T.C.

ADNAN MENDERES UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
PARAZITOLOJI (VETERINER) ANABILIM DALI
VPR- DR- 2014-0002

REKOMBINASYON SONRASI Theileria annulata
POPULASYONLARINDAKI GENETIK VE ANTIJENIK
CESITLILIK

Ahmet Hakan UNLU

DANISMAN
Prof. Dr. Hasan EREN

AYDIN- 2014



T.C.

ADNAN MENDERES UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
PARAZITOLOJI (VETERINER) ANABILIM DALI
VPR- DR- 2014-0002

REKOMBINASYON SONRASI Theileria annulata
POPULASYONLARINDAKI GENETIK VE ANTIJENIK
CESITLILIK

Ahmet Hakan UNLU

DANISMAN
Prof. Dr. Hasan EREN

AYDIN- 2014



T.C.
ADNAN MENDERES UNiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGUNE
AYDIN

Parazitoloji (Veteriner) Anabilim Dali Doktora Programi 6grencisi Ahmet Hakan UNLU
tarafindan hazirlanan “Rekombinasyon sonras: Theileria annulata popilasyonlarindaki genetik

ve antijenik cesitlilik” baslikli tez, 07/11/2014 tarihinde yapilan savunma sonucunda asagida
isimleri bulunan juri Gyelerince kabul edilmistir.

Unvam., Adt ve Sovad @ Universitesi : Tmnsi:
I- Prof.Dr. Hasan EREN (Baskan) ADU Veteriner Fakiiliesi
= S )
2- Prof.Dr. Tiilin KARAGENC ADU Veteriner Fakiiltesi — Fdge
3- Prof.Dr. Zati VATANSEVER KAL Veteriner Fakiiltesi
1 - |'_ A
4- Yrd. Dog. Dr. Serkan BAKIRCI ADL Veteriner Fakiiltess PN AV
’ - - : - l’r-"lr ?.-"'
5= Yrd. Dog. Dr. Hiiseyin Bilgin BILGIC ADL Veteriner Fakiiltesi w

Juri  Gyeleri tarafindan kabul edilen bu Doktora Tezi Enstiti Yonetim

Kurulunun..................ocoeeeeee sayih kararyla ... taRTRINde onaylanmustar.

Prof. Dr. Giizel DISCIGIL
Enstitti Muduri

Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii

09100- AYDIN
Santral : (256) 218 20 00 Direk Telefon : 214 47 45

*Fax : (256) 213 36 57



ONSOZz

Bu tez cahsmasinda polimorfik markerler kullanilarak, klonal olan ve olmayan
Theileria annulata izolatlarinin kenelere aktarmmini takiben rekombinasyon sonrasi olusan yeni
populasyonlarindaki genetik ve antijenik dizeydeki farklilagsmalar mini ve mikrosatellit
markerler ile antijenlere 6zgu primerler kullanilarak molekiler dizeyde belirlenmistir. Yapilan
analizler sonrasinda rekombinasyon sonrasinda klonal olmayan suslarda klonal olan susa gore
genetik cesitliligin daha fazla oldugu tespit edilmistir. Elde edilen bulgular dogrultusunda dogal
kosullarda bulunan parazit populasyonlarinda rekombinasyon sonucunda meydana gelen genetik
cesitliligin oldukca fazla oldugu 6ngurtlmistir. Bunun yaninda rekombinasyonun antijenik
Ozellik goOsteren bolgeler Uzerinde dusunildigl kadar bir etkisinin olmadigi ve parazit
populasyonlarinda rekombinasyon sonrasi antijenik dizeyde bir farklilasma gorialmedigi

belirlenmistir.

TUBITAK, 1110718 numarah projesi kapsaminda sagladigi maddi destek ile tezimin
yapilmasinda 6nemli katki saglamis ve bana bu olanagi sunmustur. Ayrica tezim esnasinda ailem
ve Ozellikle de esim hem maddi hem de manevi desteklerini hi¢ bir zaman esirgememistir.
Tezimi, bunca zorluklar arasinda hep yanimda duran ve varlig: ile bana ilham veren esime ithaf

ediyorum.

Sevgili esime ithaf olunur......
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1. GIRIS

1.1. Theileria annulata

Theileria annulata sigirlarda tropikal theileriosis’in paraziter etkenidir. Hastalik;
sigirlarda verim kaybina, 6lumlere ve buna bagli olarak buyuk ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Hastalik yerli sigirlarda genellikle fazla patojen olmayip, 6zellikle kiltir rki
sigirlar icin patojen Ozellik gostermektedir. Theileria soyunda bulunan tirlerin sistematikdeki
yeri halen tam anlamiyla ¢6zilememistir. Son yillarda genetik diizeyde yasanan gelismeler ile
Apikomplexa kokinde bulunan c¢ogu tirin genom dizilimlerinin belirlenmesi bunlarin
sistematikteki yeri hakkinda yeni bilgiler sunmaktadir. T. annulata’min sistematikteki yeri
Levine (1988)’a gore asagida verilmistir;

Alem: Animale
Alem alti: Protozoa
Anag: Apikomplexa
Smif: Sporozoea
Siif alti: Piroplasmia
Dizi: Piroplasmida

Aile: Theileriidae

Soy: Theileria

Tir: T. annulata (Dschunkowsky ve Luhs, 1904)

Theileria annulata ilk kez 1904 yilinda Transkaukasyan sigirlarinda bulunmustur
(Dschunkowsky 1904). Parazitin omurgali konaktaki sizont ddéneminin tespitiyle birlikte
Theileria annulata olarak isimlendirilmistir (Bettencourt 1907). T. annulata; Tropikal
theileriosis, Akdeniz sahil hummas: veya Tropikal piroplasmosis gibi cesitli isimler ile bilinen
hastaligin etkenidir. Sigir, manda, zebu ve bizonlarda gorilen etken kan hicrelerinde
yasamaktadir (Mimoglu ve ark 1969). T. annulata, Kuzey Afrika, Giliney Avrupa, Hindistan
ve Turkiye’yi de igine alan Orta Dogu ile Asya’da genis bir yayilim gostermektedir



(Sekil 1.1). Hastaligin bu kadar genis bir cografya icinde gorilmesi cevre kosullarinin
T. annulata’nin vektori olan Hyalomma soyuna bagli Ixodid keneler ig¢in uygun olmasindan
kaynaklanmaktadir (Purnell 1978). Keneler tarafindan nakledilen hastaliklar tropikal ve iliman
bolgelerde biylk ekonomik kayiplara neden olmaktadir (de Castro 1997). Theileria annulata,
iki ya da Uc¢ konakli 6zellik gosteren keneler tarafindan transstadial olarak nakledilirler.
Hastaligin nakledilmesinde rol alan 15 adet Hyalomma soyuna bagli tir oldugu belirlenmistir
(Robinson 1982).

T. annidata

Sekil 1.1. T. annulata’nin cografi dagilimi (http://www.cfsph.iastate.edu)

1.2. Theileria annulata’min Morfolojisi

Theileria tdrlerinin eritrosit iginde bulunan piroplazm formlar1 morfolojik olarak
yuvarlak, comak, oval, hag, anaplasmoid ve virgll sekillerinde bulunabilir (Mimoglu ve ark
1969, Uilenberg 1981). Theileria annulata’nin sizont (Resim 1.1) ve piroplazm (Resim 1.2)
(eritrositik) formlarinin morfolojisi farkhdir. Lenf yumrusu ve dalaktaki lenfositlerde bulunan
sizontlar: ortalama 8 um captadir. Makrosizontlardaki kromatin taneleri (cekirdekler) 0.4-1.9
um, mikrosizontlarin ise 0.3-0.8 um boyutundadir. Piroplazm formlarmin ¢ogu (%70-80) oval,
yuvarlak veya yuziik seklindedir. T. annulata piroplazmlari gogunlukla orta boylu, yuvarlak ve
oval formlarda gorulir. Geri kalan etkenlerin ¢cogu toplu igne veya virgul seklindedir. Oval
olanlar 2x0.6 um boyutundadir. Bir eritrositte birden fazla piroplazm gorulebilmektedir.


http://www.cfsph.iastate.edu/

Resim 1.1. T. annulata’ nin lenfosit icerisindeki makrosizont formlar1 (Orjinal)

Resim 1.2. T. annulata’nin eritrosit igindeki piroplazmik formlar1 (Orjinal)



1.3. Theileria annulata’min Yasam Dongusu

Theileria’nin kene ve ruminantlarda birbirinden morfolojik olarak farklilik gdsteren
gelisme basamaklarina sahip bir hayat dongisi bulunmaktadir (Sekil 1.2). Farkli Theileria
turlerinin biyolojisinde bulunan farkliliklar gelisme basamaklarinin zamanlamasinda ve

replikasyon seviyesinde gerceklesmektedir (Shaw 2002). Theileria cinsine ait turlerin vektord
Ixodidae (sert kene) keneleridir.
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Sekil 1.2. T. annulata’ nin hayat déngusu (Orijinal)

Theileria annulata’ nin hayat dongusi; omurgali konakta sizogoni ve merogoni ve ara

konak olan kenelerde gametogoni ve sporogoni donemlerini kapsayan dort temel dénemden
olusmaktadir.



1.3.1. Omurgasiz Ara Konaktaki Dénem

Vektor kene, enfekte bir hayvandan kan emme esnasinda eritrositlerle birlikte
sporozoitleri de alir. Theileria annulata’mn ixodid bir kene olan Hyalomma detritum
tarafindan nakledildigi ilk kez Cezayir de yapilan bir ¢calismada gdsterilmistir (Sergent 1928).
Tropikal theileriosis’i nakleden keneler arasinda en 6nemli olanlari Hyalomma anatolicum
anatolicum ve Hyalomma detritum keneleridir (Uilenberg 1981). T. annulata, keneler
tarafindan transtadial olarak nakledilmektedir. Keneler larva ya da nimf donemlerinde enfekte
hayvanlardan kan emerken aldiklar: etkenleri, gomlek degistirip bir sonraki gelisme dénemine
gectiginde omurgali konaklara nakledilebilmektedir. Hyalomma excavatum keneleri deneysel
sartlarda T. annulata’y:1 nakletmektedir, fakat dogal ortamda bu kenenin larva ve nimflerinin
kemirgenlerden kan emmeleri sebebiyle olgunlari hastaligi nakledememektedir (Barnett
1977). Keneler tarafindan alinan eritrositler barsakta lize olarak icerisindeki etkenler agiga
cikmaktadir. Burada gametositler olusmakta ve mikrogamontlarin her birinden bdlinmeyle 4
adet mikrogamet meydana gelmektedir. Makrogamont ise béllinmeden geliserek makrogameti
olusturmaktadir. Kene barsaginda mikrogamet, makrogameti dolleyerek  zigotu
olusturmaktadir. Zigotun gorilmesinden sonraki 12-15 giin igerisinde parazitin hareketli
formu olan kinetler kenenin hemolenfine gecerek tikurik bezlerine dogru go¢ etmektedir
(Schein ve Friedhoff 1978). Parazitin yasam ¢emberinde tek diploid dénem zigot ve kinet
donemleridir. Barsak zarin1 delen kinet hemolenf yoluyla tukuruk bezi hicrelerine girerek
sporont formunu almaktadir ve sporonttan sporoblast olusmaktadir. Theileria parva’da
cekirdek boltinmesi kinet daha tiklrik bezine gitmeden once baslarken, T. annulata’da
cekirdek bolunmesi kinet tukuruk bezine gittiginde baslamaktadir. Bu esnada kene gomlek
degistirmesini tamamlar. Sporoblastin gelismesini sirdurebilmesi igin bir sonraki safhaya
gecen a¢ kenenin kan emmesi gerekmektedir. Bu sirada kene duyarl: bir konaktan kan emerse
eseysiz bolunme olan sporogoni ile binlerce sporozoit meydana gelir. Sporozoitler kenenin
tukdrik kanallarina gelerek kan emdigi duyarl konaga ikinci veya uglncu ginlerde verilir.
Kenede sporogoni donemi basladiktan sonra olusan sporozoitler kenenin asini hicrelerini
parcalayarak kenenin tukurtgiinde serbest hale gecerler. Her bir enfekte asini hticresinde

yaklasik 40 bin sporozoit olusabilmektedir (Young ve ark 1992). Memeli konaga aktarilan



sporozoitler lenfoid hticrelere giris yaparak burada cok cekirdekli sinsitiyal sizont formunu
alr. Bu asama ayni zamanda hicre transformasyonu ve proliferasyonun induklendigi safhadir
(Shaw 2002).

1.3.2. Omurgah Ara Konaktaki Donem

Vektor keneler etkenleri sigir Gizerinden kan emerken nakletmektedir. Bazen konjenital
yolla anneden buzagiya bulasma olabilmektedir (Levine 1988). Sporozoitler kenenin kan
emmesi sirasinda en yakin lenfoid hucrelere girer. Bu olay kene kan emmeye basladiktan
sonraki donemde yavas yavas gerceklesmektedir. Theileria parva; B ve T lenfositleri enfekte
ederken, Theileria annulata; B lenfositleri ve monositleri enfekte etmektedir (Baldvin ve ark
1988). Sporozoitin lenfosit hiicresine girisi temel olarak ¢ asamada gergeklesir. Bu asamalar
(Sekill.3); baglanma, membranla kaplanip hticre igine alinma ve membran lize ederek konak
hiicre sitoplazmasina serbest olarak yerlesmedir (Shaw, 2002).

Sporozoit

-\Q Lenfosit

Sekil 1.3. Sporozoitin lenfosit hiicresine girisi (Shaw, 2002)



Sporozoit ve konak hicre arasindaki etkilesimde rol oynayan birgok sporozoit ylizey
proteini bulunmaktadir. Baglanma gerceklestikten sonra lenfosit hiicresi yizey membran ile
sporozoitin etrafi kismen kaplanmakta ve boOylece sporozoit hicre icine alinmaya
baslamaktadir. Daha sonra hicre igine giren sporozoitin yilzeyi, lenfosit hicresinin
membraniyla tamamen kaplanir. Parazit bu membrani lize ederek kurtulur ve lenfosit hiicresi
sitoplazmasina serbest olarak yerlesir. Parazitin etrafin1 saran lenfosit hiicre membranindan
kurtulmasi ve salgi organellerinin (rhoptry ve mikrosfer) salgilama yapmasi, es zamanl olarak
gerceklesmektedir. Bu esnada lenfosit hticresinden koken alan mikrotibullerle parazitin etrafi
sarilmaktadir (Shaw 2002). Lenfosit hiicresi sitoplazmasina serbest olarak yerlesen parazit iki,
uc gin icerisinde cok cekirdekli makrosizont formuna farklilasmaktadir. Makrosizont
formlarinin gorilmesi ve lenfosit transformasyonunun baslamas: birbiriyle kesisen olaylardir
(Shiels ve ark 2006). Theileria parazitinin konak hiicrede meydana getirdigi transformasyon;
apoptozis, bolinme ve gen ifadesini duzenleyen sinyal transduksiyon yollarina etki eder.
Theileria annulata ve T. parva, transformasyona ugramis lenfosit hticresinde programli hiicre
olimindn inhibe edilmesini yada tam tersine aktive edilmesini uyararak kendisinin hiicre
disina salmimmi saglar ve boylece yasam donglsiune devam edebilir. Konak hiicre
apoptozisinin inhibe edilmesi ya da kontrolsuz konak hicre bdlinmesinden sorumlu olan
parazit kaynakli faktorler hala bilinmemektedir (Shiels ve ark 2006). Heussler’e (2002) gore
enfekte olan hucrelerin tamamen transforme olmus hale gelmesi igin dort ana olay
gerceklesmelidir. Bunlar; hicre digindan gelen buyume uyarici sinyallere karsi bagimsiz
olmak, tumor baskilayict protein aktivitesine karsi direncli hale gelmek, programli hiicre
olimine karst direng gelistirmek ve sinirsiz ¢ogalma kapasitesi elde etmektir. Konak
hiicredeki merozoitlerin  blylylp genislemesiyle tek cekirdekli merozoitler olusur.
Lenfositlerin parcalanmasi sonucu kana gegen mikrosizontlar (merozoitler) invaginasyon
yoluyla eritrositlere girerler. Eritrositler icinde farklilasarak piroplazm formuna donisurler.
Parazitin bu formlar1 makrosizontlarin ilk gortilmesinden sonraki bir veya (¢ gun iginde kanda
belirlenebilirler. Keneler, enfekte omurgali konak U(zerinde beslenmeleri sirasinda
piroplazmlarla enfekte olmus eritrositleri alarak parazitin ara konaktaki yasam ddngusinin
devamini saglarlar. Enfekte hayvanlar parazitin piroplazm formunu yillar boyunca

tasiyabilirler (Pipano 2006).



1.4. Tropikal Theileriosis’de Tam ve Tedavi

Hastaligin tanis1 genellikle klinik ve makroskobik bulgular ile yaz aylarinda hayvan
Uzerinde gorilen kene varhigina dayanarak yapilmaktadir. Laboratuar sartlarinda en sik
kullanilan yontem ise kan frotisinin giemsa ile boyanmasi ve lenf ya da karaciger biyopsisinde
sizontlarin veya kanda piroplazmik formlarmin gorulmesi ile mikroskobik bakida taniya
gidilebilmektedir (Pipano 1994, Sergent 1945). Hastaligin erken doneminde hazirlanan kan
frotilerinde piroplazmlar ile enfekte eritrositler bazen hi¢ gortlmeyebilir, bu durum tasiyici
konumdaki hayvanlarla rahathkla karismaktadir. Theileria annulata enfeksiyonlarinda, perifer
kandan hazirlanan frotilerde sizontlara nadir olarak rastlanilmaktadir. Piroplazmlarla enfekte
eritrosit sayist hastaligin ilerleyen donemlerinde artar ve %90 seviyelerine ulasabilir.
Hastaliktan kurtulan hayvanlarda piroplazmlar uzun sire kanda kaliwr, ancak bu kalici
piroplazmlarin direkt mikroskobik baki ile tanis1 her zaman mimkun olamamaktadir (Pipano
ve ark 1974).

Theileria annulata’ya karsi olusan antikorlarin belirlenmesinde kullanilan en yaygin
serolojik yontem indirekt floresans antikor (IFAT) testidir. IFA testinde piroplazm ya da hucre
kilturlerindeki sizontlar kullanarak hazirlanan o6rnekler antijen olarak kullanilir. 1FA,
prevalans calismalart ve asilanmis hayvanlardaki antikor yanitinin belirlenmesinde ¢ok sik
olarak kullanilan bir testtir (Pipano ve ark 1974). IFA testinin mikroskobik olarak kan
frotilerinde piroplazmlarin belirlenmesine oranla daha iyi bir yontem oldugu gosterilmistir
(Darghouth ve ark 1996). Fakat bazi diger Theileria, Babesia ve Anaplasma cinslerine ait
piroplazmlarla belli oranlarda c¢apraz reaksiyon gorilmesi testin 6zgulligini olumsuz
etkilemektedir (Burridge ve ark 1974, Kiltz ve ark 1986, Kocan ve ark 2000).

Enzim baglantili immunosorbent test (ELISA) hastaliklarin tanisinda ve epidemiyolojik
caligmalarda kullanilan ve IFA testine oranla daha duyarli ve 6zgil olan, fazla sayida Grnegin
incelenebilmesi ve ucuz olmasi ile daha avantajli gérilmektedir (Kemeny ve Chantler 1988).
Tropikal theileriosis gorilen hayvanlarda etkene karsi olusan antikorlarin belirlenmesi

amaciyla bu yontem kullanilarak ¢alismalar yapilmistir (Beniwal ve ark 1997, Prasanth ve ark



1995). Son vyillarda parazitin omurgali konaktaki farkli yasam donemlerine ait antijenler

belirlenmis ve bunlar ELISA’da kullanilmistir (Schneider ve ark 2007).

Rekombinant DNA c¢alismalar1 sayesinde parazite 6zgu DNA bolgeleri plazmid
vektorlere klonlanarak, enfekte hayvanlarda Theileria DNA’smin varhig belirlenebilmektedir
(Allsopp ve ark 1993). Parazite ait piroplazm ve sizont dénemlerinin morfolojik farkliliklarina
gore ayrimlar: yapilamayan tirlerde yine bu yontemler sayesinde parazit tirl ile o tire ait
farkl suslarin ayrimi saglanmigtir (Norval ve ark 1992). Birden fazla polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) metodlar1 kullanilarak vektdr kenelerde ve omurgali konakta parazitin
teshisi yapilmistir (de Kok ve ark 1993, Ilhan ve ark 1998).

Tropikal theileriosis tedavisinde kullanilan en etkili ilag buparvaquone’dur (McHardy ve
ark 1985, Singh ve ark 1993). Deneysel olarak enfekte edilmis sigirlarda, 5 mg/kg veya 2.5
mg/kg dozlarda intramuskuler tek dozluk enjeksiyonun hastaliga yol agan sizont ve
piroplazmlara karsi etkili oldugu g0sterilmistir (Singh ve ark 1993). Bununla birlikte,
buparvaquone ve parvaquone sirasiyla 90% ve 80% iyilestirme oranlarina sahip olduklar:

belirlenmistir (Muraguri ve ark 1999).

1.5. Klinik Bulgular ve Patogenez

Tropikal theileriosis’in inkubasyon periyodu yaklasik 9-25 gun arasinda degismektedir.
Enfeksiyonun siddeti; hasta hayvanin irkina ve parazit susunun virulansina bagh olarak
degisiklik gostermektedir (Sergent 1945, Rayfi ve ark 1965). Hastaliga karsi bagisiklhik
goOsteren hayvanlarda klinik bulgular hafif seyreder veya hi¢ gorilmez, devaminda hayvan
kendiliginden iyilesebilmektedir (Pipano 2006). Hastalik klinik belirtilere gore hafif, perakut,
akut, subakut ve kronik olarak siniflandirilmaktadir (Sergent 1945). Genel belirtiler icerisinde
yuksek ates, kenenin kan emdigi taraftaki yuzeysel lenf yumrularinda buyime, parazitemi
esnasinda eritrosit sayisinda azalmaya bagl siddetli anemi, mukozalarda petesiyal kanamalar,
ruminasyonun durmasi ve serdz burun akintis1 bulunmaktadir. Theileria annulata; B lenfosit

hicrelerini ve monositleri enfekte etmektedir (Baldwin ve ark 1988). Transforme olmus



enfekte htcreler lenf nodlarinin morfolojisini ve fonksiyonunu bozmaktadir (Campbell ve ark
1995). Ayrica, bu enfekte hiicreler lenfoid dokular yoluyla yayilarak kalp, akciger ve beyin
gibi lenfoid olmayan organlarda hemorajik lezyonlara neden olmaktadir (Forsyth ve ark 1997).
En bariz makroskobik lezyonlar subkutan doku ve serozalarda petesiler, lenf yumrularinda
hiperplazi, splenomegali, karacigerde genisleme ve sari renk olusumu, idrar kesesinde
blylme, epi-endokardiyal petesi ve ekimozlar, bobrek korteksinde gri-beyaz odaklar olarak
bilinmektedir. Hastaligin en belirgin bulgularindan biri abomasumda gorilen sigara yanigi
seklindeki Glserlerdir. Bu ve bunun gibi Glserlere ince ve kalin barsak boyunca rastlanabilir.
Akcigerler genellikle 6demlidir. Duyarl sigirlarda 6lum, parazitin virulansina bagli olarak
%40-60 oranlar1 arasinda degismektedir ve 6lim genelde klinik bulgularin goérilmesinden
sonraki 7-14 gin icinde gerceklesmektedir (Uilenberg 1981). Hastalig: atlatmay: basarabilen
hayvanlar parazite uzun stre tasiyicilik yapmaktadirlar (Sergent 1945).

1.6. Theileria annulata’min Genomu

Theileria annulata’nin genomu 8.35 Mb’dan olusmaktadir ve birbirleriyle neredeyse
tamamen ayni olan 4 adet haploid kromozom icermektedir. Burada yaklasik 4000 protein
kodlayan genler vardir ve bu genlerin sadece 38%’nin fonksiyonu oldugu varsayilmaktadir
(Pain ve ark 2005). T. annulata ve T. parva’nin gen sekans analizleri yapildiginda enfekte
konak hucrenin fenotipini degistirecek birgok parazit genleri tamimlanmistir. Bu gen
bolgelerinden ifade edilen polipeptidlerin konak hicre fenotipini degistirmeye aday oldugu
saptanmistir (Shiels ve ark 2006). Bu polipeptidleri ifade eden genler ¢cok degiskenlik gdsteren
bir gen ailesinin subtelomerik kismina yerlesmistir ve nasil bir mekanizma ile etki ettigi tam
olarak bilinmesede konak htcre proliferasyonuna, apoptozise ve degismis gen ifadesine

onculuk ettigi distntlmektedir.
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1.7. Populasyon Genetigi

Organizmalarin tim populasyonuna genetik ilkelerin uygulanmas: populasyon genetigi
konularmi olusturmaktadir. Popilasyon genetigi gruplarla ilgiliyse, o zaman tek bir geni
incelemek bosuna bir caba olmaktadir. Populasyon calismalarinda birey gecici bir paket
gibidir. Bu paket acilabilmekte ve genetik olgular yeni bir nesle kolayca gecirilebilmektedir.
Poptulasyon genetiginde iki kavram oncelikle ele alinmaktadir. Birincisi, poptlasyon; ayni
tirdeki organizmalarin bir grubu olup genetik maddelerin serbest akigin1 gosteren ve eseysel
limitler icinde rastgele ara eslesmeler yapan bir topluluktur. ikincisi, gen havuzu; bir
populasyonun Uretimsel gametlerinin igindeki tiim alellik formlariyla birlikte bitin genlerden
olugmaktadir. Gen havuzu, bir neslin gelecek nesle sagladigi genetik donanimdir ve bunun igin

yalnizca bir seyler yapan genler 6nemli olmaktadir (Maynard 2002).

Dogada, parazitlerde olusan sekstiel rekombinasyon populasyonun genetik gesitliliginin
olusmasinda ©nemli bir yer tutmaktadir. Parazitlerin meydana getirdigi hastaliklarda
uygulanan ilaglar ve koruyucu amaglh asilamalar populasyonlar tizerinde secici etki yaparak
popilasyonun yapisini degistirmekte ve meydana gelen yeni populasyonda genetik
farkliliklarin olusmasina neden olmaktadir. Meydana gelen yeni popilasyonlarin ilag direnci
gOstermesi, koruyucu asilarmin etkinliginin azalmas: ve yiksek patojeniteye sahip direncli

suslarin olusmasi gibi yeni risklerin olusmasina sebebiyet vermektedir.

Eger bir populasyonun gen havuzu birgok nesil boyunca degismez haldeyse pipulasyon
kendi basina duragandir. Gen havuzundaki bir degisim kendini populasyona yansitmaktadir.
Gen havuzu ne kadar hizli ya da ug¢ noktalarda degisiyorsa, poptlasyonda o kadar hizh
degismektedir. Popllasyon yapisi sadece farkl tlrler arasinda degil ayn1 zamanda farkl
ekolojilerdeki tek bir turde de farklilik gosterebilmektedir. Parazitlerdeki populasyon yapisini
etkileyen dnemli bir etmende vektorler arasindaki cins diizeyinde ve bulunduklari cografik
bolgelere adaptasyonlari bakimindan gozlenen farkliliklardir (Katzer ve ark 2006, Pumpaibool
ve ark 2009). Kuskusuz, tum gen havuzu bir anda calisilamamaktadir. Eger genlerin tamami

taninsayd: bile bunlarla topluca ugrasmak bir hayli zor olurdu.
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1.7.1. Popiilasyonda Baz1 Degisim Ornekleri

Poplilasyonda meydana gelen degisimler farkli yollarla kendini géstermektedir. Ornegin;
mutasyon ve gocun etkisi gibi:

Mutasyon; genotipte degisim anlamina gelmekte, translokasyon ve inversiyon gibi
kromozomal olaylarida igine almaktadir. Mutasyon c¢ogunlukla bir gendeki kalitatif bir
degisimi gostermektedir. Gen havuzlarindaki gen frekanslarmi degistirerek hammadde
saglamakta ve bunun dogal seleksiyonla islenmesiyle gen frekansinda degisim gorilmektedir
(Bozcuk 2005).

Gocn etkisi; populasyon icine ve disina olan goglerin gen frekansinda degisim meydana
getirmesiyle olmaktadir. Bireylerin ya da gruplarin yalitilmis populasyonlarin igine ya da

disina tasinmasi, gen frekans: Uzerinde belirgin bir etki gostermektedir (Bozcuk 2005).

