69), Kilis ilinde yaptiklar1 bir caligmada,
koyun kokenli 28 hidatik kist izolatin1 incelemisler ve tiim izolatlarin E. granulosus
s.S. (G1-G3) oldugunu bildirmislerdir. Altintas ve ark. (144), Manisa’da yaptiklari
bir arastirmada, 18 sigir kokenli hidatik kist izolatinin incelenmesi neticesinde
orneklerin hepsinin E. granulosus s.s. (G1-G3) oldugunu belirtmislerdir. Ozyalin
(83), Malatya’da 53 insan izolat1 iizerinde yaptigi bir arastirmada, mt-COL gen
bolgesine yonelik PCR analizleri ve akabinde yapilan tek yonlii DNA dizi analizleri
neticesinde, tiim izolatlarin E. granulosus s.s. (G1-G3) oldugunu raporlamustir.
Kesik ve ark. (86), Tiirkiye’nin farkli illerinden temin edilen sigir orjinli 60 hidatik
kist 6rnegini, mt-CO1 genine yonelik PCR ve tek yonlii sekans analizleri ile
incelemisler ve incelemeler neticesinde tiim orneklerin E. granulosus s.s. (G1 ve
G3) oldugunu belirlemisler ve bu oOrneklerin toplamda 49 nokta mutasyonu
tasidigini tespit etmislerdir. Yan ve ark. (145), Cin'de KE i¢in yiiksek endemik
eyaletlerden biri olan Xinjiang bolgesinde gergeklestirdikleri bir ¢alismada, koyun
ve sigir orjinli toplam 55 hidatik kist ornegini, 12S rRNA ve mt-CO1 gen
bolgelerine spesifik PCR ve akabinde sekans analizleri ile incelemigler ve neticede

tiim orneklerin E. granulosus s.s. (G1 genotipi) oldugunu belirlemislerdir. mt-CO1
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gen tabanli yaptiklari analizlerde 20 haplotip tespit ettiklerini bildirmislerdir.
Mehmood ve ark. (146), italya’da KE yéniinden oldukca endemik olan Sardinya
bolgesinde E. granulosus s.s.’nun intraspesifik degiskenligini ve demografik
yapisini incelemek icin yaptiklari bir arastirmada, 52 koyun, 11 si8ir, 4 domuz ve 2
kegi orjinli toplam 69 hidatik kist izolatin1 incelemislerdir. Inceledikleri drneklerde,
baskin genotiplerin G1 ve G3 oldugunu belirlemislerdir. Yaptiklar1 haplotip
analizleri sonucunda, nispeten yiiksek oranda 22 haplotip grubu (0.8555 +0.033)
ve diisiik niikleotid cesitliligi (0.00281 +0.00030) olan intraspesifik varyasyonlar

tespit etmislerdir.

Bu c¢alismada analizi yapilan 41 sigir hidatik kist izolati, mt-CO1 gen
bolgesine yonelik yapilan PCR ve sekans analizleri ile degerlendirilmistir.
Neticede, 40 sekansin E. granulosus s.s. (G1 ve G3) oldugu belirlenmistir. Sigir
izolatlarmin kendi igerisinde yapilan haplotip analizleri neticesinde, bir ana
haplotip ile konfigiirasyon i¢inde diizenlenmis, 1-17 mutasyon adimiyla diger
haplotiplerden ayrilmis ve toplam izolatlarin %30'unu (12/40) kapsayan 19 haplotip
grubu tespit edilmigtir. mt-CO1 sekanslari i¢in %47.05 (8/17)i parsimony
informative olan 17 polimorfik alan belirlenmis ve gen bolgesi i¢in yiiksek haplotip
ve diisiik niikleotid c¢esitliligi gozlenmistir. Bu haplotip gruplarinin %73.68
(14/19)’sinin tekli haplotip olmas1 bu sonuglar1 desteklemistir. Yine bu ¢alismada
degerlendirilen 41 koyun hidatik kist izolatr, mt-CO1 gen bolgesine yonelik yapilan
PCR ve sekans analizleri sonucunda, 41 sekansin tamaminin E. granulosus s.s. (G1
ve G3) oldugu belirlenmistir. Koyun izolatlarinin kendi i¢lerinde yapilan haplotip
analizleri neticesinde; bir ana haplotip ile konfigiirasyon iginde diizenlenmis, 1-19