1.8. Genetik Varyasyonun Analizi

Uzun yillar boyunca popilasyon genetikgileri bir populasyon iginde ne kadar varyasyon
oldugunu saptayamamistir. ilk defa protein elektroforezi ilkeleri 1966’da dogal
popuilasyonlarin arastirilmasinda kullanilmistir (Crow ve Kimura 1970). Elektroforez,
genetik varyasyonlarin  belirlenmesinde gunimuzde de kullaniimaktadir.  Genetik

varyasyonun analizinde kullanilan yontemler alt basliklar halinde siralanmistur.
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1.8.1 DNA Sekanslama

DNA sekanslama genetik varyasyonun analizinde kullanilan 6nemli bir yontemdir. DNA
molekilindeki nikleotit bazlarinin (adenin, guanin, sitozin ve timin) swrasmin bilinmesi
temel biyoloji, biyoteknoloji, adli bilim, tibbi tan1 koyma, populasyon genetigi gibi pek cok
alanda kullanilmaktadir. Ilk DNA dizileri 1970'lerin baslarinda Universite arastirmacilar:
tarafindan iki-boyutlu kromatografiye dayanan zahmetli yontemlerle elde edilmistir. Sanger
ve arkadaslar1 arti-eksi dizilemeyi gelistirmistir (Sanger ve ark 1975). Bu yontemde tek
iplikli DNA retilebilmesi i¢in okunacak her DNA'nin ayrica klonlanmas: gerekmektedir.
Harvard Universitesi'nden Allan Maxam ve Walter Gilbert, DNAmin  kimyasal
modifikasyonu ve devaminda spesifik bazlarda kesilmesi esasina dayanan baska bir DNA
dizileme yontemi gelistirmistir (Maxam ve ark 1977). Otomatik analizle ¢alisan boya-tabanl
dizileme yontemlerinin gelisimiyle DNA dizilemesi ¢cok daha kolaylasmistir (Pettersson ve
ark 2009).

1.8.2 Zincir Sonlandirma Yontemi

Genetik varyasyonu analizinde kullanilan baska bir yontem olan zincir sonlandirma
yontemi Maxam ve Gilbert (1977) yontemine kiyasla daha verimli oldugu, daha az toksik
kimyasal ve radyoaktivite gerektirdigi icin kisa surede hizla yayginlasmistir. Daha az islem
gerektirdiginden ve daha hizli gahstigindan dolay:, ginumizde otomatik dizileme
makinalarmin c¢ogunda boya sonladirma dizilemesi yapilmaktadir. Boya sonladirma
dizilemesinde floresan boyalarla isaretli niikleotid bazlarin herbirinin farkl: dalga boylarinda

151k vermesi ve bunun cihazlarla algilanmasi yéntemin prensibi olmaktadir.
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1.8.3.Retriksiyon Parcacik Uzunlugu Polimorfizmi

RFLP (Restriksiyon parcacik uzunlugu polimorfizmi), genlerin belirli bir dizilisi taniyan
enzimlerce parcalara ayrilmasi ve farkli boyut ve dizilime sahip parcalarin elektrik
alanlarindan farkli miktarda etkilenmesi prensibine dayanan genetik kod inceleme yontemidir.
DNA polimorfizmlerinin tespitinde kullaniimaktadir. Meydana gelmis nikleotid degisimi
restriksiyon enziminin kesme noktasimi silebilmekte veya yeni bir kesme noktas:
olusturabilmektedir (Saiki ve ark 1985). Bolgeye uygun primerler kullanilarak yapilan
PZR’dan sonra restriksiyon enzimleri kullanilarak, polimorfizmin oldugu bdlge
tanimlanmaktadir. Son yillarda yapilan popilasyon genetigi calismalarinda RFLP yontemine
kiyasla genom (zerinde bulunan pespese sirali tekrarli niikleotid bdlgeler polimeraz zincir
reaksiyonu ile cogaltilarak 6rnekler arasindaki farkli populasyonlar daha etkili analiz

yontemleri ile belirlenebilmektedir (Weir ve ark 2007).

1.8.4. Mini ve Mikrosatellit Markerler

Genomda bir lokusta arka arkaya gelen rastgele tekrar dizilerine mini ve mikrosatellit
denilmektedir. Polimorfik mini ve mikrosatellit markerler kullanilarak yapilan
genotiplendirmeler bireyler arasindaki polimorfizmin &lglilmesinde, popdlasyon igi ve
populasyonlar arasi tasinan genetik bilginin degerlendirilmesinde dnem tasimaktadir. 1989
yilinda PZR araciligiyla genom icerisinde art arda tekrarlanan (tandem repeated) DNA
sekanslarinin bulundugu ve bunlarin polimorf oldugunun ya da yuksek dizeyde allelik
varyasyon gosterdiginin bulunmasiyla birlikte bu kisa tekrarli gen sekanslari 6nem kazanmistir
(Neitzel, 1989). Minisatellitler, motiflerin kopya sayilari bakimindan yiiksek oranda
mutasyona maruz kalan, 7-24 baz ¢iftinden ibaret olan kisa sirali tekrarli DNA motiflerinden
olusan notral DNA bolgeleri olarak bilinmektedir (Jeffreys ve ark 1988). Mikrosatellitler;
genom icinde tekli, ikili, t¢li veya dortli nukleotid permitasyonlarmnin herhangi birisinin art
arda dizilmis olarak tekrarlanmasiyla olusan notral polimorfik DNA sekanslaridir.

Minisatellitlerin tekrar sayis1 genelde 100’den, mikrosatellitlerin tekrar sayisi ise genelde
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1000°den daha az olmaktadir (Liu 1998). Cesitliligin nedeni bunlarin DNA’nin diger notr
bolgelerine oranla daha yiksek mutasyon oranina sahip olmalari olarak bilinmektedir
(Schlotterer 2000). Mayoz bolinme sirasinda da rekombinasyon yoluyla bu mutasyonlar
meydana gelebilmektedir (Blouin ve ark 1996). Mikrosatellitler 6karyotik genoma blylk
Olclide yayilmis ve bol olarak bulunurlar fakat bunun aksine minisatellitler, kromozomlarin
telomerik ve sentromerik alanlarinda gortlmektedir. Mikrosatellitler ¢alisilan ¢ogu lokusda
tekrar bolgesinin sayisinda ¢ok farkhiliklar gostermesinden dolay: genetik biliminin bir¢cok

alaninda molekuler isaretci olarak 6nem tasimaktadir.

1.9. Theileria spp ve Populasyon Genetigi

Theileria annulata’ nin antijen genleriyle yapilan calismalarda parazitin izolatlar:
arasinda onemli derecede genetik cesitlilik oldugu gorilmustur (Ben Miled 1993, Ben Miled
ve ark 1994). Bu calismalarda genel olarak tek bir lokus Gzerindeki polimorfizmler analiz
edilerek bunun meydana gelen driinin yapisina ve islevine olan etkisi incelenmistir. Dogru bir
sekilde genotipleme yapabilmek i¢in uygun sayida molekdler isaretciler belirlemek ve uygun
yapida bircok parazit izolatlarina sahip olmak gerekmektedir. Bu yiizden Theileria turleri ile

yapilan populasyon genetigi calismalar1 ¢ok sinirli kalmastir.

Theileria annulata stoklar1 kullanilarak Tunus’ da smirli bir alanda cesitlilik seviyesini
Olcmek Uzere oldukga kapsamli bir ¢alisma yapilmistir (Ben Miled ve ark 1994). Bolgede
gorulen polimorfizmin derecesini belirlemek igin cesitliligin daha genis alanda m1 goraldigi
ya da yuksek seviyedeki varyasyonun smirli bir bolgede mi var oldugu olasiliklart
degerlendirilmistir. 51 adet parazit stogu, 4 biyoiklimsel bolge icinde bulunan 17 farkh
alandan toplanmistir. Bu stoklar makrosizontla enfekte in vitro hucre dizilerinden
olusmaktadir. Geriye kalan stoklar piroplazm hazirlamak i¢in enfekte hayvanin
eritrositlerinden purifiye edilmistir. izolatlar glukoz fosfat izomeraz (GPI) fenotipi bakimindan
degerlendirilmistir. izoenzimler ayni enzimlerin degiskenidir ve ayni lokusun farkh
allellerinden kodlanmaktadirlar. Popilasyon igerisindeki bircok enzim degiskenlik géstermez

ve polimorfik enzimlerin ¢cogu sadece birkag degiskene sahiptir. Bu olay genetik farkliliklar
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¢cozmek icin izoenzim analizini smirlandirmasina ragmen zaman ve para agisindan sadece
birka¢c polimorfik protein gerektirmektedir. Caligmada kullanilan izolatlarin buytk bir
cogunlugu 7 degisken formdan olusan bircok Ucli bant vermistir. Bunlara ek olarak ayni
izolatlar kullanilarak iki farkli analiz daha yapilmistir. Bunlardan biri RFLP metodu, digeri
IFA teknigi kullanilarak polimorfizmler belirlenmistir. Enfekte hiicre dizileriyle yapilan bu
caligmada farkli parazit genotip ve fenotiplerinin sikliginin degisken oldugunu ve karisik
populasyonlarin homojen populasyonlardan daha sik oldugunu gostermistir. Bu sonu¢ daha
once yapilan calismalarla da uyum gostermektedir (Shiels ve ark 1986, Wiliamson ve ark
1989). Bu caligmalardan birinde monoklonal antikorlar kullanilarak farkli Glkelerden elde

edilen T. annulata izolatlarmin degiskenligi gosterilmistir (Shiels ve ark 1986).

Enfekte Rhipicephalus appendiculatus kenelerinden elde edilen Theileria parva haploid
sporozoit populasyonlari, biyik genom marker analizleri kullanilarak seksuel rekombinasyon
acisindan degerlendirilmistir (Katzer ve ark 2006). Sigir lenfositlerinin in vitro enfeksiyonuyla
elde edilen 234 adet parazit klonlarinin analizi, 64 polimorfik marker bolgesinin 48 ayri
kombinasyonunu ortaya ¢ikarmustir. Bir genotip klonlarin yuzde 75’inden fazlasinda sayilmis
ve buna gore popllasyonun kendi icinde melezlendigini gostermistir. Meydana gelen
rekombinasyonun iki farkli genetik materyalin birlesiminden olustugu markerlar ile
belirlenmistir. Polimorfik markerlardan 4 tanesi sitotoksik T hiicre antijen bolgesini kodlayan
bolge igindedir. Bu bolgenin kromozom icinde ve kromozomlar arasinda iki farkli genetik
materyalin birlesimiyle olustugu ve buna bagh olarak rekombinasyonun immun taninma
Uzerinde etkisinin olabilecegi dusunulmistir. Ayrica, sigir ve ayni kene kolonisi yoluyla elde
edilen 142 klondan koken alan populasyonun marker analizleri 18 genotip ortaya gikarmistir.
Bu genotip populasyonun yiizde 75’inde orijinal dominant genotipi icerirken kalan klonlarda
yuksek seviyede melezlenmis genotipler icermektedir. Ayri kene kolonileri kullanilarak farkl
iki stabilattan elde edilen yeni nesiller; her bir nesilin popllasyon yapisinda kaymalar
oldugunu, vektor kenenin parazit Gzerinde rastgele olmayan secici bir baskisi olabilecegini

gOstermektedir (Katzer ve ark 2006).

Theileria annulata’nin blyuk Olgtide genetik gesitlilige sahip oldugunun bilinmesine

ragmen dogal popilasyonlarinin genetik yapist ve konak sigirdaki enfeksiyonun cesitlilik
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seviyesi hakkinda detayli bilgi eksikligi bulunmaktadir. Canli atenliye asilarin yayginlik
goOstermesiyle ve sahada parazite karsi ilag direnci olusmasiyla tek bir konakta ve daha genis
populasyonlarda bulunan parazitin genetik cesitliligine sekil veren faktdrlerin kavranmasi
onem kazanmaktadir. T. annulata populasyonlarinin kapsamli bir genetik analizden
gecirilmesi amaciyla Tirkiye ve Tunus gibi endemik bolgelerden elde edilen 6rneklerde mikro
ve mini satellit genotipleme sistemi kullanilarak detayli bir calisma yapilmistir (Weir ve ark
2011). Calisma sonrasinda tum hayvanlarin (305 adet) ¢oklu parazit genotipini barindirdig: ve
sadece iki 6rnegin birbiriyle tamamen ayni baskin ¢ok lokuslu profil icerdigi gorilmastar.
Konagin yas ile enfeksiyon cesitliligi dogru oranti gostermistir. Asili hayvanlar da ayni dogru
orantiya sahipken bunun basitce immunize genotip varligina bagh olmadigi gosterilmistir.
Immunize genotipin yayilmasiyla ya da yerel parazit varhg: ile rekombine olmas: ile ilgili
dogrudan bir kanita ulasilamamistir. Genetik analizler parazit populasyonlarmin genel olarak

panmiktik (lreyen populasyon igerisinde rastgele ¢iftlesme) oldugunu dogrulamistir.

Theileria parva popilasyonlarinin mini ve mikrosatellit markerler kullanilarak yapilan
analizlerinde saha izolatlarindaki enfeksiyonlarda 6nemli oranda genotipik cesitlilik ve
izolatlar arasinda yuksek diizeyde farklilik belirlenmistir (Oura ve ark 2003; Odongo ve ark
2006). Afrika’da yapilan bir ¢calismada bufalo ve sigir’da bulunan T. parva populasyonlar:
karsilastirilmistir (Oura ve ark 2011). Bu poptlasyonlarin birbirine karisip karismadig: ile
ilgili mikro satellite isaretciler ve diger bazi yontemler kullanilmis, sonug olarak bufalo ve
sigirdaki gen havuzunun farkli oldugu, bufalo kaynakli T. parva genotipinin sigir
populasyonuna gegcisi ile ilgili bir bulguya rastlanmamistir. Yine T. parva’nin endemik olarak
goruldigl Uganda’nin 3 farkl bolgesinde saha izolatlarmin populasyon yapisini belirlemek
Uzere sigir ve buzagilardan kan ornekleri toplanmistir (Oura ve ark 2005). Toplanan kan
orneklerine 12 adet mini ve mikro satellit isaretci kullanilarak PZR sonrasinda yuksek
¢ozlndrlukla Spreadex jeller kullanilarak analiz yapilmistir. Her 6rnegin ayni lokusunda
predominant bir allel belirlenmistir. Sigirlarin %81’i coklu genotipe sahipken, buzagilarin
sadece %35’inin ¢oklu genotipe sahip oldugu belirlenmistir. Bunun nedeni, buzagilarin
parazitle olan limitli etkilesiminden kaynaklanmaktadir. Farkli cografik alanlardaki parazit
populasyonlari arasindaki alt yapilar belirlemede karsilasilan zorluk, hayvan alim satim1 ya da

hayvanlarin bir bélgeden baska bolgeye tasinmasiyla agiklanabilmektedir.
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Bu tez caligmasinda; Theileria annulata’nin deneysel olarak ortaya konulamamis olan
seksuel doneminin genomik ve antijenik dlzeydeki degisimlerini kapsamli olarak
belirleyebilecek bir incelemesi yapilmigtir. Bunun igin rekombinasyon sonrasi iki farkl
(klonal ve klonal olmayan) T.annulata izolati, mini ve mikrosatellit markerler kullanilarak
analiz  edilerek Dirbirleriyle  karsilastirilmis  ve rekombinasyon sonrasi parazit
populasyonlarinda olusan cesitlilik ile rekombinasyonun antijenik bdlgelere olan etkisi
arastirtlmastar.
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2. GEREC VE YONTEM

Theileria annulata’nin  klonal ve klonal olmayan parazit populasyonlarinda
rekombinasyon sonrasi olusacak genetik ve antijenik gesitliligin belirlenmesinde ve birbirleri
ile karsilastirilmasinda kullanilan yontemler in vivo ve in vitro deneyler, polimorfik mini ve

mikrosatellit markerler kullanilarak yapilan molekuler testlerden olusmaktadir.

In vivo deneyler; T.annulata ile enfekte klonal hiicre klttriinden sporozoit stabilatinin

elde edilmesi amaciyla bir buzagida olusturulmus olan deneysel enfeksiyonu kapsamaktadir.

In vitro deneyler ise; buzagilarda olusturulan deneysel enfeksiyonu takiben kenelere
aktarilan parazitlerde rekombinasyon sonrasi olusacak sporozoitlerin izole edilmesi ve sigir

PBM (perifer kan monositleri) hucrelerinin enfekte edilmesinden olusmaktadir.

Olusan klonal ve klonal olmayan parazit populasyonlarindaki genetik ve antijenik
cesitlilik sirasiyla mini ve mikrosatellit markerler ile hiicresel ve humoral yanittan sorumlu

antijenlere 6zgt primerler kullanilarak molekiler yontemler kullanilarak degerlendirilmistir.

2. 1. In vivo Deneyler

2.1.1. Deneysel Enfeksiyonda Kullamlacak Hayvanin Se¢imi

Deneysel enfeksiyonda kullanilacak buzagilar, molekiler laboratuvarimizda rutin olarak
uygulanan T.annulata sitokrom b genine 6zgi primerlerin kullanildigi PZR (Bilgi¢ ve ark
2010) ve T.annulata ile enfekte lenfositlerden hazirlanan makrosizont antijenlerinin

kullanildigi IFAT ile test edilmistir. Bu amagla, belirlenen 3-6 aylik arasi hayvanlardan

EDTA’lh ve antikoagulansiz tiplere alinan kan orneklerinden sirasiyla DNA ve serum
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ornekleri c¢ikartilmistir. Wizard Genomik DNA Ekstraksiyon Kiti (Promega, ABD)
kullanilarak kandan DNA ekstraksiyonu yapilmis ve elde edilen DNA + 4°C’de saklanmustur.

Buzagilarin test edilmesi amaciyla yapilan PZR’da 50 pl’lik son hacimde, 45 mM Tris—
HCI, pH 8.8, 11 mM (NH4)2S04, 4.5 mM MgCI2, 0.113 mg / ml BSA, 4.4 uM EDTA, herbir
dATP, dCTP, dGTP ve dTTP’tan (Solis Biodyne, Estonya) 1 mM, 1 U Hot FIREPol DNA
polimeraz (Solis Biodyne, Estonya), 1 uM ileri ve geri yonlt primer cifti ile 2 pl DNA 6rnegi
kullanilmigtir. Reaksiyon Techne TC-512 marka otomatik termal sikluslu makinede
gerceklestirilmistir. Reaksiyon 94°C’de 3 dakikalik 6n denaturasyonu takiben, her siklus
denaturasyon (95°C’de 50 saniye), baglanma (50°C’de 50 saniye) ve uzama (72°C’de 1
dakika) asamalarindan olusmak Uzere 30 siklus ve 72°C’de 10 dakikalik son uzama olacak
sekilde gerceklestirilmistir. Daha sonra her PZR drininden 10 pl, mililitresinde 0,05 ul
SafeView (abm, Kanada) bulunan %1,5’lik agaroz jelde 90 voltluk akimda bir saat onbes
dakika elektroforeze tabi tutulmus ve son olarak ultraviole 1gik altinda gorintilenmistir. UV
151k altinda 312 bp’lik Grun gordlmeyen érnekler negatif kabul edilmistir.

IFA testinde kullanilacak serum o&rnekleri ise buzagilardan antikoagulansiz tuplere
alinan kan érneklerinin 1500 devirde 10 dakika santrifiij edilerek ayristirilmasiyla elde edilmis
ve 1,5 mlI’lik ependorflara konularak testte kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmistir. IFA
testinde, T. annulata ile enfekte hiicre kilttrlerinden Minami ve arkadaslar1 (1983) tarafindan
belirtilen yontem ile hazirlanan antijenler kullanilmstir. Bu yOntemde; (reme vasatinda
[(RPMI 1640+%10 NCS (Gibco, UK) +Penisilin/Streptomisin (Gibco, UK)] bulunan
hiicrelerin Thoma laminda sayimi yapildiktan sonra ml’sinde yaklasik olarak 10° hiicre
bulunan kulttrler 1500 devirde 10 dakika 15 ml’lik falkon tiplerde santrifij edilerek dipte
toplanmalar: saglanmis ve bu hicrelerin Gzerine 15 ml 1xPBS, pH 7.2 eklenerek tekrar
sulandirilarak yukaridaki sekilde santriflj edilmislerdir. Bu islem toplam (g kez tekrarlanarak
hiicreler yikanmustir. Son yikama isleminden sonra dipte toplanan hiicreler ml’sinde 5x10’
hiicre olacak sekilde 1xPBS (fosfat tampon ¢Ozeltisi) ile sulandirilmis daha sonra (izerine esit
hacimde soguk 1/10’luk formalin (%3.7 formaldehid PBS igerisinde sulandirilarak
hazirlanmig) damla damla eklenerek karistirilmis ve bu karisim 10 dakika boyunca buz

uzerinde bekletilerek hicrelerin fiksasyonu saglanmistir. Fikse edilen hiicreler, daha 6nceden
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elmas kalemiyle cizilerek hazirlanan temiz lamlar Uzerindeki yuvarlak kuyucuklara, her
kuyucuga bir damla gelecek sekilde, otomatik pipetle damlatip ¢ekilerek lamlarin Gzerine
konulduktan sonra oda 1sisinda bir saat kurumaya birakilmiglardir. Kurutma isleminden sonra
uzerinde antijenler bulunan lamlar pecetelere sarilarak igerisinde silika jel bulunan torbalar
icinde kullanilincaya kadar - 20°C’de saklanmiglardir. IFA testinde kullanilacak lamlar ilk
olarak -20°C’den alinarak +4°C’de yarim saat daha sonra oda 1sinda yarim saat bekletilerek
kademeli olarak ¢Ozdurilmustir. Sonra lamlar t¢ kez PBS ile yikanmistir. Bu lamlardaki fikse
edilmis hucrelerin Gzerine PBS igerisinde 1:160 oraninda sulandirilmig birincil antikorlar; (1)
stpheli hayvana ait serum, (2) testin pozitif kontroli olarak kullanilan ve pozitif hayvana ait
serum ve (3) negatif kontrol (negatif oldugu bilinen serum) ornekleri her lam Uzerindeki ilgili
kuyucuklara 10’ar pl konularak 30 dakika boyunca nemli ortamda, oda 1sisinda inkiibasyona
birakilmistir. Bunu takiben lamlar G¢ kez 1xPBS ile beser dakika boyunca yikanarak
baglanmamig antikorlar uzaklastirilmistir. Daha sonra 1:80 oraninda sulandirilmis ikincil
antikor karisimindan [12,5 ul FITC ile isaretli anti-bovine IgG (Sigma, ABD)+12,5 ul
Evansblue (Sigma, ABD)+970 pl PBS] her goze 10 pl gelecek sekilde eklenerek yukarida
belirtildigi sekilde 30 dakika boyunca oda isisinda, karanhk ortamda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun bitiminde lamlar 1xPBS ile beser dakika yikanarak baglanmamis ikincil
antikorlar uzaklastirilmistir. Son olarak lamlarin Gizerine pasteur pipeti yardimiyla birer damla
kapama sivist (10 ml 50 mM Tris, pH 9.2 + 20 ml gliserol) konularak lamel yardim ile
uzerleri kapatilarak floresans mikroskop (Olympos BX51) altinda incelenmistir. Mikroskop
altinda incelenen drneklerde gérilen yogun floresan isima (+), az is1ma ve hi¢ is1ma olmamasi
(-) olarak degerlendirilmistir. Hem serolojik, hem de molekdler testlerle T. annulata negatif

oldugu belirlenen hayvanlar ¢caligmaya dahil edilmistir.
2.1.2. Hucre Kultarlerinin Segimi ve Buzagida Deneysel Enfeksiyonun
Olusturulmasi
Theileria annulata klonal ve klonal olmayan populasyonlarinda, rekombinasyon

sonrasinda olusan genetik ve antijenik cesitliligin seviyesinin ve rekombinasyonun yogun

oldugu kromozomal bolgelerin belirlenmesi amaciyla klonal hiicre kilttrinden elde edilmis
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sporozoit stabilatlarinin hazirlanmas: amaciyla buzagida olusturulan deneysel enfeksiyonda
klonal Theileria annulata/Ankara D7 hticre kiltard kullanilmistir (Weir 2006).

Bu amagla yapilan deneysel enfeksiyonda; klonal tipte parazit populasyonuna sahip
oldugu belirlenen T.annulata/Ankara D7 hicre kiltiri sivi azot igerisinde %10 DMSO
kullanillarak muhafaza edilen klonal D7 hicre kalturt 37°C’de c¢ozduruldikten sonra
icerisinde 9ml RPMI 1640 (%10NCS+ penisilin/streptomisin + L-glutamin) bulunan 15ml’lik
falkon tlp icerisine konulmus ve bu karisim 1500 rpm’de 10dk boyunca, +4°C’de santriflj
edilderek hiicrelerin DMSQO’dan arinarak dipte toplanmas: saglanmistir. Ustteki sivi pipet
yardimu ile uzaklatirilarak, alttaki pelet ml’sinde 2x10° hiicre olacak sekilde RPMI 1640 vasat:
icerisinde sulandirilarak 3-6 aylik erkek/disi hostayn buzagilarin sol preskapular lenf yumrusu
Uzerine subkutan yolla enjekte edilmistir. Enfekte edilen hayvanin her gin rektal vicut isilart
ahinarak, enfekte edilen taraftaki preskapular lenf yumrusu incelenmis ve genel durumlar: not
edilmistir. Parazitolojik ve hematolojik muayeneler i¢in parazitin enjeksiyonu sonrasi her iki
ginde bir 5 ml EDTA’li tuplere Vena jugularis’ten kan alinarak, enfeksiyonun 5. giiniinden
sonra her iki gunde bir sol prescapular lenf yumrusundan biyopsi 6rnekleri alinarak yayma
frotiler hazirlamp Giemsa ile boyandiktan sonra makrosizontlar ile enfekte lenfosit
hicrelerinin varligi yoniinden incelenmistir. Vena jugularis’ten alinan EDTA’lh kan
orneklerinden hazirlanan ince yayma kan frotileri Giemsa ile boyanarak eritrositler
icerisindeki piroplazmlar yoniinden incelenmistir. Ilk piroplazmin gorildiigii giin hayvanin
kulak koklerindeki killar tirag bicag: ile temizlenip uygun kulak torbalarinin takilmas: igin
hazir hale getirilmis ve kulak torbas: takilan hayvanlar kontrollii bir ortamda kenelerin (ADU
Veteriner Fakiltesi Parazitoloji Anabilim Dali kene tnitesinde hali hazirda devam etmekte
olan Hyalomma excavatum (Hex kolonisi) kene kolonisine ait a¢ nimfler) kulaga konulmasi
amaciyla 28°C ve %80 nem ihtiva eden farkl: bir odaya alinmistir. Bu odada kenelere
enfeksiyonun naklini saglamak amaci ile enfekte edilecek buzag: i¢in yaklasik 3000 adet a¢
nimf kullanilmistir. A¢ nimfler buzagilarin kulaklarindaki torbalara esit sayida dagitilmistir
(Walker ve ark 1983). Kenelerin yerlestirilmesini takip eden 3. ve 10. gunler arasinda diizenli
olarak kulak torbalar: acilarak kontrolleri yapilmistir. Kulak torbasi icerisine doyup disen
nimfler toplanarak 28°C'lik etiivde, %80 nemli kosullarda muhafaza edilerek gémlek

degistirmeleri saglanmis ve gomlek degistirip a¢ olgun hale gelen ve Kkitinizasyonlarini
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tamamlayan keneler +12°C'lik etlive ahnarak sporozoit stabilatlar: hazirlanincaya kadar

bekletilmistir.

2. 2. Invitro Deneyler

2.2.1. Sporozoit Stabilatlarmin Hazirlanmasi

Rekombinasyon sonrasi Theileria annulata’nin klonal parazit populasyonlarinda
olusacak genetik ve antijenik cesitliligin belirlenmesinde kullanilacak ilk sporozoit stabilat1
T.annulata/Ankara D7 hicre kulttrleri ile enfekte edilen hayvanlarin Uzerinde beslenen
kenelerden elde edilmistir. Enfekte kenelerden sporozoit stabilatlari hazirlanmasi amaciyla
tavsanlardan yararlamlmistir. Enfekte keneler 28°C'lik etiive alinarak ti¢c giin boyunca aktive
edilmis ve bunu takiben kenelerin tukrik bezlerinde sporozoitlerin gelismesi igin tavsan
kulagina konularak 72 saat boyunca beslenmeleri saglanmistir. Bu amagla tavsanlarin her bir
kulagina 150 adet a¢ olgun kene konulmustur. Uygun sekilde tras edilerek hazirlanan
tavsanlarin kulaklarina takilan torbalar igerisine konan keneler 24 saat sonra kontrol edilmis ve
kulaga tutunmayan keneler uzaklastirilmistir. 72 saatin sonunda kulak torbas: acilarak kan
emen tim keneler elle toplanip steril falkon tiplere konularak laboratuvara getirilmistir.
Tavsanin kulagindan toplanan kenelerdeki enfeksiyon oranlarini belirlemek amaci ile
kenelerin kulaktan dusttgl farkl gunlere ait 10 disi 10 erkek toplam 20 kenenin tukrik bezi
diseke edilip metilen green pyronin boyama teknigi ile boyanmistir (Walker ve ark 1979).
Enfeksiyon orani belirlendikten sonra keneler ezilerek sporozoit stabilatlari hazirlanmistir
(Brown 1981). Bu amagla; 72 saat sonunda tavsan kulagindan yukarida anlatildigi sekilde
toplanan keneler laboratuvara getirilerek doku kultirinde 50 ml’lik falkon ttpler igerisine
konularak sirasiyla %1’lik Benzolkoniyum klorir ile bir kez, %70 ethanol ile U¢ kez ve
icerisinde %20 NCS (Gibco, UK), 2xPenisilin/streptomisin 20U/ml (Gibco, UK) ile 5 mg/ml
Amphoterisin-B ihtiva eden RPMI-1640 vasat: ile yikanmigtir. Daha sonra keneler steril
havan icerisinde ml’sinde 4 kene equivalant dozda olacak sekilde vasat eklenerek ezilmis ve
ezinti steril falkon tiplere aktarilmistir. Falkon tipler icerisindeki ezinti +4°C’de 100 g’de 5

dakika santrifj edilmis ve sporozoit stabilatlarini igeren siipernatant steril bir falkona
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aktarilmistir. Daha sonra stabilat dondurularak sivi azot igerisinde saklanip, PBM hiicrelerinin

in vitro enfeksiyonunda kullaniimistr.

Rekombinasyon sonrast  Theileria annulata’mn  klonal olmayan parazit
populasyonlarinda olusacak genetik ve antijenik cesitliligin belirlenmesinde ise Anabilim
Dalinda daha onceki caligmalarda gergeklestirilen deneysel enfeksiyonlar sonucunda elde
ettigimiz T.annulata/Aova A10 saha izolatina ait sporozoit stabilatlar: kullaniimistir.
T.annulata/Aova A10 kodlu saha izolatinin polimorfik markerler (TS5, TS6, TS8, TS9, TS12,
TS15, TS16, TS20, TS25 ve TS31) ile yapilan incelemesinde A10 izolatina ait 39 klonun
%95‘inin tek bir allel ihtiva ettigini ve bu izolatin kullanilmasmin uygun olacagini

gOstermistir.

2.2.2. PBM Hiuicrelerinin in vitro Enfeksiyonu ve Klonlanmasi

Enfekte kenelerden elde edilip sivi azot icerisinde saklanan sporozoit stabilatlar:
cozdurildukten sonra, enfekte olmayan saglikli hayvandan heparinli tup igerisine steril igne
ucu kullanilarak Vena jugularis’ten alinan 10 ml miktarindaki kan kullanilarak hazirlanmisg
PBM hiicrelerinin enfekte edilmesinde kullanilmigtir. Enfekte olmayan, saglikli hayvandan
alinan periferal kan monontkleer hicreleri, heparinli tiplere alinan kan 6rneklerinden steril
sartlarda dansite gradient yontemiyle izole edilmistir (Brown 1981). 10 ml kan 6rnegi bire bir
oraninda PBS ile sulandirilmis ve 8 ml ficoll (1,077 g/ml, Biocoll, Biochrom AG, Berlin)
solusyonu tzerine kan karismayacak sekilde yavasca ilave edilmistir. 1000 x g, 30 dakika,
15°C de santrifiij edilmistir. Densite farkindan dolay: falkon tupte en altta kirmizi kan
hiicreleri, Uzerinde ayiric1 soliisyon ve en Ust katmanda kan plazmas: olmak tzere toplam (g
katman olusmaktadir. Kan plazmasi ile ayiric1 solisyon arasinda bulunan PBM dikkatlice
almmis 10 ml PBS icerisine konulmus ve yikama islemi 350xg, 10 dakika, 15°C'de
gerceklestirilmistir. Dipte toplanan beyaz kan hucrelerine ayni yikama islemi 3 defa
uygulanmstir. Yikama islemleri sonucunda elde edilen pelet igerisinde %20 buzag: serumu
(New Born Calf Serum; NCS, Gibco, UK), 10U/ml Penisilin/streptomisin (Gibco, UK) ve 2
Mm L-glutamin (Gibso, UK) iceren komple RPMI-1640 (Gibco, UK) vasatina ekim yapilarak

uremenin gerceklesmesi igcin %5 CO-’li etlivde, 37°C’de inkube edilmistir. Elde edilen hiicre
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kilturleri dizenli araliklarla invert mikroskop altinda Greme bakimindan kontrol edilmis ve
parazite ait makrosizontlarin belirlenmesi amaci ile hiicre santrifiij teknigine basvurulmustur.
Bunun igin hiicre stispansiyonundan hiicre yogunluguna gére 50-100ul alinarak 200 x g, 5 dk,
25°C'de sitosantrifiij yapilmis ve preparatlar absolut methanol (Sigma, Fransa) icerisinde 5 dk
tespit edildikten sonra %5 Giemsa (Merck, Almanya) boyasinda 45 dk boyanarak mikroskop
altinda makrosizont ile enfekte hucreler aranmistir. Kandan PBM’in izolasyonunu takiben, her
iki veya (¢ glinde bir medyum degistirilmistir. Elde edilen PBM hiicreleri (10 hiicre) 1 ml
RPMI-1640 (hucre kultiru vasatinda) icerisinde sitispanse edilmis ve ml’sinde bir kene
equivalant dozda hucre kilturt vasatinda diliye edilerek hazirlanan esit hacimdeki kene
stabilat1 ile karistirilmistir. Bu stispansiyon zaman zaman karistirilmak suretiyle iki saat
boyunca 37°C’de inkube edilmis ve bu slrenin sonunda Uzerine 8 ml hiicre kultlri vasati
eklenip 1500 rpm’de 10 dakika santrifuj edilmistir. Daha sonra dipte toplanan enfekte hiicreler
ml’sinde 2x10° hiicre olacak sekilde hiicre kiiltiirii vasat: ile tekrar stispanse edilip 24 kuyulu
plaklara her kuyuya 1 ml gelecek sekilde dagitilip 48 saat siireyle %5 CO-’li etiivde, 37°C’de
inkiibe edilmistir. Toplanan hicreler trypan blue ile boyanarak 6li/canli hiicreler sayilmis ve
hiicre kiltirii vasatinda ml’sinde 10° canli hiicre olacak sekilde sulandirilmistir. Bu
stspansiyon 96 kuyulu plaklara her kuyuya 100 mikrolitre gelecek sekilde, her klon igin iki
kuyucuk kullanarak ve kuyularda sirasiyla 1x10% 3x10°, 1x10°, 3x10% 1x10% ve bir hiicre
olacak sekilde sulandirilmistir. Bu plaklar %5 CO;’li etiivde, 37°C’de inkube edilmis ve
klonal hucreler yoninden incelenmistir. Pozitif Greme olan kuyucuklardaki hicrelerin Ugte
birlik kismindan ticari kit kullanilarak (Promega, ABD) DNA izolasyonu yapilmis ve
polimorfik satellite markerler kullanilarak hibrit klonlar yoninden PZR ile test edilmistir.
Kuyucuklarda kalan hticreler Gzerine taze vasat eklenip tek klonlar tretilerek dondurulmus ve

stvi nitrojende muhafaza edilmistir.

2.2.3 DNA lzolasyonu
DNA izolasyonu icin Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, ABD)

kullanilmastir. Icerisinde 5x10° canli hiicre bulunan vasat steril falkon tiiplere aktarilarak 350 x

g’de 10 dakika santrifuj edilerek hucrelerin dipte toplanmas: saglanmistir. Santrifiij sonunda
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ustte kalan stpernatant kism: dokilerek hicreler 200 pl 1xPBS ile alt Gst edilmis ve steril
eppendorf tiplerde toplanmistir. Daha sonra 6rnekler 13000-16000 rpm’de 10 saniye santrif(j
edilerek Ustte kalan PBS uzaklastirilmis ve hiicreler siispansiyon haline gelene kadar 10-15
saniye hafifce vortekslenmistir. Uzerine 600 ul niiklei liziz soliisyonu eklenerek hiicrelerin lize
olmasi igin 5-6 kez pipete edilmistir. 3 ul RNAse soliisyonu da eklenerek tipler 2-3 kez alt-
ist edilmis ve 1sitma blogunda 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Islem sonunda
ornekler yaklasik 5 dakika oda isisinda bekletilmis, inkiibasyon sonucunda 200 pl protein
coktirme solusyonu ilave edilerek, yiksek devirde 20 saniye vortekslenmis ve 5 dakika buz
uzerinde inkibe edilmistir. Cozlnen proteinleri ¢oktirmek amaciyla 6rnekler 13000-16000
rpm’de 4 dakika santrifuj edilmistir. Santrifij sonunda dipte kalan beyaz protein peletine
dokunulmadan stipernatant alinmis ve bu st faz icerisinde 600°er ul’lik isopropanol bulunan
1.5 ml’lik eppendorflara aktarilmistir. Tupler DNA bulutu gorilinceye kadar hafifce
calkalanmis ve sonra 13000-16000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. isopropanol, DNA
yerinden hareket etmeyecek sekilde dikkatlice dokilmis ve DNA Uzerine 600 pl % 70’lik
ethanol konularak tip hafifce alt-tst edilmis ve 13000-16000 rpm’de 1 dakika santrifij
edilmistir. Daha sonra Ustteki ethanol dikkatli bir sekilde pipet yardimiyla uzaklastirilmis ve
pelletin kurumasi igin 15-20 dakika oda isisinda inkube edilmistir. Tuplere 100 ul DNA
Rehidrasyon Sollsyonu eklenerek 65 °C’de 1 saat inktibasyona birakilmistir. Tum bu islemler

sonucunda elde edilen 6rnekler kullanima kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

2. 3. Molekiiler Testler

2.3.1. Genotiplendirmede Kullanilacak Polimorfik Markerlarin Belirlenmesi

Rekombinasyon sonrasinda klonal ve klonal olmayan iki farkli Theileria annulata
popilasyonunda olusacak genetik cesitliligin belirlenmesi amaciyla yapilan calismalarda
kullanilmig mini ve mikrosatellit markerler (Weir 2006, Weir ve ark 2010) ile bunlara ilave
olarak bu calismada belirlenmis yeni polimorfik mini ve mikrosatellite markerler
kullanilmstir.  ilave markerler, parental ile klonal Kiltirlerin aymrmmmi yapabilen ve

T.annulata’mn doért kromozomu uUzerindeki yerleri bakimindan mevcut markerlere oranla
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yapilacak analizler igin yeterli dizeyde ve daha genis bir kapsama alanina sahip olup

olmamalarina bakilarak belirlenmistir.

Polimorfik mini ve mikrosatellite markerlerin belirlenmesinde incelenecek genom
dizilimi ile tekrarli bolgelerin es zamanli olarak aynmi programin farkl sayfalarinda
gorulebilmesine ve verilerin daha kisa surede, daha etkin olarak analizine olanak saglayan
Unipro UGENE ver.1.9.7 program: (Okonechnikov ve ark 2012) kullanilmistir. Bu bolgeleri
cogaltmada kullanilacak primerler sirali tekrarli dizilimleri igine alacak sekilde korunmus
bolgelerden tasarlanmistir. Daha sonra her markerin tek bir bolgeyi temsil etmesi, belirlenen
uzunluklarda drunleri cogaltmasi, T.annulata’ya 6zgi ve polimorfik yapida olmasi ile farkl
bolgelere ait izolatlar1 cogaltabilmesi yonlerinden degerlendirilerek uygun olanlar segilerek

kullaniimistur.

Unipro UGENE ver.1.9.7 programina yiklenecek olan Theileria annulata genomik
DNA diziliminin elde edilmesi icin; NCBI veri tabanindan yer alan 2,632,132 bp
uzunlugundaki birinci {Ref. No; NC_011129.1 (http:
/Incbi.nIm.nih.gov/nuccore/197260935%reportfasta)}, 1,979,170 bp uzunlugundaki ikinci
{Ref. No; NC_011099.1 (http: //ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/195934691?reportfasta)},
1,842,271 bp uzunlugundaki uclncu {Ref. No; NC_011100.1 (http:
/Incbi.nIm.nih.gov/nuccore/195671784%reportfasta)} ve 1,842,271 bp uzunlugundaki
dordlnci kromozomlarda {Ref. No; NC_011098.1 (http: I
ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/195670617?reportfasta)} yer alan linear DNA’lara ait nikleotid
dizilimleri fasta formatinda indirilerek bilgisayara kaydedilmistir. Daha sonra tek bir dokiiman
altinda Dbirlestirilen toplam 8,352,520 bp uzunlugundaki dort kromozom’a ait nikleotid
dizilimler swrasiyla rastgele karistirilmig dizilimler ve gercek DNA dizilimi olarak Unipro
UGENE ver.1.9.7 programina ytklenerek mini ve mikrosatellite bolgeler taranmistir. Rastgele
karstirilmis dizilimlere gore gercek DNA diziliminde 10 kat fazla tekrarli bolge belirleyen
skor esik deger olarak belirlenmistir. Belirlenen bu esik deger mini ve mikrosatellite
bolgelerde tekrarli motiflerin benzerligi (%96-100), minimun tekrar sayis1 en az U¢ ve
minimum tandem boyutu minisatellite bolgeler igin en az i¢ ve mikrosatellite bolgeler igin en

az alt1 olacak sekilde suffix array algoritmas: kullanilarak ayri ayr: tim genom boyunca
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taranmistir.  UGENE ver.1.9.7 programi kullanilarak yapilan tarama sonucunda 359
minisatellite ve 8973 mikrosatellite bolge belirlenmistir. Belirlenen mini ve mikrosatellite
bolgeler tim genom boyunca tek tek taranarak; T.annulata’nin dort kromozomu Uzerindeki
yerlesim yerleri bakimindan mevcut markerlere oranla daha iyi dagilima sahip olmasina dikkat

edilmistir.

Belirlenen bdlgeleri cogaltmada kullanilacak primerler siral tekrarl dizilimleri igine
alacak sekilde korunmus bolgelerden tasarlanmistir. Bu primerler; Theileria annulata GeneDB
veri tabaninda anote edilmis halde bulunan T.annulata genomu uzerinde godzle tasarlanmistir.
Primerlerin tasarlanmasinda; uzun Adenin (A)/ Timin (T) tekrarli bolgelerin olmamasina,
guanin (G) ve sitozin (C) iceriginin % 30-60 arasinda ve Tm derecelerinin mimkin
oldugunca birbirlerine yakin olmasina, 3’ uglarinin G/C bazlar: ile bitmesi ve 3’ ucunda G/C
nikleotid tekrarlarinin mimkin oldugunca yer almamasina, ayrica primerlerin kendi ile veya
diger primerler ile primer-dimer, ikincil yapilar ve hairpin olusturmamasi gibi faktorler g6z
oniinde bulundurularak tasarlanmistir. Tasarlanan her primer ciftinin tek bir bolgeyi temsil
etmesi, T.annulata’ya 6zgi olmasi, belirlenen uzunluklarda urin elde edilip edilmediginin
belirlenmesi ve en uygun baglanma isilarinin tespiti amaciyla T.annulata/Ankara C9 DNA’s1
kullanilarak yapilan PZR 1s1 derecelendirmeli (gradient) termal sikluslu makine kullaniimastir.
Bu amagla uygulanan PZR’da 25 pl’lik son hacimde, 20 mM Tris-HCI, pH 8.7, 11 mM
(NH4)2S04, 1,5 mM MgCI2, %50 gliserol, 0.1 uM EDTA, her bir dATP, dCTP, dGTP ve
dTTP’tan 1 mM, 1U Hot FIREPol DNA polimeraz, 10 uM ileri ve geri yonli primer ¢ifti ile 1
pl C9 (T.annulata/Ankara) DNA 6rnegi kullanilmistir. Reaksiyon Techne TC-512 marka
otomatik termal sikluslu makinede gergeklestirilmistir. Reaksiyonda 94°C’de 12 dakikalik 6n
denattirasyonu takiben, her siklus igin denatiirasyon (95°C’de 50 saniye), baglanma (55°C’de
10°C’lik derecelendirme [50,8-59,2°C isi araliginda] yapilmak suretiyle) ve uzama (72°C’de
1 dakika) asamalarindan olusmak tzere 30 siklus ve 72°C’de 10 dakikalik son uzama olacak
sekilde gerceklestirilmistir. PZR ile cogaltilan Grlnler ml’sinde 0,05 ul SafeView (abm,
Kanada) bulunan %2’lik agaroz gelde 100 voltluk akimda bir saat elektroforeze tabi tutulup,
ultraviole 1s1k altinda gorintilenmistir. UVP EC3 bioimaging sisteminde yer alan analiz
programi kullanilarak yapilan gorintileme sonrasinda PZR drnlerinin boyutlar: referans 100

bp’lik (Thermo Scientific, ABD) DNA markeri ile Karsilastirilarak belirlenmistir.
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2.3.2. Markerlann Belirlenmesinde Kullanilan Theileria annulata izolatlan

Belirlenen polimorfik markerlar 27 farkli Theileria annulata, ve 2 farkli Theileria

(T. sergenti ve T. lestoquardi) izolat: (Cizelge 2.1.) kullanilarak PZR ile test edilmis ve her

primer ciftinin tek bir bolgeyi temsil etmesi, T.annulata’ya 0zgu olmasi, belirlenen

uzunluklarda Uriin elde edilmesine olanak vermesi gibi yonlerden incelenerek en uygun

markerler secilmistir.

Cizelge 2.1. Polimorfik mini ve mikrosatellitlerin test edilmesinde kullanilan parazit izolatlar:

Kodu izolat Parazit Tipi Orijini
Turd Donemi
1 Theileria sergenti Sizont hiicre kiltlru Japonya
2 Theileria lestoquardi Sizont hiicre kultiiri Sudan
3 T.annulata 7 piroplasm saha izolati Tunus
4 T.annulata Soba 2A5 Sizont hiicre kaltird Sudan
5 T.annulata Razi J3 Sizont hiicre kaltird fran
6 T.annulata Umbanein Sizont hiicre kaltird Sudan
7 T.annulata Tova p15 Sizont hiicre kultiiri Israil
8 T.annulata Gharb43 Sizont hiicre kaltird Fas
9 T.annulata Ode p58 Sizont hiicre kultiiri Fas
10 T.annulata JED4 p200 Sizont hiicre kultiiri Tunus
11 T.annulata Aova Sizont hiicre kultiiri Tirkiye
12 T.annulata Dalama Sizont hiicre kultiiri Tirkiye
13 T.annulata Pendik p313 Sizont hiicre kultiiri Tirkiye
14 T.annulata Aydin p15 Sizont hiicre kultiiri Tirkiye
15 T.annulata D.bakir p107 Sizont hiicre kultiiri Tirkiye
16 T.annulata Ank A2 Sizont hiicre kultiiri Tirkiye
17 T.annulata Aova Piroplasm saha izolati Tirkiye
18 T.annulata Aova Piroplasm saha izolati Tirkiye
19 T.annulata Aova Piroplasm saha izolati Tirkiye
20 T.annulata Aova Sizont klon* Tirkiye
21 T.annulata Aova Sizont klon* Tirkiye
22 T.annulata Aova Sizont Klon Tirkiye
23 T.annulata Aova Sizont Klon Tirkiye
24 T.annulata Aova Sizont klon* Tirkiye
25 T.annulata Aova Sizont klon* Tirkiye
26 T.annulata Aova Sizont Klon Tirkiye
27 T.annulata Aova Sizont Klon Tirkiye
28 T.annulata Aova Sizont Klon Tirkiye
29 T.annulata Ankara D7 Sizont Klon Tirkiye

(*);Birden fazla genotip ihtiva ettigi belirlenmis klonal hiicrelerdir.
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2.3.3. Spektrofotometrede Olguim ve PZR

Rekombinasyon sonrasi olusacak muhtemel genotipik gesitliligin belirlenmesi amaciyla
mini ve mikrosatellit markerler ile yapilacak olan PZR’da kullanilacak olan DNA
miktarlarinin  birbirlerine yakin olmast amaciyla hiicre kilturiinden hazirlanan DNA
orneklerinin icerisindeki DNA miktarlart 96 gozli UV plaklar (Greiner, UV) kullanilarak
spektrofotometrede (MultiscanGO, ABD) 6lctlmistir. Daha sonra her klona ait DNA 6rnegi
200ul son hacimli dilusyonda yaklasik 2 ng/ul DNA konsantrasyonuna sahip olacak sekilde
diliye edilmis ve genotiplendirme icin belirlenmis markerler kullanilarak yapilan PZR’lerde
kullanilmigtir. Bu dogrultuda uygulanan PZR’da 50 pl’lik son hacimde, 20 mM Tris—HCI, pH
8.7, 11 mM (NH4) 2504, 1,5 mM MgCI2, %50 gliserol, 0.1 uM EDTA, her bir dATP, dCTP,
dGTP ve dTTP’tan 1 mM, 1 U Hot FIREPol DNA polimeraz, 10 uM ileri ve geri yonli primer
cifti ile 2 pl (4 ng) klonal DNA 0Ornegi kullanilmigtir. Reaksiyonlar 94°C’de 12 dakikalik 6n
denaturasyonu takiben, her siklus icin denaturasyon (95°C’de 50 saniye), baglanma (Cizelge
3.3) ve uzama (72°C’de 1 dakika) asamalarindan olusmak uzere 30 siklus ve 72°C’de 10
dakikalik son uzama olacak sekilde gerceklestirilmistir. Elde edilen PZR Urlnleri yuksek
rezoliisyonlu hazir spreadex jellerde (Elchrom Scientific) elektroforezi yapilana kadar 4°C’de

tutulmustur.

2.3.4. Yuksek Rezolusyonlu Hazir Jeller ile Elektroforez

Spreadex jeller (Elchrom Scientific, Isvicre), DNA parcalarinin jelin yapisini olusturan
sentetik polimerlerden kaynaklanan yiksiz bir matrisde elektriksel alan uygulandiginda,
parcalarin buyukliklerine gore hareket ederek ayrilmasini saglamaktadir. Spreadex jellerin bir
diger 6zelligi de belli bir limitin Gstlindeki DNA parcalarinin jel igerisinde gocune izin
vermemesi ve bu sayede daha iyi bir rezoliisyon olusturmasidir. EL 1200 genis mini jeller 250
bp ve 800 bp arasindaki uzunluktaki mini ve mikrosatellit DNA parcalarmi ayirimini
saglarken, EL 800 genis mini jeller 200-500 bp arasinda uzunluga sahip DNA parc¢alarini, EL
600 genis mini jeller 150-350 bp arasinda uzunluga sahip DNA parcalarini, EL 500 genis mini
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jeller ise 100-300 bp arasindaki DNA parc¢alarinin ayriminda kullanilmaktadir. Spreadex
jellerin kullanilmasinda bir diger énemli nokta da jele yiklenen DNA miktaridir. Jelin fazla
miktarda DNA ile yuklenmesi rezoliisyonu bozmaktadir. Bu nedenle, PZR driin miktarlarmin
olciimleri spektrofotometre cihazinda yapilmistir. Olgimler sonucunda belirlenen DNA
miktarlar1 dillye edilerek 10 ng miktarinda DNA jele yiklenmistir. Jeller, Origins (Elchron
Scientific, Isvicre) horizantal elektroforez sistemi kullanilarak 55 °C’lik sabit 1sida, Gretici
firma (Elchron Scientific) tarafindan Onerilen kosullarda, firmanin websitesinde sunulan
Virtual Electrophoresis programindan faydalanarak elektroforeze tabi tutulmustur (Cizelge
2.2.). Optimal kosullar altindaki elektroforez sonrasinda jeller 3 bp’a kadar ¢ozunirlik
saglamaktadir. Elektroforez solusyonu olarak 30 mM TAE kullanilmistir. Elektroforez
sonrasinda jeller 40 dakika boyunca 0,4 pug/ml Gelred (Biotium, ABD) ile boyanmis ve 254
nm’lik UV g1k altinda gorintulenmistir. Allellerin boyutlar, icerisinde 75 — 622 bp arasinda
50 DNA parcas: barindiran M3 molekiiler markerleri (Elchrom Scientific, isvicre) ile

karsilastirma yapilarak, VisionWorksLS (Versiyon 6.8, ABD) programt ile belirlenmistir.

Cizelge 2.2. Spreadex jeller ile elektroforez.

Marker Spreadex Jel Tipi Voltaj (Volt) Is1 (°C) Siire (Dakika)
TS5 Spreadex EL 800 Wide Mini S-4x25 120 55 120
TS6 Spreadex EL 1200 Wide Mini S-4x25 120 55 120
TS8 Spreadex EL 800 Wide Mini S-4x25 120 55 120
TS9 Spreadex EL 1200 Wide Mini S-4x25 120 55 120
TS12 Spreadex EL 800 Wide Mini S-4x25 120 55 120
TS15 Spreadex EL 800 Wide Mini S-4x25 120 55 120
TS16 Spreadex EL 1200 Wide Mini S-4x25 120 55 120
TS20 Spreadex EL 800 Wide Mini S-4x25 120 55 120
TS25 Spreadex EL 800 Wide Mini S-4x25 120 55 120
TS31 Spreadex EL 1200 Wide Mini S-4x25 120 55 140
MSCS8 Spreadex EL 1200 Wide Mini S-4x25 120 55 260
MSC19 Spreadex EL 1200 Wide Mini S-4x25 120 55 270
MSC14 Spreadex EL 1200 Wide Mini S-4x25 120 55 270
Tmsc75 Spreadex EL 500 Wide Mini S-4x25 120 55 170
Tmsc77 Spreadex EL 600 Wide Mini S-4x25 120 55 140
Tmsc86 Spreadex EL 800 Wide Mini S-4x25 120 55 230
Tmsc31 Spreadex EL 800 Wide Mini S-4x25 120 55 120
Tmsc33 Spreadex EL 600 Wide Mini S-4x25 120 55 115
Tmsc37 Spreadex EL 600 Wide Mini S-4x25 120 55 180
Tmsc45 Spreadex EL 500 Wide Mini S-4x25 120 55 180
Tmsc48 Spreadex EL 800 Wide Mini S-4x25 120 55 120
Tmsc68 Spreadex EL 1200 Wide Mini S-4x25 120 55 260
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2.3.5. Antijenlerde Boyut Farkhhklarmn Belirlenmesi

Rekombinasyon sonucunda parazite karsi1 konak B-h(creleri tarafindan gelisen humoral
yanittan sorumlu oldugu bilinen toplam 14 protein (SPAG (TA03755), Tams (TA17050),
TaSP (TA17315), Merol (TA13810), Tamr (TA08425), NC1 (TA20980), NC10 (TA16090),
TAO03155, TA15705, TA15710, TA15685, TA15690, TA15695, TA06510) secilerek bunlari
cogaltmada kullanilacak olan primer ciftleri tasarlanmistir (Cizelge 2.3). Konak sitotoksik T-
hlcreleri tarafindan hedeflenen antijenlerdeki boyut farkliliklarinin belirlenmesinde ise toplam
10 protein (TA15705, TA19865, TA06115, TA03370, TA19320, TA12105, TA11565,
TA10060, TA14970 ve TA17545) belirlenerek bu antijenleri cogaltmada kullanilacak
primerler tasarlanmistir (Cizelge 2.3.). Primerlerin tasarlanmasinda, anote edilip veri
bankasina (www.genedb.org) kaydedilen T.annulata genomundan yararlanilmistir. Primerlere
ait en uygun baglanma isilarinin tespiti amaciyla T.annulata/Ankara C9 DNA’s1 kullanilarak
yapilan PZR 1s1 derecelendirmeli (gradient) termal sikluslu makinede gerceklestirilmistir. Bu
amacla uygulanan PZR’da 25 pl’lik son hacimde, 20 mM Tris—=HCI, pH 8.7, 11 mM
(NH4)2S04, 1,5 mM MgCI2, %50 gliserol, 0.1 uM EDTA, her bir dATP, dCTP, dGTP ve
dTTP’tan 1 mM, 1 U Hot FIREPol DNA polimeraz, 10 uM ileri ve geri yonlu primer cifti ile
1 pl C9 (T.annulata/Ankara) DNA 6rnegi kullanilmistir. Reaksiyon Techne TC-512 marka
otomatik termal sikluslu makinede gergeklestirilmistir. Reaksiyonda 94°C’de 12 dakikalik 6n
denattirasyonu takiben, her siklus igin denatiirasyon (95°C’de 50 saniye), baglanma (55°C’de
10°C’lik derecelendirme [50,8-59,2°C isi araliginda] yapilmak suretiyle) ve uzama (72°C’de
1 dakika) asamalarindan olusmak uzere 30 siklus ve 72°C’de 10 dakikalik son uzama olacak
sekilde gergeklestirilmistir. Blyiklikleri 2000 bp olan antijen bélgeler icin uzama streleri 1
dakika olurken, uzama sureleri 1000 bp den blyik olan antijen bolgelere her 1000 bp igin
fazladan 1 dakika uzama sireleri eklenmistir. PZR ile cogaltilan Grtinler ml’sinde 0,05 pl
SafeView (abm, Kanada) bulunan %2’lik agaroz gelde 100 voltluk akimda bir saat

elektroforeze tabi tutulup, ultraviole 11k altinda géruntulenmistir.
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Cizelge 2.3. T ve B hicre antijenleri