mutasyon adimiyla diger haplotiplerden ayrilmis ve toplam izolatlarin %47.05'ini
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(15/41) kapsayan 15 haplotip grubu tespit edilmistir. mt-CO1 sekanslari i¢in %36.8
(7/19)'i parsimony informative olan 19 polimorfik alan belirlenmis, gen bolgesi i¢in
yiiksek haplotip ve diisiik niikleotid ¢esitliligi gozlenmistir. Bu haplotip gruplarinin
%73.33 (11/15)’sinin tekli haplotip olmasi bu sonuglar1 desteklemistir. E.
granulosus s.s. (G1 ve G3) hem sigir (n=40) hem koyun (n=41) izolatlarinin mt-
CO1 gen bolgesi icin haplotip analizleri gerceklestirilmistir. Elde edilen haplotip
ag1 sonucunda, bir ana haplotip ile konfigiirasyon iginde diizenlenmis, 1-26
mutasyon adimiyla diger haplotiplerden ayrilmis ve toplam izolatlarin %38.27'sini
(31/81) kapsayan 29 haplotip grubu belirlenmistir. mt-CO1 sekanslar1 i¢in %50
(13/26)'si parsimony informative olan 26 polimorfik alan tespit edildi ve gen
bolgesi i¢in yiiksek haplotip ve diisiik niikleotid ¢esitliligi oldugu gézlenmistir. Bu
haplotip gruplarinin  %75.86 (22/29)’sinin tekli haplotip olmasi sonuglar
desteklemistir. Bu ¢alismada elde edilen genotip sonuglari ile Simsek ve ark. (75;
76), Gokpinar ve ark. (78), Utiik ve ark. (69), Altintas ve ark. (144), Ozyalin (83),
Kesik ve ark. (86), Yan ve ark. (145), Mehmood ve ark. (146)’nin sonuglar1 ile
uyumluluk gostermektedir. Ulkemizin farkli bélgelerinde E. granulosus’un
genotiplerini belirlemeye yonelik yapilan calismalarda, etkene ara konak olarak
aracilik eden insanlarda ve hayvanlarda genotipin agirlikli olarak E. granulosus s.s.
(G1 ve G3) oldugu goriilmektedir. Sunulan ¢alismada da toplam 81 hidatik kist
izolatindan 80’inin (40 sigir, 41 koyun) E. granulosus s.s. (Gl ve G3) oldugu
belirlenmistir. Yine sunulan ¢alismada, hem sigir hemde koyun orjinli hidatik kist
orneklerinde yliksek haplotip ve diisiik niikleotid cesitliligi belirlenmistir. Bu
durumun, etkenin endemik oldugu bolgelerde son konak ve ara konaklar arasinda

iletiminin siirekli devam etmesi, ara konak ve son konak olan hayvan tiirlerinin
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iilkemizde cok farkli tiirde olmamasi, bu sayede etkenin genetik yapisinin
korunmasi ile baglantili olabilecegi diistiniilmiistiir.

Eryildiz ve Sakru (79), Trakya bolgesinde farkli konak tiirlerine ait hidatik
kist orneklerini inceledikleri bir ¢calismada, 13 si8ir, 3 koyun ve 42 insan orjinli
hidatik Kist izolatint PCR-RFLP ve PCR-SSCP analizleri ve ITS-1 ve NAD1 gen
bolgelerine yonelik DNA dizi analizleri ile incelemislerdir. Analizler neticesinde
tiim s181r ve koyun izolatlarinin yaygin koyun susu (G1), tiim insan izolatlarinin ise
G1 ve G7 suslart oldugunu belirlemislerdir. Kesik ve ark. (84), Elazig ilinde
yaptiklar1 bir ¢alismada s1gir orjinli 40 hidatik kist 6rnegini, mt-CO1 genine yonelik
PCR ve akabinde yaptiklar1 DNA dizi analizleri ile incelemeleri neticesinde,
orneklerden 39'unun E. granulosus s.s., birinin ise E. canadensis (G6/7) oldugunu
bildirmislerdir. Arastiricilar, E. granulosus s.s. oldugu belirlenen 39 6rnek iizerinde
yaptiklar1 haplotip analizleri neticesinde, 26 haplotip oldugunu ve bu haplotiplerde
29 polimorfik bolge belirlediklerini bildirmislerdir. Arastiricilar bu ¢aligmalari ile
Tirkiye’de sigirlarda E. canadensis (G6/7)’in ilk bildirimini yapmusglardir.
Mehmood ve ark. (85), Elazig’da yaptiklar1 bir ¢alismada, 19 koyun ve 66 sigir
olmak iizere toplam 85 hidatik kist izolatini, mt-CO1 genine yonelik PCR ve DNA
dizi analizleri ile incelemisler ve analizler neticesinde 85 izolattan 84'niin E.
granulosus s.s., bir koyun izolatinin ise E. canadensis (G6/7) oldugunu
belirlemislerdir. Arastiricilar bu ¢alismalar ile Tiirkiye'de ilk kez koyunlarda E.
canadensis (G6/7)’in varligin1 raporlamiglardir. Yaptiklar1 haplotip analizleri
sonucunda 66 sigir izolatinda, 16 haplotip; 19 koyun izolatinda ise 7 haplotip
belirlemislerdir. Bakal ve ark. (87), Elazig’da yaptiklar1 bir arastirmada, insan

orjinli 17 hidatik kist izolatini, mt-CO1 genine yonelik PCR ve sekans analizlerine
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tabi tutmuslar ve 16 izolatin E. granulosus s.s., bir izolatin ise E. canadensis (G6/7)
oldugunu belirtmislerdir. Tirkiye'deki pediatrik olgularda E. canadensis (G6/7)
susunun ilk kez bu arastirma ile bildiriminin yapildigini raporlamislardir.

Sunulan bu ¢alismada degerlendirilen 82 hidatik kist izolatindan (41 sigir,
41 koyun), mt-CO1 gen bolgesine yonelik yapilan PCR ve sekans analizleri
sonucunda, 80 izolatin E. granulosus s.s. (G1 ve G3) oldugu tespit edilmis, bir sigir
orjinli izolatin ise E. canadensis (G6/7) oldugu belirlenmistir. Sundugumuz
caligmada elde ettigimiz sonuglar ile Eryildiz ve Sakru (79), Kesik ve ark. (84),
Mehmood ve ark. (85), Bakal ve ark. (87)’nin ¢alismalarinda elde ettikleri sonuglar
uyumluluk goéstermektedir. Bahsedilen calismalarda sigir ve koyun hatta insan
orjinli hidatik kist 6rneklerinde genotipin yiiksek oranda E. granulosus s.s. (G1 ve
G3) oldugu, yiiksek haplotip ve diistik niikleotid ¢esitliligi sergiledigi, diisiik oranda
E. canadensis (G6/7) genotipinin gorildiigi bildirilmistir. S1gir ve koyunlarda E.
granulosus etkeninin genotiplerini belirlemeye yonelik iilkemizde ve diinyada
yapilan calismalarda baskin genotipin E. granulosus s.s. (Gl ve G3) oldugu
goriilmektedir. E. canadensis (G6/7) genotipinin sundugumuz ¢aligmada ve
Eryildiz ve Sakru (79), Kesik ve ark. (84), Mehmood ve ark. (85), Bakal ve ark.
(87)’nin ¢alismalarinda ¢ok diisiik oranlarda belirlendigi goriillmektedir. Bu
durumun, etkenin biyolojisinde E. canadensis (G6/7) genotipi i¢in ara konak olan
domuz ve deve popililasyonunun Tiirkiye’de diger ara konak hayvan tiirlerine gore
daha az olmasi ile iliskili olabilecegi diistiniilmiistiir.

E. granulosus’un yasam dongilisinde konak ve parazitin birlikte
yasamasinin altinda yatan mekanizmalar halen tam olarak belirlenememistir. Son

yillarda yapilan deneysel calismalar, parazitlerin konaklarda hayatta kalmasi ile
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ilgili stratejileri belirlemeye yoneliktir (92). Kist 6zelliklerinin KE serolojisini
etkiledigi birka¢ calisma bildirilse de KE gelisimi ve ilerlemesi sirasinda konakta
meydana gelen mekanizmalar hakkinda hala smirli veri bulunmaktadir. E.
granulosus’un yasam dongiisiinde konak ve parazit iliskisindeki mekanizmalari
aciklamaya c¢alisan en yeni yaklasimlardan biri de mikroRNA’lardir (101).
Epigenetik diizenleyiciler olarak miRNAlar, biyolojik fonksiyonlar1 kontrol etmek
i¢in transkripsiyon sonrasit Okaryotlarda gen ekspresyonunu diizenleyen kiiciik
kodlayic1 olmayan RNA’lardir. miRNA’lar, parazitlerin gelisimi, fizyolojisi,
enfeksiyonu, bagisikligi ve karmasik yasam dongiilerinde rol oynamaktadirlar.
Parazitler, konak miRNA profilini ve ekspresyon seviyesini degistirerek
parazitlerin konakta kontroliine/konaktan atilmasina veya enfeksiyonun siddetinin
artmasina neden olabilmektedir. Son 20 yilda, Caenorhabditis elegans ve diger
parazitlerde binlerce miRNA tanimlanmistir. Bu nedenle, miRNA yolaklari
paraziter hastaliklarin teshisi ve terapotik kontrolii igin potansiyel hedefler arasinda
yer almaktadir (147).