T.annulata Kodlanan Protein Antijenite Cogaltilacak Primer dizilimleri (5°-3”)
antijenleri bélge uz. (bp)
TA06510 hipotetik protein B hiicre 1000 For: tgtgttatctttaattttgtacatt
Rev: acacattgggattggtttta
TA15705 salgisal hipotetik protein B ve T hiicre 1008 For: cctacatagcccgggatgaatctce
Rev: cttctctaatcgattttctaatce
TA15710 salgisal hipotetik protein B hiicre 1020 For:atggatcctgatggatctgaacct
Rev:ttattgtttttctatatcacgttt
TA15685 salgisal hipotetik protein B hiicre 848 For: ttgattgagatcattttgcatt
atggatcctgaagatggatctgag
Rev: aaaattttaattggaatgctgataa
ttatcttggtgttacttgtaccca
TA15690 salgisal hipotetik protein B hiicre 954 For:atggatcctgatggagctgaacct
Rev:tcaagaaagtgcttgtctaataaa
TA15695 salgisal hipotetik protein B hiicre 474 For:atggatcctgatggagctgatgg
Rev:ctaattcttctcttcccatggttt
TA17315 yUzey protein precursor (TaSP) B hiicre 516 For:ggtccatttcttcctttagatcgac
Rev:ccttcgggegcttatcatgatcgga
TA17050 merozoite-piroplasm ylizey B hiicre 921 For: cgctcactagtctgcecttt
antijeni (Tams1) Rev: ttgataagttgttacgaacatgg
TA03755 sporozoit yiizey antijeni (SPAG) | B hiicre 1700 For2:ctcgatcttttcaagaacc
Rev2:caccagcgatttgacctcttc
TA08425 T.parva microneme-rhoptry B hiicre 2726 For: atccacaatgaagtttcttg
antijeni (Tpmr-1) Rev: ttactctgttcgattttgce
TA13810 ts-chitose type piroplasm yiizey B hiicre 807 For: caaacggtaaatccgtgacc
proteini benzeri (Merol) Rev: agatcgaggggotttggaaag
TA20980 proline-rich hypothetical protein | B hiicre 3151 For: atttacaaattccccatagctag
(NC1) Rev: atccacatactgcattattatcc
TA16090 glutenin, putative (NC10) B hiicre 1176 For: tgattcaataacgtaacagagc
Rev: gagtgagactgttatatttgtt
TA03155 Tash1-benzeri AT-hook proteini | B hiicre 1000 For: tggttatttaccatctaagtaca
Rev: tgtttcatgtcttctttttaggttt
TA19865 Onci salgisal ylzey proteini (d T hicre 599 For: aaatcgttcagttgttttcgat
proteini), T.sp China Rev: tccttttagatccttttcttca
TA06115 hipotetik protein T hicre 999 For: tattatagcacctttcggcacc
Rev: tatgagtgccaattaggaattt
TA03370 T-complex protein 1 subunit T hiicre 2676 For: ttacaccgaatctatcaaag
Rev: cttatgtatggatttgtatg
TA19320 salgisal, prohibitin homologu T hicre 1136 For: tatattgtgagtagatagcccc
Rev: aaaagtatagtagaggactgagg
TA12105 heat shock proteini (HSP90) T hicre 2791 For: tacaatggcatcaaaggaag
Rev: taattcagtcaacttcctcc
TA11565 salgisal, cysteine proteinase T hicre 1259 For: ttacattcttacataccgcc
Rev: tcttatactgcgtatactge
TA10060 salgisal coronin T hicre 1734 For: agatccactccaatttacac
Rev: acagagttaaggttttgagg
TA14970 traslasyon inhibisyon faktor( T hicre 838 For: cgtttccccatggaatctta
elF-1A Rev: tcgttcggaacttttcacaa
TA17545 Theileria’ya 6zgi sub-telomeric | T hiicre 318 For:ggaccttaccaacctcgacctatage

protein (SVSP)

Rev:cggataaggttttccaggtgaatgaa
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3. BULGULAR

3.1. Buzagida Olusturulan Deneysel Enfeksiyon, Sporozoit Stabilatlarmin

Hazirlanmasi, PBM Hiicrelerinin In vitro Enfeksiyonu ve Klonlanmasi

Deneysel enfeksiyonda kullanilcak buzagi; Theileria annulata sitokrom b genine 6zgu
primerler kullanilarak yapilan PZR sonrasi agaroz jel elektroforezi ve T.annulata ile enfekte
lenfositlerden hazirlanan makrosizont antijenlerinin kullanildig: IFA ile test edilmistir. PZR
sonucunda dort numarali kuyucukta TR1228859 kulak kipeli ve bes numarali kuyucukta
TR1228860 kulak kiipeli buzagilara ait PZR Grtnleri negatif sonug vermistir (Resim 3.1.). Bir
numarali kuyucukta negatif konrol yer alirken, iki numarali kuyucuga pozitif kontrol
yuklenmigstir. Molekiler buyukluk belirleyici olarak 100 bp’lik DNA ladder (Thermo
Scientific, ABD) kullanilmistir. Cytobl primer ¢ifti kullanilarak 6zgul olarak ¢ogaltilan 312
bp’lik bolge ok isareti ile pozitif kontrol kuyucugunda gosterilmistir. IFA testi sonucunda
(Resim 3.2.), A ile gosterilen TR1228859 kulak kipeli ve B ile gosterilen TR1228860 kulak
kipeli buzagilardan elde edilen serum 6rneklerinde herhangi bir 1s1ma gorilmemistir. A2 ve
B2 ile gosterilen resimler, FITC ile isaretli antibovine 1gG’ler arasindaki reaksiyon sonucunda
olusan 1s1ma (pozitif kontrol) sonuclaridir. A3 ve B3 resimlerinde gorulen serumlar ise negatif
kontrol olarak kullaniimistir. Yapilan analizler sonucunda TR1228859 ve TR1228860 kulak

kipeli buzagilarin deneysel enfeksiyonda kullanilabilecegi belirlenmistir
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500 bp
400 b
300 pp
200

100 b

Resim 3.1. Sitokrom bl agaroz jel elektroforezi sonucu (1. kuyucuk; negatif kontrol, 2.
kuyucuk; pozitif kontrol, 3. kuyucuk; bos, 4. kuyucuk; TR1228859 numarali buzag:, 5.
kuyucuk; TR1228860 numarali buzagi)

A A2 A3

Resim 3.2. IFA testi sonucu (A; TR1228859 numarali buzagiya ait serum 0ornegi, B;
TR1228860 numarali buzagiya ait serum 6rnegi, A2 ve B2; reaksiyon sonucunda isima veren
pozitif kontroller, A3 ve B3; negatif kontroller)
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Enfekte edilen buzagmin her giin rektal viicut 1sis1 alinarak kaydedilmis, enfekte edilen
taraftaki preskapular lenf yumrusu incelenmis ve genel durumu not edilmistir. Parazitolojik ve
hematolojik muayeneler igin parazitin enjeksiyonu sonrasi her iki ginde bir 5 ml EDTA’l
tuplere vena jugularis’ten kan alinmis, enfeksiyonun 5. giininden sonra her iki giinde bir sol
prescapular lenf yumrusundan biyopsi ¢rnekleri alinarak yayma frotiler hazirlanmis Giemsa
ile boyandiktan sonra makrosizontlar ile enfekte lenfosit htcrelerinin varligi yoninden
incelenmistir. Enfeksiyondan sonraki 15. glinde sol preskapular lenf yumrusundan alinan
biyopsi 6rneklerinde makrosizontlar ile enfekte lenfosit hicreleri tespit edildigi giin (Resim
3.3.) hayvanin sag ve sol kulagmin kok kisimi tras edilerek kulak torbalar: takilmig ve kene
koymaya hazir hale getirilmistir. Kenelerin kulaga konulmasi amaciyla buzag: 28°C ve %80
nem ihtiva eden kontrolli bir odaya alinmistir. Enfeksiyondan sonraki 16. ginde vena
jugularis’ten alinan EDTA’1 kan drneklerinden hazirlanan ince yayma kan frotileri Giemsa ile
boyanarak eritrositler icerisinde ilk piroplazmlar tespit edilmistir (Resim 3.4.). ilk piroplasmin
goruldigl giinden itibaren parazitemi hergun kaydedilmistir. T.annulata/Ankara D7 klonal
hicre kalturu kullanilarak yapilan deneysel enfeksiyonda, ilk piroplasmin gorildigi 16. glinde
parazitemi %0,1 olarak belirlenmistir. Parazitemi seviyesi enfeksiyondan sonraki 17. giinde de
ayni dizeyde kalmistir. Bununla birlikte enfeksiyondan sonraki 18, 19 ve 20. ginlerde
sirasiyla %0,2, %0,4 ve %0,15 olarak belirlenmistir.

Deneysel enfeksiyon olusturulduktan sonraki 15. glnde (ilk makrosizontun goruldugu
tarih) sol kulaga 1500 adet ve 17.giinde sag kulaga 1500 adet Hyalomma excavatum ag
nimfleri (ADU Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali kene unitesinde hali hazirda
devam etmekte olan Hexl kene kolonisindeki HexIAN) konulmustur. Kenelerin
yerlestirilmesini takip eden 3. ve 10. gunler arasinda diizenli olarak kulak torbalar: agilarak
kontrolleri yapilmistir. Toplam 3000 adet HexlAN konulan sag ve sol kulaktan, enfeksiyonun
20. ve 27. gunleri arasinda toplamda 2000 adet Hyalomma excavatum doymus nimfleri
(HexIDN) elde edilmistir. Parazitemi Giemsa ile boyali ince yayma frotilerde ortalama 10000
eritrosit sayilarak bunlarin icerisinde enfekte olanlarin ytizdesi alinarak belirlenmistir. Kulak
torbast icerisine doyup dusen nimfler toplanarak 28°C 'lik etlivde, %80 nemli kosullarda

muhafaza edilerek gomlek degistirmeleri saglanmistir. Gomlek degistirip a¢ olgun hale gelen
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ve Kitinizasyonlarin1 tamamlayan keneler +12°C' lik etiive alinarak sporozoit stabilatlar:

hazirlanincaya kadar bekletilmistir.

Resim 3.3. Deneysel enfeksiyon sonrasi gérilen makrosizont formlar

Resim 3.4. . Deneysel enfeksiyon sonras: gorulen piroplazm formlar
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Enfeksiyondan sonraki 21. ve 26. glinler arasinda parazitemi seviyesi %0,1 olarak sabit
kalmistir. %0,1 parazitemide beslenen Hyalomma excavatum nimflerinin gdmlek degistiren ag
erigkin enfekte keneler arasindan 10 disi ve 10 erkek kenenin tukrik bezleri diseke edilip
metilen green pyronin boyama teknigi ile boyanmis ve enfekte olan tukrik bezi asini hicreleri
sayilarak enfeksiyon orant belirlenmistir. Diseke edilerek boyanan tukarik bezi asini
hicrelerindeki (Resim 3.5; A) ortalama enfeksiyon oranmin %85 oldugu belirlenmistir.
Enfeksiyon oranmin belirlenmesini takiben enfekte kenelerden sporozoit stabilatlar:
hazirlanmigtir. T.annulata/Ankara D7 ile enfekte edilen buzagmin kulagina kene koyulmasini
takiben 6-8. gunlerde (enfeksiyondan sonraki 21. ve 26. glnler) diusen ve gémlek degistirerek
ac eriskin haline gelen 600 adet enfekte kene 28°C'lik etlive alinarak (i¢ glin boyunca aktive
edilmistir. Bunu takiben, kenelerin tikirik bezlerinde sporozoitlerin gelismesi amaciyla,
kenelerin iki farkli tavsanin kulaklarinda 72 saat boyunca beslenmeleri saglanmistir. Bu
amagcla tavsanlarin her bir kulagina 150°ser adet a¢ olgun kene konulmustur. Tavsanlarin
kulaklarina konulan keneler 24 saat sonra kontrol edilerek kulaga tutunmayan keneler
uzaklastirilmigtir. 72 saatin sonunda kulak torbasi agilarak kulaga tutunan yaklasik 550 kene
elle toplanmistir. Keneler teknigine uygun olarak ezilerek sporozoit stabilatlari hazirlanmistir
(Brown 1981). Bu amagla; 72 saat sonunda tavsan kulagindan toplanan keneler, 50 ml’lik
falkon tdpler icerisine konularak sirasiyla %1’lik Benzolkoniyum klorur ile bir kez, %70
ethanol ile ¢ kez ve icerisinde %20 NCS, 2xPenisilin/streptomisin (20U/ml) ile 5 mg/ml
Amphoterisin-B ihtiva eden RPMI-1640 vasat: ile yikanmigtir. Daha sonra keneler steril
havan icerisinde ml’sinde 2 t.e. (tick equivalent=kene esdegeri) dozda olacak sekilde vasat
eklenerek ezilmis ve ezinti steril falkon tiplere aktarilmistir. Falkon tupler igerisindeki ezinti
+4°C’de 100 g’de 5 dakika santrifuj edilmis ve sporozoit stabilatlarini iceren supernatant steril
bir falkona aktarilmistir. Daha sonra stabilat Brown (1987) tarafindan tarif edildigi sekilde
dondurularak sivi azot icerisinde PBM hicrelerinin in vitro enfeksiyonunda kullanilincaya
kadar saklanmistir. Enfekte tiikrik bezi asini hucreleri (A) ile kenelerden hazirlan sporozoit
stabilatlarmin frotilerinin Giemsa ile boyanmasi sonrasinda serbest haldeki sporozoitlerin (B)
resimleri gorilmektedir (Resim 3.5.). Daha sonra dondurulan sporozoit stabilatinin
enfektivitesini belirlemek amaciyla sivi azot icerisinde saklanan sporozoitler yontemine uygun
sekilde ¢Ozdlrilmis ve bire iki oraninda 12 diltisyon hazirlanarak enfekte olmayan saglikli bir

hayvandan dansite gradient yontemi kullanilarak hazirlanan PBM hicrelerinin enfekte
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edilmesinde kullanilmistir.  Bu islem sonunda T. annulata/Ankara D7 stabilatmin
enfeksivitesinin 10’uncu dilisyona kadar devam ettigi belirlenmistir. Ayrica, 1 ml PBM (107
hicre, hiicre kilturi vasati icinde) 1 ml 1 t.e. D7 sporozoit stabilat1 ile karistirilarak 37°C’de
%5 CO2’li etuvde iki saat boyunca inkube edilmis, PBM hiicrelerinin in vitro ortamda enfekte
olmalar: saglanmistir. Enfekte PBM hicreleri yukarida ayrintili olarak anlatildigi sekilde
klonlanmistir. Daha sonra, klonal hicrelerden DNA izole edilerek polimorfik mini ve
mikrosatellite markerler araciligiyla genetik ve antijenik cesitliligin belirlenmesi amaciyla

kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmistir.

Resim 3.5. Enfekte tlikrik bezi asini hicreleri (A) ve sporozoitler (B)

3.2. Belirlenen Polimorfik Markerlar

Rekombinasyon sonrasinda Theileria annulata populasyonlarinda olusacak genetik
cesitliligin - belirlenmesi ve rekombinasyonun yogun oldugu kromozomal bdlgelerin
belirlenmesi amaciyla daha once yapilan calismalarda kullanilmig mini ve mikrosatellit
markerlere (Weir ve ark 2007, 2010) ilave olarak yeni polimorfik mini ve mikrosatellite
markerler Unipro UGENE ver.1.9.7 (http://ugene.unipro.ru) programi (Okenechnikov ve ark

2012) kullanilarak belirlenmistir.
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Theileria annulata genom diziliminde kullanilacak olan esik degerlerin (cut-off)
belirlenmesinde ilk olarak; Unipro UGENE ver.1.9.7 programina yuklenecek olan T.annulata
genomik DNA diziliminin elde edilmesi i¢in; NCBI veri tabanindan yer alan 2,632,132 bp
uzunlugundaki birinci {Ref. No; NC_011129.1
(http://ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/197260935?reportfasta) }, 1,979,170 bp uzunlugundaki ikinci
{Ref. No; NC_011099.1 (http://ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/195934691?reportfasta)}, 1,842,271

bp uzunlugundaki uclinci {Ref. No; NC_011100.1
(http://ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/195671784?reportfasta)} ve 1,842,271 bp uzunlugundaki
dordinci kromozomlarda {Ref. No; NC_011098.1 (http://

ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/195670617?reportfasta)} yer alan linear DNA’lara ait nikleotid

dizilimleri fasta formatinda indirilerek bilgisayara kaydedilmistir. Daha sonra tek bir dokiiman
altinda birlestirilen ayn1 uzunluk ve kompozisyona sahip toplam 8,352,520 bp uzunlugundaki
dort kromozom’a ait nukleotid dizilimleri rastgele karistirilmis olarak Unipro UGENE
ver.1.9.7 programina yuklenmistir. Programdaki bu dizilimler farkli parametreler ile farkl esik
degerler (tekrarh birim sayisi, tekrarl birimin uzunlugu, farkl tekrarl alanlardaki motiflerin
benzerligi) ile skorlamalarda kullanilan algoritmalar yoninden mini ve mikrosatellite bolgeler
taranarak belirlenmistir. Daha sonra rastgele karistirilmig dizilimlerde elde edilen sonuglar
gercek DNA dizilimi kullanilarak elde edilenler ile karsilastirilip, gercek DNA diziliminde 10
kat fazla TR belirleyen skor esik deger olarak kullanilmistir. Belirlenen bu esik deger mini ve
mikrosatellite bolgelerde tekrarli motiflerin benzerligi (%96-100), minimun tekrar sayisi en az
U¢ ve minimum tandem boyutu minisatellite bolgeler icin en az t¢ ve mikrosatellite bolgeler
icin en az alt1 olacak sekilde suffix array algoritmas: kullanilarak ayri ayri tim genom boyunca

taranmustir.

Unipro UGENE ver.1.9.7 program: kullanilarak yapilan tarama sonucunda 359
minisatellite (7-50 nt) ve 8973 mikrosatellite (1-6 nt) bdlge belirlenmistir. Daha sonra
belirlenen mini ve mikrosatellite bolgeler tim genom boyunca tek tek taranarak;
T.annulata’mn dort kromozomu uzerindeki yerlesim yerleri bakimindan mevcut markerlere
oranla yapilacak analizler icin yeterli diizeyde ve daha genis bir kapsama alanina sahip olup
olmamalarina, tekrarli alanlardaki motiflerin benzerligi (>%96), tekrar sayilari ile tek bir

bolgeyi temsil etmesi, tekrarl bélgelerin uzunluklar: (<1500 bp; genotiplendirme de yuksek
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rezoliisyona ve genis boyut araliga sahip Spreadex jeller kullanilacag: icin tekrarli bdlgenin
uzunluk arahig: oldukca genis tutulmustur), bu bolgeleri ¢cogaltmada kullanilacak primerlerin
siral tekrarl dizilimleri icine alacak sekilde tasarlanmaya uygun korunmus bolgeler igermesi
gibi kriterlere bakilarak mini ve mikrosatellite bdlgeler ayri ayri incelenerek excel

programinda kromozomlar tzerindeki yerlesim yerlerine gore siralanmastir.

Uzunluklar1 7-50 nukleotid arasinda degisen 359 minisatellite bolge arasindan excel
programinda yapilan incelemeler sonucunda 27 adet (MSC1-27) tekrarli bolge belirlenmistir.
Yapilan incelemeler sonucunda bu minisatellite bdlgelerden MSC15’in daha 0Onceki
caligmalarda belirlenen TS8 kodlu marker (Weir 2006) ile ayni bdlgede oldugu, bunun
yaninda MSC2 ve 4’(in sirasiyla Tmsc6 ve 7 kodlu mikrosatellite bolgeler ile ayn: bolgelerde
yerlestigi gortlmistir. Geriye kalan 25 minisatellite bolgenin sekiz tanesinin (MSC1, 6, 7, 10,
11, 16, 17, 18) kromozomlarin (chrl-4) baslangi¢ veya sonunda yerlesim gostermelerinden
dolay:r bu bolgeleri ¢cogaltmada kullanilacak primerler sirali tekrarl dizilimleri icine alacak
sekilde korunmus bolgelerden tasarlanamadigindan bu boélgeler ilerki calismalarda
kullanilmamistir. Geriye kalan 16 tekrarli bélgenin doérdu birinci, Ggl ikinci, Ggu Ggtncl ve

altisida dordiinci kromozom tzerinde yerlesim gostermektedir (Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1.Mini ve mikrosatellite bolgelerin T.annulata genomundaki kromozomlar (chrl-4) Gzerindeki yerlesim yerleri. MSC ve
Tmsc kodlu markerler sirasiyla mini ve microsatellite bolgeleri gostermektedir. Birinci kromozom (chr-1) zerindeki yerlesim
yerlerine gOre 1-27 ¢izgi sirasiyla Tmsc 1, 2, 75, TS16, Tmsc4, 5, TS15, Tmsc7, 8, MSC3, Tmscl1, 12, 77, 13, 81, 82, 14, MSC27,
Tmscl5, 16, 17, 86, MSC26,Tmsc18, 19, 20 ve MSC25 kodlu toplam 4 minisatellite ve 21 mikrosatellite bdlgeyi, ikinci kromozom
(chr-2) uzerindeki yerlesim yerlerine gore 1-18 c¢izgi sirasiyla Tmsc22, MSC19, Tmsc23, 26, 24, 27, 28, TS31, Tmsc29, 31, 32,
TS20, Tmsc33, 34, MSC8, 9, Tmsc37, 38 kodlu toplam 3 minisatellite ve 14 mikrosatellite, i¢cuincti kromozom (chr-3) izerindeki
yerlesim yerlerine gore 1-12 ¢izgi sirastyla Tmsc89, MSC12, Tmsc45, MSC13, Tmsc48, TS9, MSC14, Tmsc52, TS8, Tmsc53, 55,
TS12 kodlu toplam 3 minisatellite ve 6 mikrosatellite, dérdiinct kromozom (chr-4) tzerindeki yerlesim yerlerine gore 1-16 ¢izgi
sirastyla MSC25, Tmsc65, MSC24, Tmsc66, 67, MSC23,20, Tmsc68, TS25, 6, Tmsc30, TS5, MSC21, Tmsc72, MSC22 ve Tmsc73
kodlu toplam 6 minisatellite ve 7 mikrosatellite tekrarli bdlge yer almaktadir. Kromozomlar tzerindeki yesil renkli cizgiler Weir,
2006 tarafindan belirlenmis ve bu tezde de kullanilmis sirasiyla TS15 ve 16 (chr-1), TS20 ve 31(chr-2), TS8, 9 ve 12 (chr-3) ile
TS5, 6 ve 25 (chr-4) markerlerin ilgili kromozomlar Uzerindeki yerlesim yerlerini géstermektedir
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Minisatellite tekrarli bolgelerin  Theileria annulata genomundaki kromozomlar
uzerindeki protein kodlayan ve kodlamayan (exon, intron, IGR; intergenik bdlge, intron+exon)
bolgelere gore dagilimlart A1 ve A2’de verilmistir (Sekil 3.2.). Buna gore birinci kromozom
Uzerinde yer alan dort tekrarli bolgenin (g tanesi intergenik bolgede (IGR), bir tanesi ise intron
uzerinde, ikinci kromozom Uzerinde yer alan (g tekrarli bolgeden her biri sirasiyla IGR, intron
ve hem intron hemde exon (intron+exon) uzerinde, t¢unct kromozom Uzerinde yer alan g
tekrarl bolgeden ikisi IGR ve biride intron Gzerinde, dérdiinci kromozom (zerinde yer alan
alt1 tekrarl: bolgeden Ggl IGR, ikisi exon ve biride intron zerinde yerlesim gostermektedir.
Dordincu kromozom Uzerinde yer alan ve protein kodlayan bdlgede (exon) yerlesim gosteren
MSC22 tekrarli bolgesi dusik kompleksiteye sahip proteinleri kodlayan ve kromozomlarin
son kisimlarinda yer alan SVSP protein ailesinde yer alan Theileria-spesifik sub-telomerik
protein (TA09810) ve MSC25 ise hipotetikal (kuramsal) protein (TA07890) bolgesi tizerinde
yer almaktadir (Cizelge 3.1.). Geriye kalan minisatellite bolgeler ise bulunduklar:
kromozomlar Gzerinde protein kodlamayan (intron, IGR; intergenik bdlge, intron+exon)
bolgelerde yerlesim gostermektedir (Cizelge 3.1.). Farkli uzunluklara sahip tekrarli motifler
(TR) iceren minisatellite bolgelerin blyik cogunlugu (%87,5) protein kodlamayan bolgelerde
yerlesim gosterirken, 12 ve 21 nikleotid (nt) uzunlugundaki motiflerin yer aldigi (MSC22,
MSC25) iki bolge (%12,5) protein kodlayan exon izerinde yerlesim gostermektedir (Sekil 3.2,
Bl ve B3). Minisatellite bolgelerdeki tekrarli motif (TR) uzunluklarinin protein kodlayan
(exon, introntexon) ve kodlamayan (intron, IGR; intergenik bdlge, intron+exon) gen
bolgelerindeki AGCT miktarlarina gore dagilimlart incelendiginde protein kodlamayan
bolgelerdeki tekrarli motif uzunluklari az olan boélgelerdeki (MSC 14 haric MSC7-19) GC
miktarlarmin da az oldugu, buna karsin tekrarli motif uzunluklar: arttikca (MSC38 haric,
MSC20-41) G miktarindaki artisa bagli goreceli olarak GC oraninin da arttigi gértlmektedir.
MSC14 ve 38 kodlu markerlerde ise C haricinde AT ve G miktarlarmin birbirine daha yakin
oldugu gorilmektedir. Protein kodlayan bolgelerde ise 12 nt uzunlugundaki MSC25
haricindeki diger iki tekrarli motif (MSC14 ve 22) AT, MSC25’te ise GC miktarinin daha
fazla oldugu gozlenmektedir (Sekil 3.2, C ve D). Bunun yaninda minisatellite bolgelerin
ACGT miktarlar1 kendi icerisinde incelendiginde MSC5, 8, 9, 12, 13, 25 ve 27 kodlu
minisatellite bolgelerdeki GC miktarlarinin, bunlarin disindaki diginda kalan dokuz tekrarl:

bolgede ise AT miktarlarinin fazla oldugu gortlmektedir (Sekil 3.2, E).
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1-6 nikleotid arasinda degisen uzunluklara sahip 8973 mikrosatellite bdlge arasindan
yapilan incelemeler sonucunda 90 adet (Tmsc1-90) tekrarli bdlge belirlenmistir. Yapilan
incelemelerde bu mikrosatellite bélgelerden Tmsc3, 51, 56, 69 ve 71’in daha o©nceki
caligmalarda belirlenen sirasiyla TS16, 9, 12, 25, 5 kodlu markerler (Weir 2006) ile ayni
bolgede oldugu tespit edilmistir. Belirlenen mini ve mikrosatellite bolgelerden toplam alt:
tanesinin Weir, 2006 tarafindan belirlenen bdlgeler oldugu gorilmistiur. Geriye kalan
markerler ise yukarida bahsedilen tekrarli motiflerin benzerligi (>%96-100), tekrar sayilari,
tekrarl bolgelerin uzunluklart (<1500 bp), tasarlanacak primerlerin sirali tekrarh dizilimleri
icine alacak sekilde tasarlanmaya uygun korunmus bolgeler icermesi gibi kriterler g6z dniine
ahinarak degerlendirilmis ve sonugta 21 tanesi birinci (chr-1), 14 tanesi ikinci (chr-2), alt1
tanesi Ggtncl (chr-3) ve yedi tanesi dordunct (chr-4) kromozom uzerinde yerlesim gdsteren
(Sekil 3.1.) toplam 48 mikrosatellite bolge belirlenmistir. Birinci kromozom (chr-1) tzerinde
yer alan mini ve mikrosatellite bolgelerin 700 kb’lik bélgeden basladig: ve 6zellikle 700-900
kb, 1-1.2, 1.4-15 ve 2.5-2.6 Mb’lik bolgelerde yogun oldugu (toplam 22 mini- ve
mikrosatellite), ikinci kromozom (chr-2) tizerinde yer alan 14 tekrarli bélgenin 150-250 kb’lik
bolgede yogun olmakla birlikte kromozom (zerinde genis bir alana dagildigs, t¢inct (chr-3)
ve dordincl (chr-4) kromozomlar Gzerinde yer alan sirasiyla toplam dokuz ve 13 tekrarh
bolgenin ikinci kromozoma benzer sekilde kromozomlarin baslangi¢ kisimlarinda daha yogun
olmasina ragmen ilgili kromozomlar tzerinde iyi bir dagilim gosterdigi gortulmektedir (Sekil
3.1).