Echinococcus spp. genomunun yaklasik %10-14'lik kisminit protein
kodlayan genler (exon) olusturmasina ragmen, genomun yaklasik %85°1ik kismini
protein kodlamayan (non-coding (intron)) RNA’lar olusturmaktadir (30; 95). Son
yillarda miRNA’lar E. granulosus, E. multilocularis ve E. canadensis gibi tiirlerde
de tanimlanmustir. Bu bilgiler, miRNA’larin, Echinococcus spp. ve KE’de nemli
bir yerinin oldugunu ve bu nedenle teshis veya tedavi hedefleri olarak
kullanilabilme potansiyelinin olabilecegini diisiindiirmektedir (99).

Bu ¢alismada farkli ara konak tiirlerinde (s1gir ve koyun), Echinococcus spp.

genotiplerinin ve genotipler icerisindeki haplotipler belirlenerek, genotip ve
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haplotip gruplar1 arasinda ve aym zamanda farkli kist yapilarinda (germinal
membran ve/veya protoskoleks) miRNA ekspresyon seviyeleri tespit edildi. Sigir
orjinli 41 ve koyun orjinli 41 olmak tizere toplam 82 hidatik kist izolatindan,
germinal membran Ornekleri alinarak, E. granulosus s.I. mt-CO1 gen bdlgesine
spesifik primerler ile PCR ve DNA dizi analizleri gerceklestirildi. Bu analizler ile
hem hidatik kist 6rneklerinin tiir tayini hem de haplotipleri belirlendi.

Alizadeh ve ark. (148), egr-miR-71 ve egr-let-7 miRNA’larinin kist hidatik
hastalig1 i¢cin plazma biyobelirtegleri olarak kullanilabilme kapasitelerinin
arastirilmasi amaciyla yaptiklari bir ¢alismada, KE oldugu belirlenen 30 insandan,
kontrol grubu icin ise saglikli 30 bireyden kan Ornekleri toplamislardir. KE
hastalarindaki kan Orneklerinde, egr-miR-71 ve egr-let-7 miRNA’lariin
ekspresyon seviyelerini kontrol grubu ile karsilastirmislardir. KE cerrahisinden
sonra hastalar ii¢ ve alt1 aylik donemde takip edilerek, hasta ve kontrol grubu
arasindaki miRNA nisbi kat degisimi karsilastirilmis, house keeping internal
kontrol geni olarak ise hsa-miR-16-5p kullanilmistir. Internal kontrol geni olan hsa-
miR-16-5p’ye gore ekspresyon diizeylerinin normalizasyonu saglanmistir.
Analizler neticesinde, parazit tiirevli miRNA’lardan egr-miR-71 ve egr-let-7’nin
insan plazmasinda tespit edilebildigi gosterilmistir. miRNA’larin ekspresyon
seviyelerindeki degisiklikler degerlendirildiginde ozellikle egr-miR-71'in Kist
hidatigin erken teshisi ve izlenmesi bakimindan, yeni, umut verici sonuglar verdigi
ve biyobelirteg olarak islev gorebilecegi bildirilmistir. Bu tez ¢calismasinda da sigir
ve koyun kokenli hidatik kist 6rneklerinde (germinal membran ve protoskoleksler)
egr-miR-71’in anlamli bir sekilde eksprese oldugu gosterilmis olup, egr-miR-71’in

KE tanisinda etkili bir biyobelirtec¢ olabilecegi diistiniilmiistiir.
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Mortezaei ve ark. (149), E. granulosus'un farkli gelisim evrelerinde miRNA
profilinin arastirilmasi amaciyla yaptiklar1 bir ¢calismada, parazitin farklr gelisim
evrelerini, ex vivo ve in-vitro olarak Kkiiltirlenmis E. granulosus'tan elde
etmislerdir. miRNA’larin ekspresyon seviyelerini, ex vivo germinal membran,
evagine protoskoleks, in-vitro mikrokist ve strobilasyonlu erigskin parazitlerde
arastirmiglardir. Germinal membran yapisinda, protoskoleks transformasyonu
sirasinda, MiR-61'in ekspresyonunda artis gozlendigi, erigskin strobilat formlarda
mMiR-10"un daha yiiksek diizeyde eksprese edildigini bildirmislerdir. Germinal
tabakada, let-7 ve miR-3489 miRNA’larinin daha yiiksek diizeyde eksprese
edildigini belirtmislerdir. Bu da gostermektedir ki E. granulosus’tan hidatik kist
formasyonu sekillenirken her asamada farkli miRNA’lar degisik diizeylerde
eksprese olmaktadir. Nitekim bizim calismamizda da fertil koyun kokenli hidatik
kist izolatlarinin tamaminda, germinal membranlarda protoskolekslere kiyasla egr-
miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96’nin tamaminin ekspresyonunda istatistiki olarak
anlamli artig tespit edildi. Akil (150), KE teshisi konulmus olan insanlarda ve
saglikli bireylerde egr-let-7, egr-miR-10 ve egr-miR-71’in ekspresyon diizeylerinin
karsilastirilmast amaciyla yaptig1 bir ¢alismada, KE teshisi konulmus 50 bireyden
ve 20 saglikli bireyden kan 6rnekleri almistir. Normalizasyon icin referans gen
(housekeeping gene) olarak U6 small nuclear RNA (snRNA) kullanilmig, hasta
grubundaki miRNA ekspresyon seviyelerini, kontrol grubu ile 224¢T ygntemine
gore karsilastirarak hesaplamistir. qRT-PCR yontemi ile hasta 6rneklerinde egr-let-
7, egr-miR-10 ve egr-miR-71 i¢in sirasiyla 27 (%54), 5 (%10) ve 13 (%26)’iinde
ekspresyon goriildiigii tespit edilmis, saglikli kontrol grubunda hedef miRNA’larda

ekspresyon tespit edilmemistir. KE’li hastalarin plazma 6rneklerinde E. granulosus
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kaynakli egr-let-7, egr-miR-10 ve egr-miR-71 miRNA’lariin tespit edilebildigi
bildirilmis, kist siniflandirmalarina gore, miRNA ekspresyon seviyelerindeki
degisiklikler g6z oniine alindiginda 6zellikle KE1 Kist tipinde egr-miR-71, KE2’de
egr-let-7’nin KE’in erken tanisi i¢in biyobelirte¢ adayr olabilecegi belirtilmistir.
Orsten ve ark. (151), aktif ve inaktif kistleri olan KE teshisi konulmus insanlarda,
parazit tiirevli miRNA'larin ekspresyon profillerini karsilastirmak i¢in yaptiklari bir
calismada, 55 enfekte ve 15 saglikli bireyden kan ornekleri almislardir. Aktif Kist
teshis edilen KE hastalarinda parazit tiirevli miRNA'lardan, egr-let-7-5p, egr-miR-
71a-5p ve egr-miR-9-5p'nin inaktif KE hastalarina gore ekspresyon diizeylerinin
strastyla 3.74, 2.72 ve 20.78 kat fazla olacak sekilde eksprese edildigi ve bu nisbi
kat artis farklarinin istatistiki olarak onemli oldugu (p <0.05) raporlanmustir.
Analizler neticesinde egr-let-7-5p ve egr-miR-9-5p miRNA’larinin, aktif ve inaktif
KE'in ay1rici tanisi i¢in umut verici potansiyel biyobelirteg olabilecegi belirtilmistir.

Bizim g¢aligmamizda 10 koyun orijinli fertil olan hidatik kist 6rneginde
protoskoleks ve germinal membran yapilarinda egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-
miR-96 mMIiRNA’larinin, ekspresyon seviylerinde nisbi kat degisimleri
karsilastirilmistir. Aktif hidatik kisti olan koyun 6rneklerinde egr-miR-7, egr-miR-
71 ve egr-miR-96 miRNA’lar1 arasindaki nispi kat degisiminin belirlenmesi igin
internal kontrol (house keeping) geni olarak U6 kullanilmistir. Koyun orijinli 10
hidatik kist 6rnegine ait germinal membran ve protoskoleks yapilarindaki miRNA
ekspresyon diizeyleri hem bireysel olarak ayri ayri, hem de 10 6rnegin germinal
membran ve protoskoleks yapilarindaki ekspresyon diizeylerinin ortalamasi
alinarak kiyaslamalar yapilmistir. Yapilan karsilagtirmalarin tamaminda fertil olan