Belirlenen mikrosatellite bolgelerden protein kodlayan gen bdlgelerine ait exon ve
intronlar Gzerinde yer alan toplam 36 tekrarli bolgeden (27 exon ve 9 intron) 23 tanesinin (18
exon ve 5 intron) hipotetikal protein kodlayan gen bdlgeleri tzerinde yer almistir. Geriye
kalanlar ise membran, integral membran, serinden zengin, Sfi, protein kinaz, SVSP, DNA’ya
baglanan vb. ozellikteki proteinleri kodlayan bolgeler Gzerinde yerlesim gdstermektedir
(Cizelge 3.1.). Bunun yaninda intergenik bolgede (IGR) yer alan toplam dokuz tekrarl:
bodlgenin sadece bir tanesinin hipotetikal proteinler arasinda, geriye kalanlarinin ise farkl
fonksiyonlara sahip oldugu proteinleri kodlayan anote edilmis gen bdlgeleri arasinda yer
almistir. Hem IGR hemde exonu igerisine alacak sekilde yerlesim gosteren t¢ mikrosatellite

bolgenin hepside hipotetikal proteinleri kodlayan gen bdlgeleri tzerinde yer almaktadir
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(Cizelge 3.1.). Mikrosatellite bolgeler birinci (chr-1) ve ikinci (chr-2) kromozom Uzerinde
yogun olarak exonlarin yer aldig: ¢ (chr-3) ve dordincu (chr-4) kromozomlarda ise daha
fazla sayida sirasiyla IGR ve intronik bolgelerde yerlesim gdstermistir (Sekil 3.2, Al ve A3).
Mikrosatellite bdlgelerin tekrarli motif (TR) uzunluklarina bakildiginda bir, iki, dort ve bes
nikleotid uzunlugundaki 13 boélge intron, IGR ve IGR+exon Uzerinde yerlesim gosterirken,
uzunlugu ¢ bp olan toplam 35 tekrarl bolgeden 25 tanesi protein kodlayan (exon), 10 tanesi
ise kodlamayan bdlgeler (intron, IGR ve IGR+exon) Uzerinde yer almistir (Sekil 3.2, B1 ve
B2). Mikrosatellite bolgeler genelde A ve T’den zengin olmalarina karsin, Tmsc7, 13, 17, 20,
21, 29, 38, 52, 55 ve 70 gibi bolgeler goreceli olarak daha fazla GC icermektedir (Sekil 3.2,
F).

Belirlenen bdlgeleri cogaltmada kullanilacak primerler siral tekrarl dizilimleri igine
alacak sekilde korunmus bolgelerden tasarlanmigtir (Cizelge 3.1.). Belirlenen mini ve
mikrosatellite bolgeleri ¢ogaltmada kullanilacak primerler Theileria annulata GeneDB
(http://old.genedb.org/genedb/annulata/) veri tabaninda anote edilmis halde bulunan

T.annulata genomu (zerinde go0zle tasarlanmistir. Primerlerin tasarlanmasinda; uzun A/T
tekrarl bolgelerin (>4-5 nt) olmamasina, GC igeriginin % 30-60 arasinda ve Tm derecelerinin
mumkin oldugunca birbirlerine yakin olmasina, 3’ uclarinin G/C bazlari ile bitmesi ve 3’
ucunda G/C nukleotid tekrarlarinin mimkiin oldugunca yer almamasina, dusik kompleksiteye
sahip proteinleri kodlayan ve kromozomlarin sonunda yer alan SVSP veya sfi sub-telomerik
genlere ait alanlarda primerlerin tasarlanmamasina, protein kodlayan diger bdlgelerde ise
mumkin oldugunca tasalanacak primerlerin korunmus bdlgelerden secilmesine ve ayrica
primerlerin kendi ile veya diger primerler ile primer-dimer, ikincil yapilar ve hairpin
olusturmamasi gibi faktorler g6z 6ninde bulundurularak tasarlanmistir. Bu kriterlere mimkan
oldugunca uymaya calisarak hazirlanan primer ciftleri ve bunlarin T. annulata GeneDB veri
tabaninda yer alan C9 genom dizilimine gore cogaltacag: bolgelerin uzunluklar1 Cizelge

3.1’de verilmistir.
Daha sonra yukarida anlatildigi sekilde tasarlanan her primer ciftinin tek bir bolgeyi

temsil etmesi, Theileria annulata’ya 6zgi olmas: ve belirlenen uzunluklarda trin elde edilip

edilmediginin belirlenmesi icin tasarlanan primer ¢iftine ait en uygun baglanma 1silar1 tespit
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edilmistir. Polimorfik marker primerleri igin en uygun baglanma 1silari, T.annulata/Ankara C9
DNA’s1 kullanilarak yapilan 1s1 derecelendirmeli (gradient) PZR sonucunda elde edilen
urtinlerin agaroz jel elektroforezi sonucunda elde edilen bantlarin yogunluklari karsilastirilarak
UVP EC3 Bio-Imaging sisteminde yer alan VisionWorksLS (Versiyon 6.8, ABD) programu ile
tespit edilmistir (Resim 3.6.).

Yapilan gradient PZR sonucunda degerlendirilen 64 farkli markeri ¢ogaltmak icin
tasarlanan primer ¢iftlerinden Tmsc4, Tmsc27 ve Tmsc32 markerlerini gogaltmada kullanilan
toplam ug¢ primer cifti ile hi¢ bir Grln elde edilememistir (Cizelge 3.2.). Geriye kalan primer
ciftleri ile elde edilen trunler jel elektroforezi sonrasi UV 1sik altinda goruntilenip bilgisayara
kayit edilmistir. Daha sonra primer ciftlerine ait en uygun baglanma isilarinin belirlenmesi
amaciyla UVP EC3 Bio-Imaging sisteminde yer alan analiz programi kullaniimigtir. Jel
goruntust Gzerinde her bant secilerek yogunluklar: analiz program: ile belirlenmistir. Her
bantin belirlenen yogunlugu ayni jele yiklenen ve her bantin yogunlugu bilinen 100 bp’lik
molekdler boyut belirleyiciye ait bantlar (birden fazla bant referans alinmak kaydiyla) referans
alinarak duzeltilmis ve bu veriler her primer ciftine ait bantlar igin ayr1 ayr1 excel formatinda
kaydedilmistir. Excel formatindaki bu veriler daha sonra bir araya getirilerek ilgili primer
ciftlerine ait Tm degerleri de g6z Online alinarak ilgili primer ciftine ait en uygun baglanma
1s1s1 belirlenmistir (Cizelge 3.2.). Baglanma isilarinin yaninda ¢ogaltilacak trun boyutlart >
700 bp’in tzerinde olan MSC9, MSC12, MSC13, MSC25, Tmsc7, Tmsc8, Tmscl13, Tmscl?,
Tmscl9, Tmsc20, Tmsch5, Tmsc66 ve Tmsc89 (Cizelge 3.2.) gibi bolgeleri ¢cogaltan primer
ciftleri icin her PZR siklusunda yer alan uzama sureleri 1-1,5 dakika olacak sekilde
degistirilmistir.
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Sekil 3.2. Mini ve mikrosatellit bolgelerin genomdaki dagilimlar:

(A); Mini ve mikrosatellite tekrarli bolgelerin birlikte (A1) ve ayri ayr1 (A2; minisatellite ve A3; mikrosatellite) T.annulata genomundaki
kromozomlar Gzerindeki protein kodlayan ve kodlamayan (exon, intron, IGR; intergenik bolge) bolgelere gore dagilimlari

(B); Mikro ve minisatellite bolgelerdeki tekrarli motiflerin (TR) uzunluklarina gore birlikte (B1) ve ayr1 ayr1 (B2; mikrosatellite ve B3;
minisatellite) protein kodlayan ve kodlamayan (exon, intron, IGR; intergenik bolge) bdlgelere gore dagilimlar:

(C); Protein kodlamayan (intron, IGR; intergenik bolge, intron+exon) bolgelerdeki minisatellite tekrarli motif (TR) uzunluklarinin ACGT
miktarlarina gore dagilimi

(D); Protein kodlayan (exon, intron+exon) genler zerindeki minisatellite tekrarli motif (TR) uzunluklarimin ACGT miktarlarina gore
dagilimu

(E); Minisatellite bolgelerin ACGT miktarlarina gore dagilimi

(F); Mikrosatellite bolgelerin (1-16, 17-30, 31-48) ACGT miktarlarina goére dagilimi
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Cizelge 3.1. Mini ve mikrosatellite markerlar

Kod chr* En yakin TBYY* TR* dizilmi (5'-3") TR TR’nin TB* uzunlugu Primer dizilimler (5°-3”) PZR Grini
CDS* uzunlugu kopya sayisi (bp) uzunlugu
(Urdn) (nt) (%96-100 (bp)
benzerlik)
*MSC3 chr-1 | TA20310 ve | IGR* TTGTAAATTCA 11 7 77 F;tactagtactaccaatacccttaaaagccc 446
TA20315 R;aatttattgaactcacaacagattcatcc
arasinda
MSC5 chr-1 | TA09725 Intron CAGTAGTCTAGTAGTAAGTA 33 11 297 F;caccttttataagatcttcattaatttgtc 535
TATAGTA R;ccataaattccatatctattatatgttcc
MSC26 chr-1 | TA09560 ve | IGR AAGTGTAAAAGTATTATAA 23 5 115 F;aactccgagtttttttttatcaattc 398
TA09555 AACT R;atcaactcaaccaatatttcaacacaag
arasinda
MSC27 chr-1 | TA02760 ve | IGR AGTACTCTACAGTAGTTAGG 38 4 152 F;gttgaaatcatttagtgaaattcg 482
TA02755 TAATTAGGAGTAGTTAAG R;caccctatctattatttacatgtac
arasinda
MSCS8 chr-2 | TA13080 intron + AGAGGTACATAGTAATATAT 20 8 160 F;tgcatatttctcttccatatctac 508
I1l.exon R; gatttattcagtatagaatgtgac
MSC9 chr-2 TA13075ve | IGR ATGTTAGTGAACAA 14 8 112 F;atattcgccattttaatatacaac 883
TA13070 R;atcgtcaagtatactatgtactcg
arasinda
MSC19 chr-2 | TA15640 Intron AAATTAG 7 11 77 F;gtaattatattagtcctaatctagtc 392
R;cataattattacctcttattacac
MSC12 chr-3 TA04150 ve | IGR AGAAACTCCTTTAGTACTAT 41 6 264 F;cccttatatacctatattaccceg 1013
TA04205 AAAGCTACTCCCATGGGTCT R;aatagagtatagagtaatttaggc
A
MSC13 chr-3 | TA04585ve | IGR GGTTAGATAAGGGATGACT 23 8 184 F;ggtattactacttgttttatagcc 766
TA04640 AAGG R;aacttaaatatcccctaattagege
arasinda
MSC14 chr-3 | TA03890 Intron TTAGGTATATAAGAGCTATT 20 6 120 F;gatggtatggaatatatgaataaaattg 496
R;cattattcattttctcaatcatttcc
MSC20 chr-4 | TAO7146 ve | IGR TAAATAACTCTAAATAGTA 19 6 114 F; tattgtattatttttttcatcagc 551
TA07150 R;gtaataaaacagtaatttatagttatcc
arasinda
MSC21 chr-4 | TA11375ve | IGR ATAATTTTATTA 12 6 72 F; caacaagaatccaaataccatcaagc 282
TA11370 R;caaatgtaaatgagacgatatcagat
arasinda
MSC22 chr-4 | TA09810 Exon CAACAATATTAT 12 6 72 F;caacatatacctgtatattatggaggacg 385
R;gttgatatgcaggtggaactgaatatac
MSC23 chr-4 | TA07085ve | IGR TTAACTTATTAACTTATCTTC 32 4 128 F;aaaacaccaaatataattgctgatg 553
TA07090 ATTTTAACTCA R;gaataatagaaaggaaataatatatatg
arasinda
MSC24 chr-4 | TA09200 Intron TACTATACCTTTACAC 16 6 96 F; ccatttcagttatctacatgcgtgttac 659
R; catagtcaagaaaaatgtaagcggaagg
MSC25 chr-4 | TA07890 Exon AACCCCGAAAAGGTCTTCCT 21 5 105 F; aattaaattagattcgtatgttgg 845
T R; ccaattataaatttaatcaatttaaactc
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Cizelge 3.1. Mini ve mikrosatellite markerlar, devam:

Kod chr* En yakin TBYY* TR* dizilmi (5'-3") TR TR’nin TB* uzunlugu Primer dizilimler (5°-3”) PZR Grini
CDS* uzunlugu kopya sayisi (bp) uzunlugu
(Urdn) (nt) (%96-100 (bp)
benzerlik)
*Tmscl chr-1 | TA21235 Exon AAT 3 9 52 F; agactcatagaaatggaaccgaacgtg 737
R; catatatttgaagtcaaatcttccaag
Tmsc2 chr-1 | TA20980 Exon TAG 3 10 150 F;gactaatattgtttcagaatccacg 364
(max. 21) R; tgcaccccctgaacctecactteeg
Tmsc4 chr-1 | TA20400 Exon TAG 3 16 231 F; ctgaagatactcataaagacaatgcc 621
(max. 32) R; cattcatttctacgacacacaacgtg
Tmsc5 chr-1 | TA20350 Exon GTT 3 16 145 F; cttaattctatacgtaaagattttag 447
(max. 26) R; caaattcggaaatctggacactaatg
Tmsc7 chr-1 | TA20320 Exon AAT 3 17 644 F; aactggtactgttattgctggtacag 756
(max. 71) R; ggtattattcctattaatgacattac
Tmsc8 chr-1 | TA20305ve | IGR AGT 3 11 175 F; tttaagtaatatactgatagtaatgg 746
TA20310 (max. 17) R; ggtattagagtattaaggttctaggtacc
arasinda
Tmscll chr-1 TA20280 Exon CTA 3 13 192 F; ttctatctactctatattttaatgtac 356
(max. 36) R; taatcatagttttcataattttaatc
Tmscl2 chr-1 | TA20260 Exon AAG 3 12 132 F; attaaaccatttgaaagaattgatgc 259
(max. 27) R; gtacttcagttaaataattaaatgc
Tmscl3 chr-1 | TA03160 Exon GAA 3 15 666 F; acacgaaaaggcacttgaacgtatgc 857
(max. 58) R; gttgaggataattctctggttcageg
Tmscl4 chr-1 | TA02755 ve | IGR AAT 3 12 78 F; gatatacaaagtataacaatgttatttc 237
TA02760 (max. 25) R; tttattaatttgtttaattacctgtg
arasinda
Tmscl5 chr-1 | TA02755 IGR+exonl ATT 3 14 256 F; cggaggaattattgcgattaaatag 494
(max. 34) R; taatcctctttctaaatattccaaag
Tmscl6 chr-1 | TA05755 Exon TGT 3 11 370 F; gagaaattgaaggagttattttgctg 535
(max. 23) R; gtaagttagttggaagaatcttcattgc
Tmscl7 chr-1 | TA16090 Exon CAA 3 24 1206 F; caaggacctgggtactatgggcecta 1343
(max. 132) R; tgaggttgttgacgttgtccatgtcc
Tmsc18 chr-1 | TA09585 IGR+exon2 A 1 47 (max.290) 588 F; tatttaatactgatgtataatttagg 878
R; tatttcttgccatattaattaatctc
Tmscl9 chr-1 | TA09620 Exon AAT 3 15 593 F; acaaaatctgtaataaattcgtttgg 725
(max. 62) R; tggacctgtggtacctgtggtatcag
Tmsc20 chr-1 | TA09620 Exon AAT 3 16 628 F; gaatctggtcatttacaaatgaatcc 766
(max. 46) R; ggtgatatgatttgtgggtaaaaatc
Tmsc75 chr-1 | TA20880 exon5+IGR TA 2 12 48 F; gatagtctctcatggatgtcacgttc 220
(max. 18) R; ttacataacatgtcgaatcgacatgce
Tmsc77 chr-1 | TA20250 Intron AAATT 5 8 58 F;gtaacggagttaccattaaaattaag 253
(max. 16) R;caagatccaaaaactaaattatgtgc
Tmsc81 chr-1 | TA02810 Exon TTA 3 10 90 F; tgaaaagtattaaatcttttatcagg 239
(max. 14) R; aaaaccacaatttaatactaaaggac
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Cizelge 3.1. Mini ve mikrosatellite markerlar, devam:

Kod chr* En yakin TBYY* TR* dizilmi (5'-3") TR TR’nin TB* uzunlugu Primer dizilimler (5°-3”) PZR Grini
CDS* uzunlugu kopya sayisi (bp) uzunlugu
(Urdn) (nt) (%96-100 (bp)
benzerlik)
Tmsc82 chr-1 | TA02790 ve | IGR ACTAT 5 6 114 F; atatccagcaagaccagttggtatag 271
TA02795 (max. 15) R; ccattttcttaccaaactaaattatc
arasinda
Tmsc86 chr-1 | TA16655 Exon ATT 3 10 129 F; cagataacattagagtcacttaatgc 330
(max. 18) R; acactcaaactcaaataaaactggtc
Tmsc21 chr-2 | TA16055 Exon AGGAGT 6 7 299 F; taaatgttagttaccaccaaagtagc 423
(max. 12) R; atcaacacatcaatctactcaacctg
Tmsc22 chr-2 | TA15665 Intron A 1 45 78 F; caattattttattatacaaatggtcag 218
(max. 67) R; tatggtaaatcacatataataccatg
Tmsc23 chr-2 | TA15635 Exon TAA 3 12 211 F; tcaaaatggaatctggacaattttac 370
(max. 25) R; ttaatagattttctacaagtagaatc
Tmsc24 chr-2 | TA15590 Exon TAT 3 10 129 F; gaattgaccaaattttcagaattaac 297
(max. 15) R; aagcaccgtaatggttaaattaatgg
Tmsc26 chr-2 | TA15595 Exon TAT 3 10 70 F; tggtgttaatagtgttaataataaag 347
(max 48) R; tgctggaaatataatattaataacac
Tmsc27 chr-2 | TA15555 ve | IGR ATT 3 11 45 F; attggatcaatacaattaattgatcc 205
TA15545 (max. 17) R; aacgagaaaataaatttcatcaaatc
arasinda
Tmsc28 chr-2 | TA15545 Exon AGT 3 12 82 F; atctttatcagtagtacccactacag 162
(max. 12) R; tttgaaggttctataggtggtactgc
Tmsc29 chr-2 | TA15160) Exon TAA 3 12 376 F; actacaaattgtgctaaatctattac 249
(max. 13) R; gattccattgttggtgcaccaaatcg
Tmsc31 chr-2 | TA13875 Intron ATT 3 9 39 F; tttagcatttgtataacaacattgtg 280
(max. 11) R; tgattatttcaaaaaaggaccttacg
Tmsc32 chr-2 | TA13875 Exon AGT 3 9 45 F; atttaataatatctgtggtatctcac 260
(max. 11) R; atgatgagaaaaatcaattagacgac
Tmsc33 chr-2 TA13660 ve | IGR AAT 3 9 40 F; ccattaactccattatattattatgc 194
TA13655 (max. 9) R; tacctcactggaatcatacacatgag
arasinda
Tmsc34 chr-2 | TA13060 Exon TAG 3 9 57 F; atattaagtgtgtccccatcttaatg 296
(max. 12) R; ttccaattccatattctacacaatcc
Tmsc37 chr-2 | TA11770 Exon ATT 3 13 75 F; tcgttcaatttgtacgcctcttceg 192
(max. 13) R; tctacagccgggaatcgaattccage
Tmsc38 chr-2 | TA11680 Exon GAA 3 13 336 F; attgctcagtatggtttacccatagc 455
(max. 45) R; atacactttctacctaagccagatgg
Tmsc45 chr-3 | TA04315 Exon TAC 3 13 68 F; ctgatgatgatagtacacaggatac 216
(max 14) R; aagcgttaaagattcttgattgttc
Tmsc48 chr-3 | TA05285ve | IGR AATT 4 9 57 F; acccattcaacactgcaacgaagcg 304
TA05290 (max. 9) R; tcctaacacccttacaatattatce
Tmsc52 chr-3 | TA03910 intron CTA 3 12 114 F; atctcgatccagaacggtatccaac 259
(max. 16) R; taggagtactctaaagtacctacag
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Cizelge 3.1. Mini ve mikrosatellite markerlar, devam:

Kod chr* En yakin TBYY* TR* dizilmi (5'-3") TR TR’nin TB* uzunlugu Primer dizilimler (5°-3”) PZR Grini
CDS* uzunlugu kopya sayisi (bp) uzunlugu
(Urdn) (nt) (%96-100 (bp)
benzerlik)
Tmsc53 chr-3 | TA04345 intron AAAT 4 15 72 F; gagacctgatttacaagttgacagg 380
(max. 15) R; gatgaaatattctgataggttcgac
Tmsc55 chr-3 | TA04845) ve | IGR AATTA 5 8 504 F; accgtacgggtagtacccctagtac 983
TA04855 (max. 18) R; tacccttaccgtacttatcttaagg
(arasinda
Tmsc89 chr-3 | TA04150 ve | IGR TAA 3 10 43 F; gtactactgtaccttacaccgtaac 763
TA04205 (max. 11) R; cctttccctcagtactattatactc
arasinda
Tmsc65 chr-4 | TA09170 exon TCT 3 11 88 F; ccttagaatcgatggaattctctgg 557
(max. 13) R; aaatcagctcgtactgtagctaag
Tmsc66 chr-4 | TA09340ve IGR ATTA 4 6 25 F; catttggtggatttggtctgagtag 757
TA09345 (max. 22) R; aaccactagagtacttaaggcttac
arasinda
Tmsc67 chr-4 | TA07080 intron ATTA 4 7 57 F; cctggtattactaatttaggaactgg 431
(max. 20) R; gaacaagttgatgaatcagaaatgc
Tmsc68 chr-4 | TA08255 intron TAGTA 5 5 25 F; ctccaatgtacttccaatctcacc 554
(max. 9) R; cttgaagatgctgagagtagagaag
Tmsc70 chr-4 | TA11045 intron TAG 3 12 149 F; ttattaatgcactcatttctgectc 545
(max. 27) R;aacttgaagatatgtggcgtagtg
Tmsc72 chr-4 | TA11070 intron TAT 3 11 64 F; agtacacaaacggatatatcgaacc 254
(max. 13) R; cagcaagtgtttcggaacaacttgc
Tmsc73 chr-4 TAQ09785 Exon GAAGAG 6 6 36 F; gaaccaacacaacctactactcaac 247
(max. 6) R; atttatcgctatcttcttcttcatce

(*): MSC; minisatellit bdlge,

tekrarl motif, TB; tekrarli bolge kisaltmalaridir

Tmsc; mikrosatellit bolge, chr; bulundugu kromozom, CDS; protein kodlayan bolge, IGR; intergenik bolge, TR;
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Resim 3.6. Gradient PZR goruntuleri. Farkli markerlere ait tekrarli bolgeleri ¢cogaltmak amaciyla
tasarlanan primer ciftlerinin en uygun baglanma isilarinin belirlenmesi amaciyla T.annulata Ankara
C9 DNA ornegi kullanilarak yapilan 1s1 derecelendirmeli (gradient) PZR sonucunda elde edilen
urtinlerin agaroz jel elektorforezine ait goruntuleri. (M): 100 bp’lik referans molekuler boyut
belirleyici (Thermo Scientific, ABD); 1-12: T.annulata/Ankara C9 DNA 06rneginin 50,8-59,2°C 1s1
araligindaki (55°C’de 10°C’lik derecelendirme) baglanma isilarinda elde edilen PZR drunleri; 13:
dH20 (deiyonize su) negatif kontrol.
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Yapilan analizlerde tek bir bolgeyi temsil eden ve belirlenen uzunluklarda Grlinleri ¢cogaltip
Theileria annulata’ya 6zgu primer ciftleri farkli bolgelere ait izolatlar1 ¢ogaltabilmesi ve bunlar
arasinda polimorfizm gosterip gostermediklerinin belirlenmesi amaciyla Cizelge 2.1°de yer alan
izolatlar kullanilarak PZR ile degerlendirilmistir. Bu amagcla uygulanan PZR’lar gere¢ ve yontemde
anlatildig1 sekilde her primer ¢ifti icin belirlenen baglanma silar1 ve uzatma sureleri kullanilarak
Techne TC-512 marka otomatik termal sikluslu makinede gerceklestirilmistir. Primerlerin farkl
izolatlar1 ¢ogaltmasi1 ve bunlar arasinda polimorfizm gosterip gostermemeleri yoniinden 0On
incelemeleri agaroz jel elektroforezi ile yapilmistir Elde edilen sonuglar Cizelge 3.2°de verilmistir.
MSC21, 24, 25, Tmscl5 ve 24 markerlerine ait bolgeleri ¢cogaltmak amaciyla tasarlanan primer
ciftleri kullanilarak yapilan PZR sonucunda T.annulata’min farkli izolatlar: kullanilarak yapilan
gradient PZR’de higbir drln elde edilmemistir (Cizelge 3.2.). MSC22, 23 ve 26 ile Tmsc2, 8, 12,
17, 21, 26, 72, 73, 81 ve Tmsc82 markerlerine ait primer c¢iftleri ile yapilan PZR sonucunda elde
edilen Uriinlerde ¢ok sayida non-spesifik bant gorilmistir. Incelenen markerlerden 11 tanesi
(MSC14, ve MSC19, Tmscll, 20, 38, 48, 53, 68, 70, 75 ve Tmsc77) Theileria lestoquardi’ye ait
DNA o6rneginde pozitif bir bant vermistir. T.lestoquardi’ye ait DNA o6rneginde 212 ve 120 bp
uzunlugunda urun ¢ogaltan sirastyla Tmsc77 ve Tmsc37 markerlerine ait primer ciftlerine ait agaroz

jel elektroforez gorintisi Resim 3.7, Al ve C1’de verilmistir.

Yapilan PZR sonrasinda elde edilen veriler gogaltilan izolat sayisi arttikga ilgili markerin
gosterdigi polimorfizm ve cogaltilan allel sayisiin arttigini gostermektedir. Ornek olarak; 1-20
adet T.annulata izolatin1 gogaltabilen primer ciftleri ile 1-6 adet allel goriltrken, 22-27 izolat:
cogaltan primer ciftlerinde allel sayisinin 5-32 arasinda oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.2.). Iki
mini (MSC8 ve MSC19) ile bes mikrosatellite (Tmsc31, 33, 37, 75 ve Tmsc77) markerler
kullanilan tiim izolatlar: cogaltirken, MSC14, Tmscl, 86 ve Tmsc45 tek bir izolat disinda diger tim
izolatlar1 polimorfik olarak ¢ogaltabilmistir. Tum izolatlar: basarili bir sekilde cogaltan Tmsc77, 31

ve Tmsc37’ye ait agaroz jel elektroforez gérintisu Resim 3.7°de verilmistir.