koyun orjinli hidatik kist 6rneklerinde kontrol olarak segilen protoskoleks yapisina
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kiyasla germinal membran yapisinda, egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96
miRNA’larinin  tamaminin ekspresyon seviyesinde istatistiki olarak anlamli
(p<0.05) bir yiikselis belirlenmistir. Mortezaei ve ark. (149)’nin yaptiklari
calismada, protoskoleks tiretim asamasinda, germinal membran yapisinda miR-61,
let-7 ve miR-3489’un ekspresyonunda yiikselme goriildiigi bildirilmektedir. Bu
calismada da, germinal membran yapisindaki egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-
96 miRNA’larinin tamaminin ekspresyon seviyesinde protoskoleks yapisina
kiyasla artis oldugu belirlenmistir. Germinal membran yapisinda, protoskoleks
yapisina kiyasla daha yiiksek diizeyde miRNA ekspresyonu tespit edilmesi
yoniiyle, calismamizdaki sonuglar Mortezaei ve ark. (149)’nin calismasindaki
sonuglar ile benzerlik gostermektedir. Alizadeh ve ark. (148)’nin yaptig1 ¢alismada
insanlarda KE teshisi igin egr-miR-71’in biyobelirteg adayr olabilecegi
belirtilmistir. Akil (150)’1in yaptig1 ¢alismada, KE1 asamasindaki kist tipinde egr-
miR-71, KE2 asamasindaki Kist tipinde egr-let-7’nin KE’in erken tanist i¢in
biyobelirteg aday1 olabilecegi belirtilmistir. Bizim ¢alismamizda da egr-miR-7, egr-
miR-71 ve egr-miR-96’nin KE teshisinde biyobelirteg¢ aday1 olabilecegi sonucuna
vartlmistir.  egr-miR-71’in  aktif KE teshisinde biyobelirteg adayi olarak
kullanilabilmesi sonucu bakimindan sundugumuz ¢alisma; Alizadeh ve ark. (148),
Akil (150) ve Orsten ve ark. (151)’nin sonuglari ile benzerlik gdstermektedir. egr-
mir-71’in benzer ¢alismalarda KE’in tanisi i¢in 6zellikle aktif ve inaktif kistlerde
ayrim i¢in biyobelirte¢ aday1 olarak gosterilmesindeki temel neden, egr-mir-71’in
Nemo-like kinase gen bdlgesini hedef almasi, protoskoleks gelisimine dahil olmasi
ve Echinococcus tiirlerinde konak makrofaj fonksiyonlarini diizenlemesi 6zellikleri

ile iligkili olabilecegi diistiniilmektedir.
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Cucher ve ark. (93), E. granulosus’un farkli gelisim asamalarindaki ve
genotiplerindeki miRNA ekspresyon diizeylerini belirlemek amaciyla yaptiklari
calismada, protoskoleks Orneklerini domuz ve sigirlarin  akciger ve
karacigerlerinden elde etmislerdir. E. granulosus (G1 genotipi) protoskolekslerini
farelere intraperitoneal olarak enjekte etmisler, enjeksiyondan 9 ay sonra farelere
Otenazi islemi uygulayip intraperitoneal Kistleri toplamislardir. G7 genotipi olarak
belirledikleri protoskoleks orneklerini yiiksek glikoz iceren DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium) igerisinde kiiltiire etmislerdir. Farkli gelisim
asamalarindaki miRNA ekspresyon seviyelerini karsilastirmak icin protoskoleks ve
germinal membran Orneklerinden qRT-PCR ve Real Time PCR analizleri
gerceklestirmiglerdir. Analizler neticesinde miR-2, miR-71, miR-9, miR-10, let7 ve
MiR-277 miRNA’larinin, sekonder hidatik kistlerde, hem protoskoleks (G1 ve G7
genotipleri) hem de kist duvarlarinda, miR125’in ise sadece protoskoleks yapisinda
eksprese oldugu bildirilmistir. In vitro pre-mikrokistler ve mikrokistlerde miRNA
ekspresyon seviyelerini incelediklerinde, miR-2 ve miR-71"in her iki vezikiiler
formda, miR-125’in ise sadece pre-mikrokistlerde eksprese edildigi, miR-125'in
kist asamasinda eksprese olmadigi veya Northern blot ile tespit edilebilecek
diizeyde ekspresyon seviyesinin olusmadigini belirtmislerdir. Ayrica, metasestod
formunda miR-2, miR-71 ve let-7’nin protoskolekslerdeki ekspresyon diizeyinin,
germinal membran yapisindaki ekspresyon diizeyine gore daha yiiksek diizeyde
oldugu bildirilmistir. Bu durum, miRNA ekspresyon diizeyinin parazitin gelisim
siirecini diizenleyebilecegini gostermektedir.