%2’lik agaroz jelde yapilan 6n incelemeler sonunda Theileria annulata populasyonlarinda
genetik cesitliligin belirlenmesi amaciyla G¢ mini (MSC8,14 ve MSC19) ile on mikrosatellite
(Tmscl, 31, 33, 37, 45, 48, 68, 75, 77 ve Tmsc86) bolgeden olusan toplam 13 marker secilmistir.
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Secilen markerler ile ilgili ayrintili bilgiler Cizelge 3.3’de ve secilen polimorfik mini ve
mikrosatellite bdlgelerin T.annulata genomundaki kromozomlar (chrl-4) Uzerindeki yerlesim
yerleri Sekil 3.3’de verilmistir. Weir, 2006 tarafindan gelistirilen 10 adet mini ve mikrosatellit
markerler (Cizelge 3.4.) dahil olmak tizere toplamda 23 adet polimorfik marker klonlarin ayriminda
genetik ¢alismalarda kullanilmak tizere secilmistir.

g 9% 10tk 12 13 q & I7 18 19 20 21

M 16 17 18 19 20 21 2 718 19 W

M I& I7 IB 19 20 2 1 25 2% 27 18 19 0

Resim 3.7. T.annulata’mn farkl: izolatlarina ait DNA 6rneklerinin tasarlanan Tmsc77 (Al-4), Tmsc31 (B1-3), Tmsc37
(C1-4) primer ciftleri kullanilarak elde edilen PZR driinlerinin %2‘lik agaroz jel elektorforezine ait gorintisi. (M): 100
bp’lik referans molekiler boyut belirleyici; 1: Theileria sergenti; 2: Theileria lestoquardi; 3: T.annulata/Tunus 7; 4:
T.annulata/Sudan Soba 2A5; 5: T.annulata/iran Razi J3; 6: T.annulata/Sudan Umbanein; 7: T.annulata/Israil Tova; 8:
T.annulata/Fas Gharb43; 9: T.annulata/Fas Ode; 10: T.annulata/Tunus JED4; 11: T.annulata/Tirkiye Aova; 12:
T.annulata/Tlrkiye Dalama; 13: T.annulata/Tlrkiye Pendik; 14: T.annulata/Turkiye Aydin; 15: T.annulata/Tirkiye
D.bakir; 16: T.annulata/Tlrkiye Ank A2; 17-28: T.annulata/Tlrkiye Aova saha izolatlar1 ve klonlari; 29:
T.annulata/Tlrkiye Ankara D7; 30: negatif kontrol (deiyonize su)
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1 5 B
chr-1 | | | | |
1 2 3 4 58 7
chez || | |
12 34 5
chr-2 || 1 |
1
Chr-4 u i i

Sekil 3.3. Genetik calismalarda kullanilmak (zere segilen polimorfik mini ve mikrosatellite
bolgelerin T.annulata genomundaki kromozomlar (chrl-4) Gzerindeki yerlesim yerleri. MSC ve
Tmsc kodlu markerler sirasiyla mini ve microsatellite bolgeleri gdstermektedir. Birinci
kromozom (chr-1) Uzerindeki yerlesim yerlerine gore 1-6 ¢izgi swrasiyla Tmsc 1, 75, TS16,
TS15, Tmsc77, Tmsc86 kodlu toplam 2 mikrosatellite bolgeyi, ikinci kromozom (chr-2)
Uzerindeki yerlesim yerlerine gore 1-7 ¢izgi sirasiyla MSC19, TS31, Tmsc31, TS20, Tmsc33,
MSC8, Tmsc37 kodlu toplam 2 minisatellite ve 5 mikrosatellite, Ggtincii kromozom (chr-3)
uzerindeki yerlesim yerlerine gore 1-6 cizgi sirasiyla Tmsc45, Tmsc48, TS9, MSC14, TS8, TS12
kodlu toplam 1 minisatellite ve 5 mikrosatellite, dordiinct kromozom (chr-4) tUzerindeki yerlesim
yerlerine gore 1-4 ¢izgi sirasiyla Tmsc68, TS25, TS6, TS5, kodlu toplam 4 minisatellite tekrarl
bolge yer almaktadir. Kromozomlar Uzerindeki yesil renkli cizgiler Weir, 2006 tarafindan
belirlenmis ve bu tez de kullanilmis sirasiyla TS15 ve 16 (chr-1), TS20 ve 31(chr-2), TS8, 9 ve
12 (chr-3) ile TS5, 6 ve 25 (chr-4) markerlerin ilgili kromozomlar Gzerindeki yerlesim yerlerini
gostermektedir
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Cizelge 3.2. Mini ve mikrosatellit markerlerin farkli izolatlarla yapilan analiz sonuglar1

Kodu Cogaltilan Cogaltilamayan Primerlerin belirlenmis| 1zolatlarda cogaltilan PZR Grinundn
toplam allel |T.annulata izolat sayisi| baglanmaisilan (°C) |Urinlerinin arahg (bp)| belirlenen uzunlugu

sayisi (bp)
*MSC3 4 20 52 290-900 446
MSC5 2 26 57 250-550 535
MSC26° b 398
MSC27 2 18 54 440-500 482
MSC8 29 - 57 200-800 508
MSC9 2 8 57 850-900 883
MSC19* 10 - 51 400-700 578
MSC12 3 20 56 400-1050 1013
MSC13 32 3 57 300-950 766
MSC14* 15 1 53-56 350-700 496
MSC20 6 15 53-58 300-800 551
MSC21° ¢ 282
MSC22° b 58 300-400 385
MSC23° b 553
MSC24°¢ ¢ 659
MSC25° ¢ 845
*Tmscl 5 1 55 700-800 737
Tmsc2? b 364
Tmsc4 ¢ ¢ 621
';Tmsc5 3 23 54 400-500 447
;Tmsc7 1 26 55 756 756
Tmsc8® b 746
Tmscl1? 15 4 51 280-500 356
Tmsc12® b 259
Tmscl3 15 4 53 500-1000 857
Tmscl4 1 9 54 237 237
Tmsc15°© ¢ 494
Tmscl6 1 12 53-58 535 535
Tmscl17° b 59 1343
Tmsc18 1 18 54 878 878
Tmsc19 2 19 57 700-800 725
Tmsc20? 11 3 59 700-900 766
Tmsc75? 14 - 58 100-300 220
Tmsc77?2 18 - 55 100-300 212
Tmsc81° b 239
Tmsc82° b 271
Tmsc86 16 1 55 300-450 330
Tmsc21® b 423
Tmsc22 9 55 218 218
Tmsc23 7 56 150-400 370
Tmsc24 ¢ ¢ 297
Tmsc26° b 347
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Cizelge 3.2. Mini ve mikrosatellit markerlerin farkli izolatlarla yapilan analiz sonuglari,devam:

Kodu Cogaltilan Cogaltilamayan Primerlerin belirlenmis| 1zolatlarda cogaltilan PZR Grinundn
toplam allel |T.annulata izolat sayisi| baglanmasilarn (°C) |Urdnlerinin arahg (bp)| belirlenen uzunlugu
sayisi (bp)
Tmsc27 ¢ c 205
Tmsc28 2 19 57 150-350 162
Tmsc29 11 3 55-57 650-850 813**
Tmsc31 19 - 55 200-350 280
Tmsc32¢ ¢ 260
Tmsc33 15 - 55 100-250 194
Tmsc34 17 5 59 250-400 296
Tmsc37 14 - 55 200-300 248
Tmsc38% 12 3 57 400-600 455
Tmsc45 14 1 58 150-300 216
Tmsc48® 21 2 59 150-550 304
Tmsc52 1 22 59 259 259
Tmsc53% 3 7 57 250-500 380
Tmsc55 1 21 58 983 983
Tmsc89 1 24 55 763 763
'Tmsc65 2 11 55 550-600 557
'Tmsc66 2 15 59 750-850 757
Tmsc67 2 10 54 400-450 431
Tmsc68? 11 2 59 450-750 554
Tmsc70? 4 12 54 500-850 545
Tmsc72° b 58 254
Tmsc73° b 58 247

*(a): T.lestoquardi’ye ait DNA o6rneginde pozitif bir bant cogaltan markerleri gostermektedir. (b): Yapilan PZR
sonucunda elde edilen Uriinlerde ¢ok sayida non-spesifik bant olusturan markerleri gostermektedir. (c): Sadece
T.annulata/Ankara C9 izolati kullanilarak yapilan gradient PZR’de istenilen boyutta Urin elde edilmis, ancak
T.annulata’nin farkl izolatlar1 ile yapilan PZR’de higbir bant cogaltilamamistir. (d): T.annulata/Ankara C9 izolati
kullanilarak yapilan gradient PZR’de hicbir bant cogaltamamustir. (**): Tmsc29 marker bdlgesi icin yeni tasarlanan

primerleri belirtmektedir
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Cizelge 3.3. Genetik calismalarda kullanilmak tizere secilen polimorfik markerlerin 6zellikleri

Kod chr* En yakin TBYY* TR* dizilmi (5"-3') | TR’ninkopya | T.annulata | T.lestoquardi PZR Primer dizilimler (5°-3”) Baglanma
CDS* (uriin) sayisi (%096- Cogaltilan uzunlugu araninin 1SIS1
100 benzerlik) | Grun arahg: (bp) muhtemel (°C)
(bp) uzunlugu
(bp)
*MSC8 |chr-2 | TA13080 intron AGAGGTACATAGT 8 200-800 ) 508 F;tactagtactaccaatacccttaaaagccc 57
*+exon AATATAT R;aatttattgaactcacaacagattcatcc
MSC19 |chr-2 | TA15640 intron AAATTAG 1 400-700 363 578 F;'ttgtatttaggaattaatttgggg 51
R;cataattattacctcttattacac
MSC14 |chr-3 | TA03890 intron TTAGGTATATAAG F;gatggtatggaatatatgaataaaattg
AGCTATT 6 350-700 409 496 R;cattattcattttctcaatcatttcc 56
*Tmscl |chr-1 | TA21235 Exon AAT 9 700-800 ) 737 F; agactcatagaaatggaaccgaacgtg R; 55
catatatttgaagtcaaatcttccaag
Tmsc75 | chr-1 | TA20880 exon5+IG | TA 18 100-300 112 290 F;' gatagtctctcatggatgtcacgttc 58
R R; ttacataacatgtcgaatcgacatgc
Tmsc77 | chr-1 | TA20250 intron AAATT 16 100-300 212 212 F;' agaatctaatatagtagaaatttcac 55
R;caagatccaaaaactaaattatgtge
Tmsc86 |chr-1 | TA16655 Exon ATT 18 300-450 ) 330 F;' cagataacattagagtcacttaatgc 55
R; acactcaaactcaaataaaactggtc
Tmsc31 |chr-2 | TA13875 intron ATT 1 200-350 ) 280 F;' tttagcatttgtataacaacattgtg 55
R; tgattatttcaaaaaaggaccttacg
Tmsc33 |chr-2 | TA13660 IGR* AAT 9 100-250 ) 194 F;' ccattaactccattatattattatgc 55
R; tacctcactggaatcatacacatgag
Tmsc37 | chr-2 | TA11770 exon ATT 13 200-300 ) 248 F;' tcgttcaatttgtacgcctctteeg 55
R; tctacagccgggaatcgaattccage
Tmsc45 | chr-3 | TA04315 exon TAC 14 150-300 ) 216 F;. ctgatgatgatagtacacaggatac 58
R; aagcgttaaagattcttgattgttc
Tmsc48 | chr-3 | TA05285 IGR AATT 9 150-550 260 304 F;' acccattcaacactgcaacgaagcg 59
R; tcctaacacccttacaatattatee
Tmsc68 |chr-4 | TA08255 intron TAGTA 9 450-750 565 554 F;' ctccaatgtacttccaatctcacc 59
R; cttgaagatgctgagagtagagaag

(*): MSC;minisatellit bolge, Tmsc; mikrosatellit bélge, chr; bulundugu kromozom, CDS; protein kodlayan bolge, IGR; intergenik bolge, TR; tekrarli motif, TB; tekrarh

bolge.
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Cizelge 3.4. Weir, 2006 tarafindan gelistirilen mini ve mikrosatellit markerlar

Kod chr* En yakin TBYY* TR* dizilmi (5'-3") TR’nin Primer dizilimler (5°-3”) PZR Grini
CDS* kopya sayisi uzunlugu
(Urdn) (%96-100 (bp)
benzerlik)
TS5 chr-4 | TA10045 exon GGTTCA F, ctggaacatgaattacttgttcttcc
13.8 282
R, ggacaccaatgagtgacgtgacag
TS6 chr-4 | TA11040 intron TAATTATAGG F, catcctttgacctactgattgtac
13.6 389
R, cggtagtaccagttaatactgtc
TS8 chr-3 | TA03940 exon TATTATTTAATG F, taaacgattaaaatcaagtg
11.2 306
R, attggaaatggtgaaataatgag
TS9 chr-3 | TA03885 intergenic ATT F, aatgtgtggtacaacatcac
27.3 366
R, gatatggaatcatactagaagttg
TS12 chr-3 | TA18345 exon AATACT F, gatgatagaggaattgatatgac
10 267
R, ggaaatatcacaattaagattc
TS15 chr-1 | TA20375 exon AAGATACTAATGGAAGATT 6.7 F, gtacgtaatcttggaaatggtag 286
AAGTA ' R, gatacaacgttacggagtcagttgg
TS16 chr-1 | TA20830 intergenic TAA F, ccaatgtcaacagtatgatg
35 354
R, gagtaagaagtaccactactg
TS20 chr-2 | TA13850 intron ATTATTACTA F, ccttcatgatctacatctgatgc
11.7 273
R, ggctgaatgggtacctgttc
TS25 chr-4 | TA08330 intron ATTATACTATACTATT 6.6 F, cgccatcagtagtcatctcag 279
) R, gacgaccataactgggaagtcaac
TS31 chr-2 | Bilinmiyor Kodlanmayan | AATTTATCCTGAATTATAGA 9.3 F, gttatcttcttgctattatagce 387

Bolge

R, gtattaaaatctataagattc

(*): Chr; bulundugu kromozom, CDS; protein kodlayan bélge, IGR; intergenik bolge, TR; tekrarli motif, TB; tekrarl bolge kisaltmalaridir
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3.2.1. Polimorfik Markerler ile Genetik Cesitliligin Belirlenmesi

3.2.1.1. Theileria annulata/Ankara D7

Theileria annulata/Ankara D7 sporozoit stabilati ile in vitro ortamda enfekte edilen PBM
hicrelerinden dilusyon yontemi ile 76 adet klon elde edilmistir. Klonlardaki muhtemel
rekombinasyonun varligi, kromozomal lokalizasyonu ile varsa fonksiyonu yonlerinden
incelemek (zere; klonlarin her birinden hazirlanan DNA 0Ornekleri kullanilarak polimorfik
mini ve mikrosatellit markerlara ait primerler ile yapilan PZR sonuclari ayr1 ayri incelenmistir.
TS8 ve TS9 haricinde diger 21 polimorfik marker ile klonlarda en az bir en ¢ok dort allel
belirlenmistir (Cizelge 3.5.). TS8 ve TS9 ile yapilan PZR sonrasinda yuksek c¢ozunirlige
sahip jeller kullanilarak yapilan goruntulemelerde bu bolgelerde herhangi bir allel
belirlenememistir. TS5 ile yapilan analizde tum klonlarda 285bp biyukluginde bir allel tespit
edilmistir. TS6 ile yapilan analiz sonrasi klonlarda 392, 384-392 ve 377-388-392 bp’lik tekli,
ikili ve Uc¢lu allellerden olusan 4 farkl allel belirlenmistir. 392 bp’lik tek allel 1, 7, 8, 10-12,
15, 23, 57, 60 ve 62 numarali klonlarda, 377-388 ve 392 bp uzunluklarindaki t¢lu allel 13, 14,
40, 44, 69, 72, 74 ve 75 numaral klonlarda tespit edilmis, geriye kalan klonlarda ise 384-392
bp’lik iki allel belirlenmistir. TS12 ve TS15 ile yapilan analizlerde sirasiyla tum klonlarda
270bp’lik ve 286 bp’lik (Resim 3.8; A) birer allel tespit edilmistir. TS16 ile yapilan
incelemede 7, 11, 15, 22, 26, 30 ve 74 numarali klonlarda 361 bp’lik bir allel ve geriye kalan
tim klonlarda 352 ve 361 bp’lik iki farkl: allel belirlenmistir (Resim 3.8; B). TS20 ile yapilan
analizde 20 numaral: klon haricindeki tum klonlarda 276 bp’lik tekli ve 269 ve 276 bp’lik iKi
farkl allel elde edilmistir. Klon 1, 2, 5 ile 19 arasi, 29, 30, 35, 36, 37, 39, 53, 56, 60 ve 76’da
276 bp’lik bir allel ve diger klonlarda 269 ve 276 bp’lik iki allel tespit edilmistir. TS25
kullanilarak yapilan incelemede 53 numarali klon haricinde, 76 numarali klonda 282 bp’lik bir
allel ve diger tim klonlarda 275 ve 282 bp’lik iki farkli allel belirlenmistir. TS31 ile yapilan
analizde 1-21 arasindaki klonlar ile 76 numarali klonda 397 bp’lik bir allele, diger klonlarda
ise 387 ve 397 bp’lik iki farkl allel oldugu belirlenmistir. MSC8 ile yapilan incelemede 1
numarali klonda 508 bp’lik bir allel ve geriye kalan tim klonlarda 491 ve 508 bp’lik iki farkl:
allel belirlenmistir. MSC19 ile yapilan analizde tim klonlarda 571-586-596 bp’lik Gclu
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allellerden olusan bir genotip belirlenmistir. Tmscl ile yapilan analizde klon 26 hari¢ diger
tim klonlarda 292 bp’lik bir allel tespit edilmistir. Tmsc75 ile yapilan analizde 39, 40, 41, 42,
43, 44, 71 ve 72 numaral klonlar 225 bp’lik bir allele sahipken, diger klonlarin 222 ve 225
bp’lik iki farkl: allele sahip oldugu belirlenmistir. Tmsc77 ile yapilan analizde klonlarin 214
bp’lik tekli ve 210-214 bp’lik iki farkli allele sahip oldugu belirlenmistir (Resim 3.8; E).
Tmsc86 ile yapilan analizde 1 numarali klonda 330 bp’lik bir allel belirlenirken diger tim
klonlarda 312-324-330 bp’lik Gcl alleller belirlenmistir. Tmsc31 ile yapilan analizde tim
klonlarda 279 bp’lik bir allel tespit edilmistir. Tmsc33 ile yapilan analizde 54 numarali klonda
194 bp’lik bir allel bulunurken diger klonlarda 194 ve 196 bp’lik iki farkl: allel tespit
edilmistir. Tmsc37 ile yapilan analizde 1’den 21’e kadar olan klonlar ile klon 29, 37, 48, 52,
53, 54, 55, 57°den 64’e kadar olan klonlar ve klon 67, 248 bp’lik bir allele sahipken geriye
kalan klonlarin 243 ve 248 bp’lik iki farkli allele sahip oldugu belirlenmistir. Tmsc45 ile
yapilan analizde ttim klonlarda 216 ve 226 bp’lik iki farkl: allel tespit edilmistir (Resim 3.8;
C). Tmsc48 ile yapilan analizlerde 306, 303-306 ve 300-303-306 bp’lik sirasiyla tekli, ikili ve
ucla alleller belirlenmistir. Klon 1, 8, 9, 12, 15°de 306 bp’lik bir allel belirlenirken, klon 2, 6,
7, 10, 11, 18, 31, 32, 33, 37, 38, 41, 42’de 303 ve 306 bp’lik iki farkl allel ve kalan diger
klonlarda ise 300, 303 ve 306 bp’lik t¢ farkli allel belirlenmistir (Resim 3.8; D). Tmsc68

kullanilarak yapilan analizde tim klonlarda 560 bp’lik tek bir allel belirlenmistir.
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Cizelge 3.5. Rekombinasyon 6ncesi D7 hiicre kultirtindeki ve rekombinasyon sonrasi D7 sporozoit stabilatlar: ile in vitro enfeksiyonu takiben elde edilen

klonlarin genotipik yapilari

Polimorfik markerler
Klon |TS5 TS6 [TS8/TS9 [TS12 TS15 TS16 TS20 TS25 TS31 MSC8 |MSC19 |MSC14 |Tmscl [Tmsc75 |Tmsc77 |Tmsc86 |Tmsc31l |Tmsc33 [Tmsc37 |Tmsc45 [Tmsc48 |Tmsc68
ID (chr-4)  |(chr-4) |(chr-3) |(chr-3) |[(chr-1) |(chr-1) |(chr-2) |(chr-4) |(chr-2) |(chr-2) |(chr-2) |(chr-3) |(chr-1) |(chr-1) |(chr-1) [(chr-1) |(chr-2) |(chr-2) |(chr-2) |(chr-3) |J(chr-3) |(chr-4)
D7* |284 384-392 [306-308/ |270- 264 |286-295 |361-371 |269-274 [264-270 |392-400 [508 558-580 - 310 218-222 [212-214 [324-334 - 194-196 [240-243 |208-213- |300-306 |526- 5334
354-381 226 550
Polimorfik markerler
Klon |TS5 TS6 [TS8/TS9 [TS12 TS15 TS16 TS20 TS25 TS31 MSC8 |MSC19 |MSC14 |Tmscl [Tmsc75 |Tmsc77 |Tmsc86 |Tmsc31l |Tmsc33 [Tmsc37 |Tmscd5 [Tmsc48 |Tmsc68
ID (chr-4)  |(chr-4) |(chr-3) |(chr-3) |[(chr-1) |(chr-1) |(chr-2) |(chr-4) |(chr-2) |(chr-2) |(chr-2) |(chr-3) |(chr-1) |(chr-1) |(chr-1) [(chr-1) [(chr-2) |(chr-2) |(chr-2) |(chr-3) |J(chr-3) |(chr-4)
KL-1 [284 392 - 270 286 352-361 |276 275-282 397 508 571-586- J497 292 222-225 |214 330 279 194-196 [248 216-226 |306 560
596
KL-2 [284 384-392 - 270 286 352-361 |276 275-282 397 491-508 |571-586- |497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [248 216-226 [303-306 |560
596 330
KL-3 [284 384-392 270 286 352-361 [269-276 [275-282 [397 491-508 |571-586- |497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [248 216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-4 [284 384-392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 [397 491-508 |571-586- |497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [248 216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-5 [284 384-392 - 270 286 352-361 |276 275-282 397 491-508 |571-586- |497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [248 216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-6 [284 384-392 - 270 286 352-361 |276 275-282 397 491-508 |571-586- |497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [248 216-226 [303-306 |560
596 330
KL-7 [284 392 - 270 286 361 276 275-282 397 491-508 |571-586- |497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [248 216-226 [303-306 |560
596 330
KL-8 [284 392 - 270 286 352-361 |276 275-282 397 491-508 |571-586- |497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [248 216-226 |306 560
596 330
KL-9 [284 384-392 - 270 286 352-361 |276 275-282 397 491-508 |571-586- |497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [248 216-226 |306 560
596 330
KL-10[284 392 - 270 286 352-361 |276 275-282 397 491-508 |571-586- |497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [248 216-226 [303-306 |560
596 330
KL-11[284 392 - 270 286 361 276 275-282 397 491-508 |571-586- |497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [248 216-226 [303-306 |560
596 330
KL-12[284 392 - 270 286 352-361 |276 275-282 397 491-508 |571-586- |497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [248 216-226 |306 560
596 330
KL-13[284 377-388- - 270 286 352-361 |276 275-282 397 491-508 |571-586- |497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [248 216-226 [300-303- |560
392 596 330 306
KL-14[284 377-388- - 270 286 352-361 |276 275-282 397 491-508 |571-586- |497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [248 216-226 [300-303- |560
392 596 330 306
KL-15(284 392 - 270 286 361 276 275-282 397 491-508 |571-586- |497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [248 216-226 |306 560
596 330
KL-16[284 384-392 - 270 286 352-361 |276 275-282 397 491-508 |571-586- |497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [248 216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-17[284 384-392 - 270 286 352-361 |276 275-282 397 491-508 |571-586- |497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [248 216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-18[284 384-392 - 270 286 352-361 |276 275-282 397 491-508 |571-586- |497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [248 216-226 [303-306 |560
596 330
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Cizelge 3.5. Rekombinasyon 6ncesi D7 hiicre kultirtindeki ve rekombinasyon sonrasi D7 sporozoit stabilatlar: ile in vitro enfeksiyonu takiben elde edilen
klonlarin genotipik yapilari, devam:

Polimorfik markerler
Klon |TS5 TS6 [TS8/TS9 [TS12 TS15 TS16 TS20 TS25 TS31 MSC8 |MSC19 |MSC14 |Tmscl [Tmsc75 |Tmsc77 |Tmsc86 |Tmsc31l |Tmsc33 [Tmsc37 |Tmsc45 [Tmsc48 |Tmsc68
ID (chr-4)  |(chr-4) |(chr-3) |(chr-3) |[(chr-1) |(chr-1) |(chr-2) |(chr-4) |(chr-2) |(chr-2) |(chr-2) |[(chr-3) |(chr-1) |(chr-1) |(chr-1) |[(chr-1) [(chr-2) |(chr-2) |(chr-2) |(chr-3) |(chr-3) |(chr-4)
KL-19(284 384-392 - 270 286 352-361 |276 275-282 397 491-508 |571-586- |497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [248 216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-20[284 384-392 - 270 286 352-361 - 275-282 397 491-508 |571-586- |497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [248 216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-21[284 384-392 - 270 286 352-361 |276 275-282 397 491-508 |571-586- |497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [248 216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-22[284 384-392 - 270 286 361 276 275-282 |387-397 |491-508 [571-586- J497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [248 216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-23[284 392 - 270 286 352-361 |276 275-282 |387-397 [|491-508 [571-586- J497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [248 216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-24[284 384-392 - 270 286 352-361 |276 275-282 |387-397 [491-508 |571-586- |489-497 [292 222-225 [210-214 |312-324- |279 194-196 [243-248 [216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-25(284 384-392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 [387-397 J491-508 |571-586- |489-497 [292 222-225 [210-214 |312-324- |279 194-196 [243-248 |216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-26[284 384-392 - 270 286 361 269-276 [275-282 |387-397 |491-508 |571-586- |489-497 - 222-225 [210-214 [312-324- |279 194-196 [243-248 [216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-27[284 384-392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 [387-397 J491-508 |571-586- |489-497 [292 222-225 [210-214 [312-324- |279 194-196 [243-248 [216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-28[284 384-392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 [387-397 J491-508 |571-586- |489-497 [292 222-225 [210-214 |312-324- |279 194-196 [243-248 [216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-29(284 384-392 - 270 286 352-361 |276 275-282 |387-397 [491-508 |571-586- |489-497 [292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [248 216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-30[284 384-392 - 270 286 361 276 275-282 |387-397 [491-508 |571-586- |489-497 [292 222-225 [210-214 [312-324- |279 194-196 [243-248 [216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-31[284 384-392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 [387-397 J491-508 |571-586- |489-497 [292 222-225 [210-214 |312-324- |279 194-196 [243-248 |216-226 [303-306 |560
596 330
KL-32[284 384-392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 [387-397 J491-508 |571-586- |489-497 [292 222-225 [210-214 [312-324- |279 194-196 [243-248 |216-226 [303-306 |560
596 330
KL-33|284 384-392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 [387-397 J491-508 |571-586- |489-497 [292 222-225 [210-214 [312-324- |279 194-196 [243-248 [216-226 [303-306 |560
596 330
KL-34[284 384-392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 [387-397 J491-508 |571-586- |489-497 [292 222-225 [210-214 [312-324- |279 194-196 [243-248 [216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-35(284 384-392 - 270 286 352-361 |276 275-282 |387-397 [491-508 |571-586- |489-497 [292 222-225 [210-214 [312-324- |279 194-196 [243-248 [216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-36[284 384-392 - 270 286 352-361 |276 275-282 |387-397 |491-508 [571-586- J497 292 222-225 [210-214 [312-324- |279 194-196 [243-248 [216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-37[284 384-392 - 270 286 352-361 |276 275-282 |387-397 [491-508 |571-586- |489-497 [292 222-225 [210-214 [312-324- |279 194-196 [248 216-226 [303-306 |560
596 330
KL-38[284 384-392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 [387-397 J491-508 |571-586- |489-497 [292 222-225 [210-214 |312-324- |279 194-196 [243-248 [216-226 [303-306 |560
596 330
KL-39(284 384-392 - 270 286 352-361 |276 275-282 |387-397 [491-508 |571-586- |489-497 [292 225 214 312-324- |279 194-196 [243-248 [216-226 [300-303- |560
596 330 306
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Cizelge 3.5. Rekombinasyon 6ncesi D7 hiicre kultirtindeki ve rekombinasyon sonrasi D7 sporozoit stabilatlar: ile in vitro enfeksiyonu takiben elde edilen
klonlarin genotipik yapilari, devam:

Polimorfik markerler
.

Klon |TS5 TS6 TS8/TS9 [TS12 TS15 TS16 TS20 TS25 TS31  |Msc8  [Msc19 |MsCi4 |Tmsci  [Tmsc75 [Tmsc77 [Tmsc86 [Tmsc31 [Tmsc33 [Tmsc37 [Tmscd5 [Tmsca8 [Tmscés
ID |(chr-4) (chr-4) (chr-3) |(chr-3) |(chr-1) |(chr-1) |(chr-2) |(chr-4) |(chr-2) |(chr-2) |[(chr-2) |(chr-3) |(chr-1) |(chr-1) |(chr-1) |(chr-1) J(chr-2) |(chr-2) |[(chr-2) J(chr-3) |(chr-3) |(chr-4)
KL-40(284 377-388- - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 [387-397 J491-508 |571-586- |489-497 [292 225 210-214 |312-324- |279 194-196 [243-248 [216-226 [300-303- |560
392 596 330 306
KL-41[284 384-392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 [387-397 J491-508 |571-586- |489-497 [292 225 210-214 |312-324- |279 194-196 [243-248 [216-226 [303-306 |560
596 330
KL-42[284 384-392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 [387-397 J491-508 |571-586- |489-497 [292 225 210-214 |312-324- |279 194-196 [243-248 [216-226 [303-306 |560
596 330
KL-43|284 384-392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 [387-397 J491-508 |571-586- |489-497 [292 225 210-214 330 279 194-196 [243-248 [216-226 [300-303- |560
596 306
KL-44 (284 377-388- - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 [387-397 J491-508 |571-586- |489-497 [292 225 210-214 |312-324- |279 194-196 [243-248 [216-226 [300-303- |560
392 596 330 306
KL-45[284 384-392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 [387-397 J491-508 |571-586- |489-497 [292 222-225 [210-214 |312-324- |279 194-196 [248 216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-46[284 384-392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 |387-397 |491-508 [571-586- J497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [243-248 [216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-47[284 384-392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 |387-397 |491-508 [571-586- J497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [243-248 [216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-48[284 384-392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 |387-397 |491-508 [571-586- J497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [248 216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-49(284 384-392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 |387-397 |491-508 [571-586- J497 292 222-225 [210-214 |312-324- |279 194-196 [243-248 [216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-50(284 384-392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 |387-397 |491-508 |571-586- J497 292 222-225 [210-214 [330 279 194-196 [243-248 [216-226 [300-303- |560
596 306
KL-51[284 384-392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 [387-397 J491-508 |571-586- |489-497 [292 222-225 [210-214 |312-324- |279 194-196 [243-248 [216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-52[284 384-392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 [387-397 J491-508 |571-586- |489-497 [292 222-225 [210-214 |312-324- |279 194-196 [248 216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-53[284 384-392 - 270 286 352-361 |276 - 387-397 |491-508 |571-586- |497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [248 216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-54[284 384-392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 |387-397 |491-508 [571-586- J497 292 222-225 |214 312-324- |279 194 248 216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-55(284 384-392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 |387-397 |491-508 [571-586- J497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [248 216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-56[284 384-392 - 270 286 352-361 |276 275-282 |387-397 |491-508 [571-586- J497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [243-248 [216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-57[284 392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 |387-397 |491-508 [571-586- J497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [248 216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-58[284 384-392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 |387-397 |491-508 [571-586- J497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [248 216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-59(284 384-392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 |387-397 |491-508 [571-586- J497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [248 216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-60[284 392 - 270 286 352-361 |276 275-282 |387-397 |491-508 [571-586- J497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [248 216-226 [300-303- |560
596 330 306
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Cizelge 3.5. Rekombinasyon 6ncesi D7 hiicre kultirtindeki ve rekombinasyon sonrasi D7 sporozoit stabilatlar: ile in vitro enfeksiyonu takiben elde edilen
klonlarin genotipik yapilari, devam:

Polimorfik markerler
Klon |TS5 TS6 [TS8/TS9 [TS12 TS15 TS16 TS20 TS25 TS31 MSC8 |MSC19 |MSC14 |Tmscl [Tmsc75 |Tmsc77 |Tmsc86 |Tmsc31l |Tmsc33 [Tmsc37 |Tmsc45 [Tmsc48 |Tmsc68
ID (chr-4)  |(chr-4) |(chr-3) |(chr-3) |[(chr-1) |(chr-1) |(chr-2) |(chr-4) |(chr-2) |(chr-2) |(chr-2) |[(chr-3) |(chr-1) |(chr-1) |(chr-1) |[(chr-1) |(chr-2) |(chr-2) |(chr-2) |(chr-3) |J(chr-3) |(chr-4)
KL-61[284 384-392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 |387-397 |491-508 [571-586- J497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [248 216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-62[284 392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 |387-397 |491-508 [571-586- J497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [248 216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-63[284 384-392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 |387-397 |491-508 [571-586- J497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [248 216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-64[284 384-392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 |387-397 |491-508 [571-586- J497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [248 216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-65[284 384-392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 |387-397 |491-508 |571-586- J497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [243-248 [216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-66[284 384-392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 |387-397 |491-508 [571-586- J497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [243-248 [216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-67[284 384-392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 |387-397 |491-508 [571-586- J497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [248 216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-68[284 384-392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 |387-397 |491-508 [571-586- J497 292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [243-248 [216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-69[284 377-388- - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 [387-397 J491-508 |571-586- |489-497 [292 222-225 [210-214 [312-324- |279 194-196 [243-248 [216-226 [300-303- |560
392 596 330 306
KL-70([284 384-392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 [387-397 J491-508 |571-586- |489-497 [292 222-225 [210-214 |312-324- |279 194-196 [243-248 [216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-71[284 384-392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 [387-397 J491-508 |571-586- |489-497 [292 225 210-214 |312-324- |279 194-196 [243-248 [216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-72[284 377-388- - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 [387-397 J491-508 |571-586- |489-497 [292 225 214 312-324- |279 194-196 [243-248 [216-226 [300-303- |560
392 596 330 306
KL-73|284 384-392 - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 [387-397 J491-508 |571-586- |489-497 [292 222-225 [210-214 |312-324- |279 194-196 [243-248 [216-226 [300-303- |560
596 330 306
KL-74(284 377-388- - 270 286 361 269-276 [275-282 |387-397 |491-508 |571-586- |[489-497 [292 222-225 |214 312-324- |279 194-196 [243-248 [216-226 [300-303- |560
392 596 330 306
KL-75(284 377-388- - 270 286 352-361 [269-276 [275-282 [387-397 J491-508 |571-586- |489-497 [292 222-225 [210-214 [312-324- |279 194-196 [243-248 [216-226 [300-303- |560
392 596 330 306
KL-76[284 384-392 - 270 286 352-361 |276 282 397 491-508 |571-586- |489-497 [292 222-225 [210-214 [312-324- |279 194-196 [243-248 [216-226 [300-303- |560
596 330 306

*D7; Rekombinasyon dncesine ait klondan elde edilmistir.
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Resim 3.8. D7 klonlarina ait Spreadex jel gorunttleri. D7 sporozoit stabilatlar1 ile invitro enfeksiyonu takiben elde edilen klonal hiicre
kalturlerine ait DNA 6rneklerinin TS15 (A), TS16 (B), Tmsc31 (C), Tmsc48 (D), Tmsc77 (E) polimorfik markerine ait primer ciftleri
kullanilarak elde edilen PZR drlnlerinin Spreadex (Elchrom Scientific™, ABD) gorintust. (M); M3 (Elchrom Scientific™, ABD)
referans molekiler boyut belirleyici. (1-23); 1-23 numarali D7 klonlarina ait DNA ornekleri




Thelieria annulata/Ankara D7 sporozoit stabilati ile in vitro ortamda enfekte edilen
PBM hiicrelerinden elde edilen 76 adet klon ile rekombinasyon dncesi D7 hiicre kilttrindn
genotipik yapilar1 polimorfik 23 adet mini ve mikrosatellit marker ile belirlenmistir.
Rekombinasyon dncesi ve sonrasinda tespit edilen alleller karsilastirilarak, rekombinasyonun
yogun oldugu kromozomal bolgeler ve varsa bu bdlgeler fonksiyonlari yoéninden
incelenmistir. Birinci kromozom (zerinde yer alan (TS15, TS16, Tmscl, Tmsc75, Tmsc77 ve
Tmsc86) polimorfik markerlardan TS15 ile yapilan analizde rekombinasyon 6ncesindeki D7
hicre kiltarinde 285 ve 295 bp’lik iki farkl: allel belirlenmistir. Rekombinasyon sonrasinda
295 bp’lik allelin kayboldugu ve tiim klonlarda sadece 285 bp’lik allel kalarak populasyonun
yapisinin degistigi  tespit edilmistir. TS15 markeri protein kodlayan TA20375 kodlu
hipotetikal proteinine ait eksonik bolgede yer almaktadir. TS16 ile yapilan analizde
rekombinasyondan once D7 hucrelerinde 361 ve 371 bp’lik iki farkli allel tespit edilirken,
rekombinasyon sonrasinda 352 ve 361 bp’lik iki farkli allel tespit edilmistir. Rekombinasyon
oncesinde bulunan 371 bp’lik alleli kaybolmus ve yerine 352 bp’lik yeni bir allelin muhtemel
bir kromozomlar arasi caprazlama (crossing over; mikrogamet ve makrogamet
kromozomlarindaki karsilikli parga degisimi) sonucunda populasyon icerisine katildig:
belirlenmistir. TS16 protein kodlamayan intergenik bolgede yer almaktadir. Tmscl ile yapilan
analizde D7‘de rekombinasyon dncesinde 310 bp’lik tek bir allel belirlenirken, rekombinasyon
sonrasinda herhangi bir allele rastlanilmamis bir klon haricinde geriye kalan tiim klonlarda
292 bp’lik yeni bir allelin olustugu belirlenmistir. Tmscl markeri protein kodlayan TA21235
kodlu hipotetikal proteinine ait eksonik bolgede yer almaktadir. Tmsc75 ile yapilan
incelemede rekombinasyondan 6nce D7 hiicrelerinde 218 ve 222 bp’lik iki farkli allel tespit
edilirken, rekombinasyondan sonra 222 ve 225 bp’lik iki farkl: allel ve bazi klonlarda ise
sadece 225 bp’lik allel belirlenmistir. Rekombinasyon 0Oncesindeki 218 bp’lik allelin
rekombinasyon sonrasinda kayboldugu ve yerine 225 bp’lik farkl: bir allelin tek basina ya da
222 bp’lik allel ile birlikte bulundugu belirlenmistir. Tmsc75 markeri protein kodlayan
TA20880 kodlu hipotetikal proteinine ait son eksonik bélgenin bir kismi ile sonraki integenik
bolgede de yer almaktadir. Tmsc77 ile yapilan analizde rekombinasyon dncesinde 212 ve 214
bp’lik iki farkl allel tespit edilirken, rekombinasyon sonrasinda 210 ve 214 bp’lik iki farkl:
allel ve baz1 klonlarda yalniz 214 bp’lik tek allel tespit edilmistir. Tmsc77 markeri protein

kodlayan TA20250 kodlu hipotetikal proteinine ait intronik bolgede yer almaktadir. Tmsc86
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ile yapilan analizde rekombinasyondan Once belirlenen 324 ve 334 bp’lik iki farkl: allel,
rekombinasyon sonrasinda tek bir klonda belirlenen 330 bp’lik bir allel hari¢ geriye kalan tim
klonlarda yerini 312-324-330 bp uzunluklara sahip ¢l allele birakmistir (Cizelge 3.5.).
Tmsc86 markeri protein kodlayan TA16655 kodlu hipotetikal proteinine ait eksonik bdlgede
yer almaktadir. ikinci kromozom uizerinde yer alan (TS31, TS20, MSC8, MSC19, Tmsc31,
Tmsc33 ve Tmsc37) polimorfik markerlardan biri olan TS31 ile yapilan analizde
rekombinasyon 6ncesinde 392 ve 400 bp’lik iki farkl: allel tespit edilirken, rekombinasyon
sonrasinda tamamen yeni 387 ve 397 bp’lik iki farkl: allel ve bazi klonlarda ise sadece 397
bp’lik tek allel tespit edilmistir. TS31 markeri protein kodlamayan intergenik bdlgede yer
almaktadir. TS20 ile rekombinasyon 6ncesinde 269 ve 274 bp’lik iki allel tespit edilirken,
rekombinasyon sonrasinda bir klon hari¢ geriye kalan klonlardan %18,42sinde 276 bp
uzunlugunda yeni tek bir allel, %80.2*sinde ise 269 bp’lik rekombinasyon dncesinde gorilen
ayni allel ile birlikte 276 bp’lik yeni allel ¢ift allel olarak tespit edilmistir. TS20 markeri
protein kodlayan TA13850 kodlu hipotetikal proteinine ait intronik bdlgede yer almaktadir.
MSC8 polimorfik markeri ile rekombinasyon Oncesinde 508 bp’lik bir allel belirlenirken,
rekombinasyon sonrasinda yalniz bir klonda 508 bp’lik ayni allel ve diger tim klonlarda ise
491 ve 508 bp’lik iki farkli allel belirlenmistir. Sadece bir klonda rekombinasyon sonrasinda
herhangi bir degisim gorilmezken, geri kalan klonlarin hepsinde 508 bp’lik allelin yaninda
491 bp’lik yeni bir allel ortaya ¢ikmistir. MSC8 markeri protein kodlayan TA13080 kodlu
hipotetikal proteinine ait intronik ve eksonik bélgede yer almaktadir. MSC19 ile yapilan
analizde rekombinasyon Oncesinde 558 ve 580 bp’lik iki farkli allel belirlenirken,
rekombinasyon sonrasinda tim klonlarda 571-586-596 bp’lik rekombinasyon 6ncesine gore
tamamen farkl: tcli alleller ortaya ¢ikmustir. Bu bulgular MSC19 bdlgesindeki olusan yogun
rekombinasyonu gostermektedir. MSC19 markeri protein kodlayan TA15640 kodlu
hipotetikal proteinine ait intronik bolgede yer almaktadir. Tmsc31 ile yapilan analizde,
rekombinasyon oncesinde herhangi bir allel belirlenemezken, rekombinasyon sonrasinda 279
bp’lik yeni bir allelin ortaya ¢iktigi tespit edilmistir. Tmsc31 markeri protein kodlayan
TA13875 kodlu hipotetikal proteinine ait intronik bolgede yer almaktadir. Tmsc33 ile
rekombinasyon dncesinde 194 ve 196 bp’lik iki farkl allel rekombinasyon sonrasinda sadece
bir klonda allel kaybolmus ve 194 bp’lik tek bir allel belirlenmis, geriye kalan diger tim

klonlarda ise rekombinasyon éncesinde oldugu gibi 194 ve 196 bp’lik iki farkli allel varligini
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korumustur. Bu da ilgili bolgede rekombinasyonun oldukca az (%1.31) oranda gerceklestigini
gostermistir. Tmsc33 markeri protein kodlamayan intergenik bélgede yer almaktadir. ikinci
kromozom Uzerinde yerlesim gosteren son polimorfik marker olan Tmsc37 ile yapilan
incelemede rekombinasyon o©ncesi 240 ve 243 bp’lik iki farkli allel belirlenirken,
rekombinasyondan sonra 248 bp’lik bir allel ve 243-248 bp’lik iki farkl: allel tespit edilmistir
(Cizelge 3.5.). Tmsc37 markeri protein kodlayan TA11770 kodlu hipotetikal proteinine ait
eksonik bolgede yer almaktadir. Ugiinci kromozom (izerinde yer alan (TS8, TS9, TS12,
MSC14, Tmsc45 ve Tmsc48) polimorfik markerlar dan TS8 ve TS9 ile rekombinasyon
oncesinde 306 ve 308 bp’lik ve 354 ve 381 bp’ lik iki farkl: allel belirlenirken, rekombinasyon
sonrasinda tim klonlarda herhangi bir allele rastlanilmamistir ve rekombinasyon tiim allelerin
kaybi ile sonuglanmigtir. TS8 markeri protein kodlayan TA03940 kodlu korunmus hipotetikal
proteinine ait eksonik bolgede, TS9 markeri ise protein kodlamayan intergenik bélgede yer
almaktadir. TS12 ile yapilan analizde rekombinasyon 6ncesindeki D7 hiicre kilturiinde 264 ve
270 bp’lik iki farkli allel belirlenmistir. Rekombinasyon sonrasinda 264 bp’lik allelin
kayboldugu ve tum klonlarda sadece 270 bp’lik allel kalarak populasyonun yapisinin degistigi
tespit edilmigtir. TS12 markeri protein kodlayan TA18345 kodlu hipotetikal proteinine ait
eksonik bolgede yer almaktadir. MSC14 ile yapilan analizde rekombinasyon 6ncesinde
herhangi bir allel belirlenemezken, rekombinasyonun bazi klonlarda 497 bp’lik tek ve
bazilarinda ise 489 ve 497 bp’lik iki farkl: yeni allelin olusumuna yol actig: tespit edilmistir.
MSC14 markeri protein kodlayan TA03890 kodlu kromozom ayrilma (SMC) proteinine ait
intronik bolgede yer almaktadir. Tmsc45 ile yapilan analizde rekombinasyon éncesinde 208-
213-226 bp’lik Gl allel, rekombinasyon sonrasinda tiim klonlarda 216 ve 226 bp’lik iki farkl
allel belirlenmistir. Rekombinasyon oncesindeki 208 ve 213 bp’lik alleller kaybolurken
enfeksiyon sonrasinda meydana gelen rekombinasyon sonucu 216 bp’lik allelin yanina 226
bp’lik yeni bir allel eklenerek ikili yeni bir allel meydana gelmistir. Tmsc45 markeri protein
kodlayan TA04315 kodlu hipotetikal proteinine ait eksonik bdlgede yer almaktadir. Tmsc48
ile rekombinasyon oncesinde 300 ve 306 bp’lik iki farkl: allel belirlenirken, rekombinasyon
sonrasi klonlarda 306 bp’lik tek allel, 303-306 bp’lik iki farkl: allel ve 300-303-306 bp’lik (¢
farkli allel kombinasyonlari belirlenmistir. Protein kodlamayan, intergenik bir yerlesim
goOsteren bu bolgede rekombinasyon yiiksek oranda ortaya ¢ikmistir. T.annulata’nin dordinci
ve son kromozomu uzerindeki polimorfik markerlarindan (TS5, TS6, TS25 ve TMSC68) biri
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olan TS5 ile yapilan analizde rekombinasyon oncesinde 284 bp’lik bir allel belirlenirken,
rekombinasyon sonrasinda her klonda yine ayni buaydklikte allel tespit edilerek
rekombinasyon sonras: ilgili bolgenin etkilenmedigi gorilmustur. TS5 markeri protein
kodlayan TA10045 kodlu hipotetikal proteinine ait eksonik bdlgede yer almaktadir. TS6 ile
rekombinasyon Oncesinde 384 ve 392 bp’lik iki farkl: allel belirlenirken, rekombinasyon
sonrasinda klonlarin bazilarinda 392 bp’lik tekli, bazilarinda rekombinasyon dncesindeki gibi
384 ve 392 bp’lik ikili ve kalan az bir kisminda da 377-388-392 bp’lik Gcli alleller
belirlenmistir. Bu bolgede olusan rekombinasyonun populasyon icerisindeki yogunlugunun az
oldugu, yeni populasyonlar igerisinde %10,52°lik kisimda yeni bir allel olusurken, %13,15°lik
kisimda ise allel kayb1 gortlmustir. TS6 markeri protein kodlayan TA11040 kodlu hipotetikal
proteinine ait eksonik bdlgede yer almaktadir. TS25 ile yapilan analizde rekombinasyon
oncesinde 264 ve 270 bp’lik iki farkli allel tespit edilirken, rekombinasyon sonrasi bir klonda
hicbir allel tespit edilememis, diger bir klonda ise 282 bp’lik yeni bir allel ve geriye kalan
klonlarda 275 ve 282 bp’lik iki farkli allel tespit edilmistir. TS25 markeri protein kodlayan
TAO08330 kodlu hipotetikal proteinine ait intronik bolgede yer almaktadir. Tmsc68 ile
rekombinasyon oncesinde 526-533-550 bp’lik Gclt allel belirlenirken, rekombinasyondan
sonra olusan tim klonlarda rekombinasyon dncesinde belirlenen Gg¢ allelinde kaybolarak
yerine 560 bp’lik yeni bir allelin olustugu belirlenmistir (Cizelge 3.5.). Tmsc68 markeri
protein kodlayan TA08255 kodlu DNA-baglayan saperon proteinine ait intronik bdlgede yer

almaktadur.

Thelieria annulata/Ankara D7 sporozoit stabilati ile in vitro ortamda enfekte edilen
PBM hiicrelerinden elde edilen 76 adet klonun, polimorfik 23 adet mini ve mikrosatellit
marker kullanilarak belirlenen tim allellerin frekans ve frekans yuzdesi bulgulari sekil ve

tablo olarak verimistir (Sekil 3.4. ve Cizelge 3.6.).
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Sekil 3.4. Rekombinasyon sonrasi D7 sporozoit stabilatlar: ile invitro enfeksiyonu takiben

elde edilen klonlara ait allel frekans dagilimlar:
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Cizelge 3.6. Thelieria annulata/Ankara D7 (rs)’a ait allellerin frekans ve frekans ylzdeleri

1. Allel Frekans | 2. Allel Frekans 3.Allel Frekans 4. Allel Frekans
Mark. (bp) Frekans Yuzdesi (bp) Frekans Yizdesi (bp) Frekans Yuzdesi (bp)  Frekans Yizdesi
TS5 284 76 1 - - - - - - - - -
136 377 8 0.11 384 57 0.75 388 8 0.11 392 76 1
TS8 - - - - - - - - - - - -
TS9 - - - - - - - - - - - -
TS12 270 76 1 - - - - - - - - -
TS15 286 76 1 - - - - - - - - -
TS16 352 69 0.91 361 76 1 - - - - - -
TS20 269 44 0.58 276 75 0.99 - - - - - -
TS25 275 74 0.97 282 75 0.99 - - - - - -
TS31 387 54 0.71 397 76 1 - - - - - -
MSC8 491 75 0.99 508 76 1 - - - - - -
MSC19 571 76 1 586 76 1 596 76 1 - - -
MSC14 489 31 0.41 497 76 1 - - - - - -
TMSC1 292 75 0.99 - - - - - - - - -
TMSC75 | 222 68 0.89 225 76 1 - - - - - -
TMSC77 | 210 30 0.39 214 76 1 - - - - - -
TMSC86 | 312 73 0.96 324 73 0.96 330 76 1 - - -
TMSC31 279 76 1 - - - - - - - - -
TMSC33 | 194 75 0.99 196 76 1 - - - - - -
TMSC37 | 243 36 0.47 248 76 1 - - - - - -
TMSC45 | 216 76 1 226 76 1 - - - - - -
TMSC48 | 300 58 0.76 303 71 0.93 306 76 1 - - -
TMSC68 560 76 1 - - - - - - - - -

7




3.2.1.2. Theileria annulata/Akg¢aova A10

Theileria annulata/Akcaova A10 kodlu saha izolatinin polimorfik markerler (TS5,
TS6, TS8, TS9, TS12, TS15, TS16, TS20, TS25 ve TS31) ile rekombinasyon 6ncesi yapilan
incelemesinde A10 izolatina ait 39 klonun %95inin tek bir allel ihtiva ettigi belirlenerek tez
caligmasinda kullanilmistir (Cizelge 3.7.). TS6 primerleri ile yapilan PZR sonucunda klonal
hicrelerde 430-470 bp arasinda bantlara rastlanmis, 35. klonda birden fazla bant tespit
edilmis, diger klonlarda sadece tek bir bant ¢cogaltilmistir (Resim 3.9.). TS15 primer c¢ifti ile
yapilan PZR sonunda 200-340 bp araliginda bantlara rastlanmis, 8 no’lu klonda birden fazla
bant elde edilmis, diger klonlarda sadece tek bir bant cogaltilmistir (Resim 3.9.).

0 11 12 13 14 15 18 17
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Resim 3.9. T.annulata/Ankara D7 ve T.annulata/Aova Al0 saha izolatindan tretilmis klonal
hicre kiltirlerine ait DNA 6rneklerinin polimorfik TS6 (A1-4) ve TS15 (B1-3) markerlerine
ait primer ciftleri (Weir, 2006) kullanilarak elde edilen PZR drinlerinin %10 poliakrilamid jel
elektorforezlerine (PAGE) ait goruntuleri. (Al-4); TS6 markerlerine ait primer ciftleri
kullanilarak T.annulata/Ankara D7 (Al; D7) ile klonlanmamig stok hicre kultiri (Al; A), 1,
2,3,4,6,7,8(Al); 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 (A2); 20, 21, 22, 23, 26, 28, 29 (A3); 30, 33,
35, 36, 39 (A4) numaral: klonlarina ait DNA 0Ornekleri ile elde edilen PZR Urtnlerinin %10
PAGE goruntileri, negatif kontrol (A4;40). (B1-3); TS15 markerlerine ait primer ciftleri
kullanilarak T.annulata/Ankara D7 (B1; D7) ile klonlanmamis ana hiicre kiltirt (B1;A); 1, 2,
3,4,6,7,8, 10,11, 12 (B1); 13, 14, 15, 16, 17, 20, 21, 22, 23, 26, 28, 29 (B2); 30, 33, 35, 36,
39 (B3) numaral klonlarina ait DNA 0Ornekleri ile elde edilen PZR Grtnlerinin %10 PAGE
goruntusd, negatif kontrol (A4;40). Her jelin ilk kuyucugunda 100 bp’lik referans molekuler
boyut belirleyici (M) yer almaktadir.
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Cizelge 3. 7. T.annulata/Aova A10 kodlu saha izolatlarmin klonlanmasi sonucu elde edilen hiicre
kilturlerinin polimorfik mini ve mikrosatellit markerler (Weir 2006) ile elde edilen analiz

sonuglar
POLIMORFIK MARKER KODU (Cogaltilan arahk; bp)
.| TSb TS6 TS8 TS9 TS12 TS15 TS16 TS20 TS25 TS31
KLON isMi (200- | (400- | (200- | (300- | (200- | (200- | (300- | (200- | (200- | (200-
ve No’su 300bp) | 500bp) | 350bp) | 400bp) | 400bp) | 400bp) | 400bp) | 300bp) | 300bp) | 400bp)
D7 258 460 300 443 248 271 389 386 258 302
IA10 stok 242 447 275 466 300-257 | 252-203 367 252 278-219 | 276- 220
A10 klon-1 245 453 273 470 255 256 404 252 222 245
A10 klon-2 247 453 275 456 260 252 404 249 219 245
IA10 klon-3 242 453 271 456 262 252 404 252 216 247
A10 klon-4 238 453 267 461 264 256 400 252 219 247
IA10 klon-6 240 453 267 466 262 256 404 252 219 243
A10 klon-7 235 447 271 475 272 252 404 252 212 234
A10 klon-8 221 460 273 475 295 340-206 378 256 216 243
IA10 klon-10 235 438 275 470 251 252 404 260 227 243
IA10 klon-11 231 433 278 470 260 256 413 252 223 225
IA10 klon-12 231 433 269 466 262 252 400 260 227 256
IA10 klon-13 260 438 275 459 260 243 390 254 227 245
IA10 klon-14 260 438 275 459 262 247 400 254 227 245
IA10 klon-15 260 433 277 464 264 240 390 247 230 243
IA10 klon-16 260 450 275 454 267 237 404 251 223 234
IA10 klon-17 263 438 273 450 267 240 390 251 220 267
IA10 klon-20 268 444 273 454 271 247 400 251 220 256
IA10 klon-21 260 438 271 440 256 243 404 251 219 256
IA10 klon-22 268 450 269 440 244 240 380 251 223 275
IA10 klon-23 260 444 271 440 254 243 404 243 223 247
IA10 klon-26 258 462 271 431 265 243 390 243 227 247
IA10 klon-28 255 468 271 431 261 233 400 254 225 247
A10 klon-29 251 468 271 440 267 243 372 243 227 244
A10 klon-30 257 447 269 452 265 241 372 252 227 241
A10 klon-33 257 453 269 452 265 245 338 256 225 232
A10 klon-35 262 |515-405-| 267 452 267 200 338 247 217 256
317

A10 klon-36 268 453 269 452 263 245 372 256 225 247
IA10 klon-39 270 453 267 462 267 249 363 252 235 274
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Theileria annulata/Akgaova A10 sporozoit stabilati ile in vitro ortamda enfekte edilen
PBM hucrelerinden dilusyon yontemi ile 40 adet klon elde edilmistir. Klonlardaki muhtemel
rekombinasyonun varligi, kromozomal lokalizasyonu ile varsa fonksiyonu yonlerinden
incelemek (zere; klonlarin her birinden hazirlanan DNA 0Ornekleri kullanilarak polimorfik
mini ve mikrosatellit markerlara ait primerler ile yapilan PZR sonuglari ayr1 ayri incelenmistir.
TS31 haricinde diger 22 polimorfik marker ile klonlarda en az bir en gok sekiz farkl: allel
belirlenmistir (Cizelge 3.8.). TS31 ile yapilan PZR sonrasinda yiksek ¢ozindrlige sahip jeller
kullanilarak yapilan gorinttlemelerde bu bdlgelerde herhangi bir allel belirlenememistir. TS5
ile yapilan analizde 270 bp ve 249-270-306 bp blyukliginde tekli ve Gclu alleller tespit
edilmistir. 11, 23, 32 ve 36 numarali klonlarda tgclii alleller belirlenirken diger tim klonlarda
tek bir allel tespit edilmistir. TS6 ile yapilan analiz sonrasi klonlarda 389, 447-451-457, 376-
382-389, 376-382-389-457, 382-389-451-457, 376-382-389-451-457 ve 376-382-389-447-
451-457 bp’lik tekli, ucld, dortli, besli ve altili allellerden olusan 6 farkl: allel belirlenmistir.
389 bp’lik tek allel 24 numarali klonda, 447-451-457 bp uzunluklarindaki tclu allel 1, 3, 4, 6,
7, 8, 10, 13, 14, 16, 20, 22, 25, 27, 28, 30, 31 ve 33 numarah klonlarda, 376-382-389 bp’lik
ucli allel 2, 5, 9, 15, 17, 18, 21, 23, 26, 29, 34, 35, 37, 39, 40 numaral: klonlarda, 376-382-
389-457 bp’lik dortli allel 12 numarali klonda, 382-389-451-457 bp’lik dortli allel 19
numarali klonda, 376-382-389-451-457 bp’lik besli allel 11 numarali klonda ve 376-382-389-
447-451-457 bp’lik altili allel 32, 36, 38 numaral klonlarda tespit edilmistir. TS8 ile yapilan
analizde tim Kklonlarda 260-278-286 bp’lik tclt alleller belirlenmistir. TS9 ile yapilan
incelemede tim klonlarda 355-374 bp’lik ikili alleller tespit edilmistir. TS12 ile yapilan
analizde 279-281, 317-323-327 ve 279-281-317-327 bp’lik ikili, G¢lt ve dortlu allellerden
olusan 5 farkli allel tespit edilmistir. 279-281 bp’lik ikili allel 1-5, 7-19, 21-29, 32-37, 39 ve
40 numarah klonlarda, 317-323-327 bp’lik tgli allel 6, 20, 30 ve 31 numaral: klonlarda, 279-
281-317-327 bp’lik dortlu allel 38 numarali klonda tespit edilmistir. TS15 ile yapilan analizde
1,3,4,7, 8, 10, 13, 14, 16, 22, 23, 25, 27, 28, 32, 33 ve 36 numaral klonlarda higbir allel
belirlenememis, geriye kalan tim klonlarda 258-265 bp’lik ikili alleller tespit edilmistir. TS16
ile yapilan analizde 2, 5, 6, 9, 15, 17, 18, 20, 21, 24, 26, 29, 30, 31, 34, 35, 37, 38, 39 ve 40
numarali klonlarda hicbir allel belirlenememis, geriye kalan tim klonlarda 346-354 bp’lik ikili
alleller tespit edilmistir. TS20 ile yapilan analizde tum klonlarda 231- 250 bp’lik ikili alleller
belirlenmistir. TS25 ile yapilan analizde 11 ve 38 numaral: klonlarda 293 bp’lik tek bir allel
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tespit edilirken geriye kalan tiim klonlarda herhangi bir allel tespit edilememistir. MSC8 ile
yapilan incelemede 368 bp’lik ve 363-368 bp’lik tekli ve ikili alleller belirlenmistir. 363-368
bp’lik ikili allel 1-23 ve 39 numarali klonlarda tespit edilirken geriye kalan tim klonlarda 368
bp’lik tek bir allel tespit edilmistir. MSC19 ile yapilan analizde tum klonlarda 521-524 bp’lik
ikili allel belirlenmistir. MSC14 ile yapilan analizde 395-405 bp’lik ve 395-405-412 bp’lik
ikili ve Ggla alleller belirlenmistir. 395- 405 bp’lik ikili allel 6, 9-11, 14, 16-19 ve 24-28
numarali klonlarda tespit edilirken geriye kalan tim klonlarda 395-405-412 bp’lik ¢l alleller
tespit edilmistir. Tmscl ile yapilan analizde tim klonlarda 296 bp’lik bir allel tespit edilmistir.
Tmsc75 ile yapilan analizde 201-226-238 bp’lik ve 204-230-240 bp’lik t¢li allellerden olusan
6 farkli allel belirlenmistir. 201-226-238 bp’lik allel 1-4, 7, 8, 10-16, 19, 22, 23, 25, 27, 28, 32,
33, 36 numarali klonlarda tespit edilirken geriye kalan tim klonlarda 204-230-240 bp’lik t¢lu
allel tespit edilmistir. Tmsc77, Tmsc86 ve Tmsc33 ile yapilan analizde sirasiyla tim klonlarda
199-201, 320-330, 194-196 bp’lik ikili alleller belirlenmistir. Tmsc31 ve Tmsc37 ile yapilan
analizlerde tim klonlarda sirasiyla 236-246-252 ve 237-242-249 bp’lik Gclu alleller
belirlenmistir. Tmsc45 ile yapilan analizde 192-210-216-220, 194-212-220-222 ve 194-212-
220-222-228 bp’lik dortli ve besli allellerden olusan 8 farkli allel belirlenmistir. 192-210-216-
220 bp’lik dortlu allel 2, 5, 8-13, 15, 17, 18, 21, 24, 26, 29, 34, 35, 37, 39, 40 numarali
klonlarda, 194-212-220-222 bp’lik dortlt allel 1, 3, 6, 7, 14, 16, 20, 22, 25, 27, 28, 30, 31, 33
numarali klonlarda, 194-212-220-222-228 bp’lik besli allel 19, 23, 32, 36, 38 numarah
klonlarda tespit edilmistir. Tmsc48 ile yapilan analizlerde 22, 23, 33 ve 36 numarali klonlarda
293 Dbp’lik bir allel belirlenirken geriye kalan tim Kklonlarda herhangi bir allel
belirlenememistir. Tmsc68 kullanilarak yapilan analizde 518-527-550 ve 490-502-518 bp’lik
ucli allellerden olusan 5 farkl allel tespit edilmistir. 518-527-550 bp’lik G¢lu allel 1-5, 7, 9,
11, 12, 14-19, 21-29 ve 32-40 numaral klonlarda belirlenirken geriye kalan tim klonlarda
490-502-518 bp’lik tcli allel belirlenmistir.
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Cizelge 3.8. Rekombinasyon 6ncesi A10 hticre kiltiriindeki ve rekombinasyon sonrasi A10 sporozoit stabilatlar1 ile in vitro enfeksiyonu takiben elde edilen
klonlarin genotipik yapilar