Bu ¢alismada, E. granulosus s.s. (G1 ve G3) genotipi olarak belirlenen

koyun orjinli, fertil 10 6rnekten germinal membran ve protoskoleks ornekleri
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alinmis ve bu yapilardaki egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96’nin ekspresyon
diizeylerinin karsilagtirilmasi yapilmistir. Koyun orjinli 10 6rnegin tamaminda
protoskoleks yapisina kiyasla germinal membran yapisinda, egr-miR-7, egr-miR-
71 ve egr-miR-96 miRNA’larimin tamaminda ¢ok yiiksek diizeyde ekspresyon
diizeyleri belirlenmistir. Ozellikle egr-miR-96’da, egr-miR-7 ve egr-miR-71’e
kiyasla ekspresyon diizeyinin ¢ok daha fazla oldugu gozlenmistir. Sigir orjinli E.
canadensis (G6/7) genotipi oldugu belirlenen bir hidatik kist 6rnegi ile sigir ve
koyun orjinli 81 E. granulosus s.s. (G1 ve G3) genotipi 6rneklerini igeren 29
haplotip grubu arasinda, egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larinin
ekspresyon seviyelerindeki kat degisimleri karsilastirilmistir. Karsilastirmada,
diger orneklerden farkli genotip igerdiginden E. canadensis (G6/7) drnegi kontrol
olarak secilmis ve miRNA ekspresyon seviyelerinde kiyaslamalar buna gore
yapilmistir. Kontrol olarak se¢ilen E. canadensis (G6/7) 6rnegine gore, 29 haplotip
grubunun  23’tnde (%79.31), egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96
miRNA’larinin tamaminin ekspresyon seviyelerinde artis kaydedilmistir. Bu durum
genel olarak miRNA ekspresyon diizeylerinin E. canadensis (G6/7) genotipinde, E.
granulosus s.s. (G1 ve G3)’e gore daha diisiik olabilecegini diisiindiirmektedir.
Cucher ve ark. (93)’nin gerceklestirdikleri ¢alismada protoskoleksde (G1 genotipi),
egr-miR-71 ve egr-let-7’nin daha yiiksek diizeyde eksprese edildigi belirlenirken,
sunulan bu ¢aligmada germinal membran yapisinda egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-
mMiR-96 miRNA’larmin daha yiiksek diizeyde eksprese oldugu saptanmistir. Bu
durum, protoskolekslerin deneysel sekonder hidatidozis olusturulmasi i¢in farelere
enjeksiyonu ile etkenin konak degisiminden dolay1 miRNA ekspresyon seviyesinde

degismeler olabilecegini  diigiindiirmektedir. Cucher ve ark. (93)’nin
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protoskoleksleri (G7 genotipi), DMEM igeren kiiltiir ortaminda in-vitro gelistirerek
elde ettikleri pre-mikrokist ve mikrokistlerde, germinal membran yapisinda,
protoskoleks yapisina kiyasla egr-miR-71 ve egr-let-7’nin daha diisiik diizeyde
eksprese oldugunu belirlemislerdir. Sundugumuz ¢alismada genotip farkliliginda
miRNA ekspresyon diizeylerinin bliyiik oranda degistigi belirlendiginden, Cucher
ve ark. (93)’nin ¢alismasindaki MiRNA ekspresyon sonuglarindaki farkliligin,
etkenin genotip farkliligindan kaynaklanabilecegi ve yine etkenin in-vitro ortamda
tiretilerek elde edilmesinin, miRNA ekspresyon diizeylerinde degisimlere sebep
olabilecegi diisliniilmektedir.

E. granulosus genotip ve haplotiplerinin belirlenerek, miRNA ekspresyon
diizeylerinin karsilastirildigi caligmalar hali hazirda sinirh sayida oldugundan elde
edilen veriler ilgili literatiirlerin verileriyle karsilastirilmistir.

Sonug olarak, bu calisma ile PCR ve DNA dizi analiziyle 41 sigir ve 41
koyun orjinli toplam 82 hidatik kist 6rnegi incelenmistir. Analizler neticesinde 40
sigir ve 41 koyun orjinli toplam 81 hidatik kist 6rnegi E. granulosus s.s. (G1 ve G3)
genotipi olarak belirlenmistir. Sigir orjinli bir hidatik kist Orneginin ise E.
canadensis (G6/7) genotipi oldugu tespit edilmistir. Sigir orjinli 40 E. granulosus
s.S. (G1 ve G3) 6rneginde yapilan haplotip analizleri neticesinde, 19 haplotip grubu,
bu gruplarda toplam 17 polimorfik alan oldugu, 6rneklerin yiiksek haplotip ve
diistik niikleotid gesitliligi gosterdigi belirlenmistir. Koyun orjinli 41 E. granulosus
s.S. (G1 ve G3) 6rneginde yapilan haplotip analizleri neticesinde, 15 haplotip grubu,
bu gruplarda toplam 19 polimorfik alan oldugu, 6rneklerin yiiksek haplotip ve
diisiik niikleotid cesitliligi gosterdigi belirlenmistir. Koyun ve sigir orjinli toplam

81 E. granulosus s.s. (G1 ve G3) genotipi oldugu belirlenen 6rneklerin toplamda
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29 haplotip grubuna ayrildigi, bu gruplarda toplam 26 polimorfik alan oldugu,
orneklerin yiiksek haplotip ve diisiik niikleotid ¢esitliligi gosterdigi belirlenmistir.
Sig1r orjinli 40 E. granulosus s.s. (G1 ve G3) 6rneginde egr-miR-7, egr-miR-71 ve
egr-miR-96 miRNA’larinin  ekspresyon seviyelerindeki kat degisimleri
karsilagtirilmistir. Sigir orjinli 40 E. granulosus s.s. (G1 ve G3) o6rneginde
belirlenen Hap_01 ana haplotip grubuna gore, diger haplotip gruplarinda egr-miR-
7, egr-miR-71 ve egr-miR-96’nin ekspresyon diizeylerinde genel olarak yiikselme
gorildiigl saptanmistir. Koyun orjinli 41 E. granulosus s.s. (G1 ve G3) drneginde
egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larinin ekspresyon seviyelerindeki
kat degisimleri karsilastirilmistir. Koyun orjinli 40 E. granulosus s.s. (G1 ve G3)
orneginde belirlenen Hap_03 ana haplotip grubuna gore diger haplotip gruplarinda
egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96’nin ekspresyon diizeylerinde genel olarak
diisiis goriildiigii belirlenmistir. Fertil oldugu ve protoskoleks ihtiva ettigi belirlenen
10 koyun orjinli E. granulosus s.s. (G1 ve G3) hidatik kist 6rneginde protoskoleks
ve germinal membran yapilarindaki egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96
miRNA’larinin ekspresyon diizeyleride kiyaslanmistir. Yapilan karsilastirmalarda,
orneklerin tamaminda, protoskoleks yapisina kiyasla, germinal membran yapisinda
egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larinin ¢ok daha yiiksek diizeyde
eksprese oldugu belirlenmistir. Koyun ve sigir orjinli toplam 81 E. granulosus s.s.
(G1 ve G3) orneginde egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’ larinin
ekspresyon seviyelerindeki kat degisimleri karsilastirilmistir. Koyun ve sigir orjinli
orneklerde belirlenen Hap_01 ana haplotip grubuna gore diger haplotip gruplarinda
egr-miR-7’nin ekspresyon seviyesinde genel olarak diisiis, egr-miR-71 ve egr-miR-

96’nin ekspresyon seviyesinde genel olarak yiikselme oldugu gézlenmistir. Sigir
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orjinli bir E. canadensis (G6/7) 6rneginde egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96
miRNA’larinin ekspresyon seviyelerindeki kat degisimleri biitiin 6rneklerin yer
aldig1 29 haplotip grubu ile kiyaslanmistir. Koyun ve si1gir orjinli toplam 81 hidatik
kist 6rneginin tamami E. granulosus s.s. (G1 ve G3) oldugundan dolay1 farkli
genotip olan bir sigir orjinli E. canadensis (G6/7) 6rnegi kontrol grubu olarak
secilerek miRNA ekspresyon diizeylerindeki kat degisimleri karsilastirilmistir. egr-
miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larinin E. canadensis (G6/7)’e kiyasla
29 haplotip grubunda %79.31 (23/29) oraninda yiiksek diizeyde ekspresyon
gosterdigi belirlendi.

Goriildigi tizere haplotip ¢esitliligi ile miRNA ekspresyon seviyelerinde
istatistiki olarak anlamli olan yiikselme ve azalmalar goriilebilmektedir. Ozellikle
E. canadensis (G6/7) ile tiim haplotiplerin kiyaslanmasinda bu durum daha dikkat
¢ekici olmustur. Genotipleri E. granulosus s.s. (G1 ve G3) olarak belirlenen, koyun
orjinli fertil 10 hidatik kist Orneginin protoskoleks ve germinal membran
yapilarinda egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larinin tamaminin
ekspresyon diizeyinde, protoskoleks yapisina kiyasla germinal membran yapisinda
cok yiiksek diizeyde eksprese olmast énemli bulunmustur. Germinal membran
yapisinda protoskoleks yapisina kiyasla ozellikle egr-miR-96 miRNA’smin
ekspresyonunun kat degisimi ortalama 350 kat artis gostermistir.

Echinococcus spp. genomunda daha uzun veya farkli gen bolgelerindeki
polimorfizmlerin belirlenerek, polimorfizm belirlenen gruplardaki miRNA
ekspresyon diizeylerinin kiyaslanmasiyla da Onemli sonuglar alinmasi

muhtemeldir.
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egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larinin, o&zellikle
protoskoleks yapisina kiyasla germinal membran yapisinda yliksek ekspresyon
gosterdigi belirlenmistir. egr-miR-7, egr-miR-71 ve egr-miR-96 miRNA’larinin
tamaminin aktif KE’te biyobelite¢ olarak kullanilabilme potansiyeli bulunmaktadir.
Ozellikle yaklasik 350 kat yiiksek ekspresyon gosteren egr-miR-96’nin KE ile
enfekte ve saglikli bireylerde kandaki ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi ve
karsilastirilmasinin yapilmasi, bu miRNA’larin hastalik teshisinde biyobelirteg
olarak kullanilabilme potansiyellerinin belirlenebilmesi bakimindan 6nem arz
etmektedir. Bu tespitler icin daha genis kapsamli yapilacak calismalara ihtiyag

vardir.
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