Polimorfik Markerler (Rekombinasyon Oncesi)

Klon TS5 TS6 TS-8 TS9 TS12 |TS15 TS16 [TS20 TS25 |TS31 |MSC8 [MSC19 [MSC14 |Tmscl [Tmsc75 [Tmsc77 JTmsc86 [Tmsc31 JTmsc33 [Tmsc37 |Tmscd5 [Tmsc48 | Tmsc68

ID  |(chr-4) J(chr-4) |(chr-3) J(chr-3) J(chr-3) ](chr-1) J(chr-1)](chr-2) | (chr-4)}(chr-2)|(chr-2)}(chr-2) |(chr-3) J(chr-1)](chr-1) J(chr-1) J(chr-1) |(chr-2) J(chr-2) |(chr-2) |(chr-3) |(chr-3) (chr-4)

KL-1 | 265-268 | 370-376- | 268-278- | 346-366- |253-271- | 248-258- |346-354| 240-244- | 225-230]| 244- [378-386] 500-513 | 420 296 | 238-243 | 201-204 | 326-330 | 274 194 | 244-249 | 222-228 | 304-308 527-540
389 283 374-406 281 265 255 255-260

KL-2 | 265-268 | 370-376- | 268-278- | 346-366- |253-271- | 248-258- |346-354 | 240-244- | 225-230| 244- |378-386] 500-513 | 420 296 | 238-243 | 201-204 |320-326-| 274 194 | 244-249 | 222-228 | 293-304- 527-540

389-450- 283 374-406 281 265 255 255-260 330 308

460

KL-3 | 265-268 | 370-376- | 268-278- | 346-366- |253-271- | 248-258- |346-354 | 240-244- | 225-230| 244- |378-386] 500-513 | 420 296 | 238-243 | 201-204 |320-326-| 274 194 | 244-249 | 222-228 | 293-304- 527-540
389 283 374-406 281 265 255 255-260 330 308

KL-4 | 265-268 | 370-376- | 268-278- | 346-366- |253-271- | 248-258- |346-354 | 240-244- | 225-230| 244- |378-386] 500-513 | 420 296 | 238-243 | 201-204 |320-326-| 274 194 | 244-249 | 222-228 527-540
389 283 374-406 281 265 255 255-260 330

KL-6 | 265-268 | 370-376- | 268-278- | 346-366- |253-271- | 248-258- |346-354| 240-244- | 225-230| 244- [378-386] 500-513 | 420 296 | 238-243 | 201-204 |320-326-| 274 194 | 244-249 | 194-222- | 293-304- 527-540
389 283 374-406 281 265 255 255-260 330 228 308

KL-7 | 265-268 | 370-376- | 268-278- | 346-366- |253-271- | 248-258- |346-354| 240-244- | 225-230]| 244- [378-386] 500-513 | 420 296 | 238-243 | 201-204 |320-326-| 274 194 | 244-249 | 194-222- | 304-308 527-540
389 283 374-406 281 265 255 255-260 330 228

KL-8 | 265-268 | 370-376- | 268-278- | 346-366- | 317-374 -~ |344-350] 240-244- | 225-230| 244- |[378-386] 500-513 | 420 296 | 238-243 | 201-204 |320-326-| 274 194 | 244-249 | 194-222- | 293-304- 527-540
389 283 374-406 255 255-260 330 228 308

KL-10 | 265-268 | 370-376- | 268-278- | 346-366- |253-271- | 248-258- |346-354| 240-244- | 225-230]| 244- [378-386] 500-513 | 420 296 | 238-243 | 201-204 |320-326-| 274 194 | 244-249 | 194-222- | 293-304- 527-540
389 283 374-406 281 265 255 255-260 330 228 308

KL-11 | 265-268 | 370-376- | 268-278- | 346-366- |253-271- | 248-258- |346-354 | 240-244- | 225-230]| 244- |378-386] 500-513 | 420 296 | 238-243 | 201-204 |320-326-| 274 194 | 244-249 | 194-222- | 293-304- 527-540
389 283 374-406 281 265 255 255-260 330 228 308

KL-12 | 265-268 | 370-376- | 268-278- | 346-366- |253-271- | 248-258- |346-354 | 240-244- | 225-230]| 244- [378-386] 500-513 | 420 296 | 238-243 | 201-204 |320-326-| 274 194 | 244-249 | 194-222- | 304-308 527-540
389 283 374-406 281 265 255 255-260 330 228

KL-13 | 265-268 | 370-376- | 268-278- | 346-366- |253-271- | 248-258- |346-354| 240-244- | 225-230]| 244- [378-386] 500-513 | 420 296 | 238-243 | 201-204 |320-326-| 274 194 | 244-249 | 194-222- | 293-304- 527-540
389 283 374-406 281 265 255 255-260 330 228 308

KL-14 | 265-268 | 370-376- | 268-278- | 346-366- |253-271- | 248-258- |346-354| 240-244- | 225-230| 244- [378-386] 500-513 | 420 296 | 238-243 | 201-204 |320-326-| 274 194 | 244-249 | 194-222- | 293-304- 527-540
389 283 374-406 281 265 255 255-260 330 228 308

KL-15 | 265-268 | 370-376- | 268-278- | 346-366- |253-271- | 248-258- |346-354| 240-244- | 225-230]| 244- |378-386] 500-513 | 420 296 | 238-243 | 201-204 |320-326-| 274 194 | 244-249 | 222-228 | 293-304- 527-540
389 283 374-406 281 265 255 255-260 330 308

KL-16 | 265-268 | 370-376- | 268-278- | 346-366- |253-271- | 248-258- |346-354 | 240-244- | 225-230| 244- |378-386] 500-513 | 420 296 | 238-243 | 201-204 |320-326-| 274 194 | 244-249 | 222-228 | 293-304- 527-540
389 283 374-406 281 265 255 255-260 330 308

KL-17 | 265-268 | 370-376- | 268-278- | 346-366- |253-271- | 248-258- |346-354 | 240-244- | 225-230| 244- |378-386] 500-513 | 420 296 | 238-243 | 201-204 |320-326-| 274 194 | 244-249 | 222-228 | 293-304- 527-540
389 283 374-406 281 265 255 255-260 330 308

KL-20 | 265-268 | 370-376- | 268-278- | 346-366- |253-271- | 248-258- |346-354 | 240-244- | 225-230| 244- |378-386] 500-513 | 420 296 | 238-243 | 201-204 |320-326-| 274 | 194-196 | 244-249 | 222-228 | 293-304- 527-540
389 283 374-406 281 265 255 255-260 330 308

KL-21 | 265-268 | 370-376- | 268-278- | 346-366- |253-271- | 248-258- |346-354 | 240-244- | 225-230]| 244- [378-386] 500-513 | 420 296 | 238-243 | 201-204 |320-326-| 274 194 | 244-249 | 222-228 | 293-304- 527-540
389 283 374-406 281 265 255 255-260 330 308

KL-22 | 265-268 | 370-376- | 268-278- | 346-366- |253-271- | 248-258- |346-354 | 240-244- | 225-230]| 244- |378-386] 500-513 | 420 296 | 238-243 | 201-204 |320-326-| 274 194 | 244-249 | 222-228 | 293-304- 527-540
389 283 374-406 281 265 255 255-260 330 308

KL-23 | 265-268 | 370-376- | 268-278- | 346-366- |253-271- | 248-258- |346-354| 240-244- | 225-230]| 244- [378-386] 500-513 | 420 296 | 238-243 | 201-204 |320-326-| 274 194 | 244-249 | 222-228 | 293-304- 527-540
389 283 374-406 281 265 255 255-260 330 308

KL-26 | 265-268 | 370-376- | 268-278- | 346-366- |253-271- | 248-258- |346-354 | 240-244- | 225-230| 244- [378-386] 500-513 | 420 296 | 238-243 | 201-204 |320-326-| 274 | 194-196 | 244-249 | 222-228 | 293-304- 527-540
389 283 374-406 281 265 255 255-260 330 308

KL-28 | 265-268 | 370-376- | 268-278- | 346-366- |253-271-| 258-265 |346-354| 240-244- | 225-230]| 244- |378-386] 500-513 | 420 296 | 238-243 | 201-204 |320-326-| 274 | 194-196 | 244-249 | 222-228 | 293-304- 527-540
389 283 374-406 281 255 255-260 330 308

KL-29 | 265-268 | 370-376- | 268-278- | 346-366- |253-271- | 248-258- |346-354 | 240-244- | 225-230]| 244- [378-386] 500-513 | 420 296 | 238-243 | 201-204 |320-326-| 274 | 194-196 | 244-249 | 222-228 | 293-304- 527-540
389 283 374-406 281 265 255 255-260 330 308

KL-30 | 265-268 | 370-376- | 268-278- | 346-366- |253-271- | 248-258- |346-354 | 240-244- | 225-230]| 244- [378-386] 500-513 | 420 296 | 238-243 | 201-204 |320-326-| 274 | 194-196 | 244-249 | 222-228 | 293-304- 527-540
389 283 374-406 281 265 255 255-260 330 308
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Cizelge 3.8. Rekombinasyon dncesi A10 hticre kultirtiindeki ve rekombinasyon sonrasi A10 sporozoit stabilatlari ile in vitro enfeksiyonu takiben elde edilen
klonlarin genotipik yapilari, devam:

Polimorfk Markerler (Rekombinasyon Oncesi)

Klon |TS5 TS6 TS-8 TS9 TS12 |TS15 |TS16 [TS20 TS25 |TS31 [MSC8 |[MSC19 [MSC14 |Tmscl [Tmsc75 |[Tmsc77 [Tmsc86 [Tmsc31 [Tmsc33 [Tmsc37 [Tmsc45 JTmsc48 | Tmsc68
ID  |(chr-4) J(chr-4) |(chr-3) J(chr-3) J(chr-3) ](chr-1) J(chr-1)](chr-2) | (chr-4)}(chr-2)|(chr-2)}(chr-2) |(chr-3) J(chr-1)](chr-1) J(chr-1) J(chr-1) |(chr-2) J(chr-2) |(chr-2) |(chr-3) |(chr-3) (chr-4)
KL-33 | 265-268 | 370-376- | 268-278- | 346-366- |253-271- | 248-258- |346-354| 240-244- | 225-230| 244- |378-386| 500-513 | 420 296 | 238-243 | 201-204 | 326-330 | 274 | 194-196 | 244-249 | 222-228 | 304-308 527-540
389 283 374-406 281 265 255 255-260
KL-35 | 265-268 | 450-460 | 268-278- | 346-366- |253-271- - |344-350] 240-244-| 217 244- 1378-386| 500-513 | 420 296 | 238-243 | 201-204 | 326-330 | 274 | 194-196 | 244-249 | 222-228 | 293-304- 527-540
283 374-406 281 255 255-260 308
KL-36 | 265-268 | 370-376- | 268-278- | 346-366- |253-271- | 248-258- |346-354| 240-244- | 225-230| 244- |378-386| 500-513 | 420 296 | 238-243 | 201-204 |320-326-| 274 | 194-196 | 244-249 | 222-228 | 293-304- 527-540
389 283 374-406 281 265 255 255-260 330 308
KL-39 | 265-268 | 370-376- | 268-278- | 346-366- |253-271- | 248-258- |346-354| 240-244- | 225-230| 244- |378-386| 500-513 | 420 296 | 238-243 | 201-204 |320-326-| 274 | 194-196 | 244-249 | 222-228 | 293-304- 527-540
389 283 374-406 281 265 255 255-260 330 308
Polimorfik Markerler (Rekombinasyon Sonrasi)
Klon |TS5 TS6  |TS8 (ch{TS9 (chr-dTS12 [TS15 |TS16 |TS20 |TS25 |TS31 |MSC8 |[MSC19 [MSC14 [Tmscl [Tmsc75 [Tmsc77 Tmsc86 [Tmsc31 [Tmsc33 |Tmsc37 [Tmsc45 JTmsc48Tmsc68
ID (chr-4) |(chr-4) |3) (chr-3) |(chr-1)|(chr-1) |(chr-2) |(chr-4) |(chr-2){(chr-2) | (chr-2) |(chr-3) |(chr-1)|(chr-1) |(chr-1) (chr-1) |(chr-2) [(chr-2) |(chr-2) J(chr-3) |(chr-3) |(chr-4)
KL-1 270 447- | 260-278] 355-374 | 279-281 | - | 346-354 |231-250 --- - |363-368] 521-524 | 395-405-] 296 | 201-226- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 194-212- —-- | 518-527-
451-457 286 412 238 252 249 220-222 550
KL-2 270 376- | 260-278] 355-374 | 279-281 |258-265] - [231-250] - - |363-368] 521-524 | 395-405-| 296 | 201-226- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 192-210- —-- | 518-527-
382-389 286 412 238 252 249 216-220 550
KL-3 270 447- | 260-278] 355-374 | 279-281 | - | 346-354 |231-250 --- - |363-368] 521-524 | 395-405-| 296 | 201-226- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 194-212- —-- | 518-527-
451-457 286 412 238 252 249 220-222 550
KL-4 270 447- | 260-278] 355-374 | 279-281 | - | 346-354 |231-250 --- - |363-368] 521-524 | 395-405-| 296 | 201-226- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 194-212- —-- | 518-527-
451-457 286 412 238 252 249 220-222 550
KL-5 270 376- | 260-278] 355-374 | 279-281 |258-265] - [231-250] - - |363-368] 521-524 | 395-405-| 296 | 204-230- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 192-210- —-- | 518-527-
382-389 286 412 240 252 249 216-220 550
KL-6 270 447- | 260-2781 355-374 | 317-323- |258-265] - |231-250| - - |363-368] 521-524 | 395-405 | 296 | 204-230- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 194-212- - | 490-502-
451-457 286 327 240 252 249 220-222 518
KL-7 270 447- | 260-2781 355-374 | 279-281 | - | 346-354 |231-250| --- - |363-368] 521-524 | 395-405-| 296 | 201-226- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 194-212- —-- | 518-527-
451-457 286 412 238 252 249 220-222 550
KL-8 270 447- | 260-2781 355-374 | 279-281 | - | 346-354 |231-250| --- - |363-368] 521-524 | 395-405-| 296 | 201-226- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 192-210- - | 490-502-
451-457 286 412 238 252 249 216-220 518
KL-9 270 376- | 260-278] 355-374 | 279-281 |258-265] - [231-250] --- - |363-368] 521-524 | 395-405 | 296 | 204-230- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 192-210- —-- | 518-527-
382-389 286 240 252 249 216-220 550
KL-10] 270 447- | 260-278] 355-374 | 279-281 | - | 346-354 |231-250 --- - |363-368] 521-524 | 395-405 | 296 | 201-226- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 192-210- - | 490-502-
451-457 286 238 252 249 216-220 518
KL-11[249-270-] 376- | 260-278] 355-374 | 279-281 |258-265] 346-354 | 231-250 | 293 - |363-368] 521-524 | 395-405 | 296 | 201-226- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 192-210- —-- | 518-527-
306 382- 286 238 252 249 216-220 550
389-
451-457
KL-12] 270 376- | 260-278] 355-374 | 279-281 |258-265] 346-354 [ 231-250 --- - |363-368] 521-524 | 395-405-| 296 | 201-226- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 192-210- —-- | 518-527-
382- 286 412 238 252 249 216-220 550
389-457
KL-13] 270 447- | 260-278] 355-374 | 279-281 | - | 346-354 |231-250 --- - |363-368] 521-524 | 395-405-| 296 | 201-226- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 192-210- - | 490-502-
451-457 286 412 238 252 249 216-220 518
KL-14] 270 447- | 260-278] 355-374 | 279-281 | - | 346-354 |231-250 --- - |363-368] 521-524 | 395-405 | 296 | 201-226- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 194-212- —-- | 518-527-
451-457 286 238 252 249 220-222 550
KL-15] 270 376- | 260-278] 355-374 | 279-281 |258-265] - [231-250] - - |363-368] 521-524 | 395-405-] 296 | 201-226- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 192-210- —-- | 518-527-
382-389 286 412 238 252 249 216-220 550
KL-16] 270 447- | 260-278] 355-374 | 279-281 | - | 346-354 |231-250 --- - |363-368] 521-524 | 395-405 | 296 | 201-226- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 194-212- —-- | 518-527-
451-457 286 238 252 249 220-222 550
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Cizelge 3.8. Rekombinasyon dncesi A10 hticre kultirtiindeki ve rekombinasyon sonrasi A10 sporozoit stabilatlari ile in vitro enfeksiyonu takiben elde edilen
klonlarin genotipik yapilari, devam:

Polimorfik Markerler (Rekombinasyon Sonrasi)

Klon |TS5 TS6 TS8 (ch{TS9 (chr-3TS12  |TS15 [TS16 |TS20 |[TS25 [TS31 |MSC8 [MSC19 [MSC14 |Tmscl |[Tmsc75 [Tmsc77 Tmsc86 |Tmsc31 [Tmsc33 |Tmsc37 [Tmsc45 JTmsc48Tmsc68
ID (chr-4) |(chr-4) |3) (chr-3) |(chr-1) (chr-1) |(chr-2) |(chr-4) |(chr-2){(chr-2) | (chr-2) |(chr-3) |(chr-1)|(chr-1) |(chr-1) (chr-1) |(chr-2) [(chr-2) |(chr-2) J(chr-3) |(chr-3) |(chr-4)
KL-17| 270 |376-382-] 260-278] 355-374 | 279-281 |258-265] - |231-250| - - |363-368] 521-524 | 395-405 | 296 | 204-230- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 192-210- —-- | 518-527-
389 286 240 252 249 216-220 550
KL-18| 270 |376-382-] 260-278] 355-374 | 279-281 |258-265] - |231-250| - - |363-368] 521-524 | 395-405 | 296 | 204-230- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 192-210- —-- | 518-527-
389 286 240 252 249 216-220 550
KL-19| 270 [382-389-] 260-278] 355-374 | 279-281 |258-265] 346-354 | 231-250 | - - |363-368] 521-524 | 395-405 | 296 | 201-226- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 194-212- —-- | 518-527-
451-457 286 238 252 249 | 220-222- 550
228
KL-20| 270 [447-451-] 260-278] 355-374 | 317-323- |[258-265] - [231-250| - - |363-368] 521-524 | 395-405-| 296 | 204-230- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 194-212- - | 490-502-
457 286 327 412 240 252 249 220-222 518
KL-21| 270 |376-382-] 260-278] 355-374 | 279-281 |258-265] - |231-250| - - |363-368] 521-524 | 395-405-| 296 | 204-230- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 192-210- —-- | 518-527-
389 286 412 240 252 249 216-220 550
KL-22| 270 [447-451-] 260-278] 355-374 | 279-281 | --- | 346-354 |231-250| - - |363-368] 521-524 | 395-405-| 296 | 201-226- | 199-201 320-330 | 235-246- ] 194-196 | 237-242- | 194-212- | 293 |518-527-
457 286 412 238 252 249 220-222 550
K L-23249-270-|376-382-] 260-278] 355-374 | 279-281 | - | 346-354 |231-250| - - |363-368] 521-524 | 395-405-| 296 | 201-226- | 199-201 320-330 | 235-246- ] 194-196 | 237-242- | 194-212- | 293 |518-527-
306 389 286 412 238 252 249 | 220-222- 550
228
KL-24] 270 389 | 260-278] 355-374 | 279-281 [258-265] - [231-250] - 368 | 521-524 | 395-405 | 296 | 204-230- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 192-210- —-- | 518-527-
286 240 252 249 216-220 550
KL-25| 270 [447-451-] 260-278] 355-374 | 279-281 | --- | 346-354 |231-250| - 368 | 521-524 | 395-405 | 296 | 201-226- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 194-212- —-- | 518-527-
457 286 238 252 249 220-222 550
KL-26| 270 |[376-382-] 260-278] 355-374 | 279-281 |258-265] - |231-250| - 368 | 521-524 | 395-405 | 296 | 204-230- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 192-210- —-- | 518-527-
389 286 240 252 249 216-220 550
KL-27| 270 |447-451-] 260-278] 355-374 | 279-281 | --- | 346-354 |231-250| - 368 | 521-524 | 395-405 | 296 | 201-226- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 194-212- —-- | 518-527-
457 286 238 252 249 220-222 550
KL-28| 270 [447-451-] 260-278] 355-374 | 279-281 | - | 346-354 |231-250| - 368 | 521-524 | 395-405 | 296 | 201-226- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 194-212- —-- | 518-527-
457 286 238 252 249 220-222 550
KL-29| 270 |376-382-] 260-278] 355-374 | 279-281 |258-265] - |231-250| - 368 | 521-524 | 395-405-] 296 | 204-230- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 192-210- —-- | 518-527-
389 286 412 240 252 249 216-220 550
KL-30| 270 |447-451-] 260-278] 355-374 | 317-323-| 265 —--  |231-250| - 368 | 521-524 | 395-405-] 296 | 204-230- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 194-212- - | 490-502-
457 286 327 412 240 252 249 220-222 518
KL-31| 270 |447-451-] 260-278] 355-374 | 317-323- |258-265] - |231-250| - 368 | 521-524 | 395-405-] 296 | 204-230- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 194-212- - | 490-502-
457 286 327 412 240 252 249 220-222 518
K L-32[249-270-|376-382-] 260-278] 355-374 | 279-281 | - | 346-354 |231-250| - 368 | 521-524 |395-405-| 296 | 201-226- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 194-212- —-- | 518-527-
306 |389-447-] 286 412 238 252 249 | 220-222- 550
451-457 228
KL-33| 270 |447-451-] 260-278] 355-374 | 279-281 | --- | 346-354 | 231-250| - 368 | 521-524 | 395-405-] 296 | 201-226- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242-| 194-212- | 293 |518-527-
457 286 412 238 252 249 220-222 550
KL-34| 270 |[376-382-] 260-278] 355-374 | 279-281 |258-265] - |231-250| - 368 | 521-524 |395-405-| 296 | 204-230- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 192-210- —-- | 518-527-
389 286 412 240 252 249 216-220 550
KL-35| 270 |[376-382-] 260-278] 355-374 | 279-281 |258-265] - |231-250| - 368 | 521-524 |395-405-| 296 | 204-230- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 192-210- —-- | 518-527-
389 286 412 240 252 249 216-220 550
K L-36 [249-270-|376-382-] 260-278] 355-374 | 279-281 | --- | 346-354 |231-250| - 368 | 521-524 |395-405-| 296 | 201-226- | 199-201 320-330 |235-246- ] 194-196 | 237-242-| 194-212- | 293 |518-527-
306 |389-447-] 286 412 238 252 249 | 220-222- 550
451-457 228
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Cizelge 3.8. Rekombinasyon dncesi A10 hticre kultirtiindeki ve rekombinasyon sonrasi A10 sporozoit stabilatlari ile in vitro enfeksiyonu takiben elde edilen
klonlarin genotipik yapilari, devam:

Polimorfik Markerler (Rekombinasyon Sonrasi)

Klon |TS5 [TS6 TS8 (ch{TS9 (chr-3TS12  |TS15 |TS16 |TS20 |TS25 [TS31 |MSC8 [MSC19 [MSC14 |Tmscl |[Tmsc75 [Tmsc77 Tmsc86 |Tmsc31 [Tmsc33 |Tmsc37 [Tmsc45 JTmsc48Tmsc68
ID (chr-4)|(chr-4) |3) (chr-3) |(chr-1) |(chr-1) |(chr-2) |(chr-4) |(chr-2)|(chr-2) | (chr-2) |(chr-3) |(chr-1)|(chr-1) |(chr-1) (chr-1) |(chr-2) [(chr-2) |(chr-2) J(chr-3) |(chr-3) |(chr-4)
KL-37| 270 |376-382-| 260-278] 355-374 | 279-281 |258-265] - |231-250| - 368 | 521-524 |395-405-| 296 | 204-230- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 192-210- —-- | 518-527-
389 286 412 240 252 249 216-220 550
KL-38| 270 |376-382-| 260-278] 355-374 | 279-281- [258-265] - ]231-250| 293 368 | 521-524 |395-405-| 296 | 204-230- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 194-212- —-- | 518-527-
389-447- 286 317-327 412 240 252 249 | 220-222- 550
451-457 228
KL-39| 270 |376-382-| 260-278] 355-374 | 279-281 |258-265] - |231-250| - - |363-368] 521-524 | 395-405-| 296 | 204-230- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 192-210- —-- | 518-527-
389 286 412 240 252 249 216-220 550
KL-40| 270 |376-382-| 260-278] 355-374 | 279-281 |258-265] - [231-250| - 368 | 521-524 |395-405-| 296 | 204-230- | 199-201 320-330 | 235-246- | 194-196 | 237-242- | 192-210- —-- | 518-527-
389 286 412 240 252 249 216-220 550

86



D7 Al
—— klonlanmamay

— W e w— Y e p— Y e g T Sy W W RS = e

TS T TSN W W ) R i W —— —— g W, U — e —




D7 All

klonlaama mry

Bo; TS15




Co; Tmscds

. [ — JR——
T v S S s el e S -~ — —

C; Tmsc45

Resim 3.10. A10 klonlarina ait Spreadex jel gorunttleri. A10 sporozoit stabilatlar: ile invitro enfeksiyonu takiben elde edilen klonal
hicre kulttrlerine ait DNA drneklerinin TS5 (A), TS15 (B), Tmsc45 (C) ve rekombinasyon éncesi hicre kultirinden elde edilen DNA
orneklerinin TS5 (Ao), TS15 (Bo), Tmsc45 (Co) polimorfik markerlerine ait primer ¢iftleri kullanilarak elde edilen PZR Uruinlerinin
Spreadex (Elchrom Scientific™, ABD) goruntusi. (M); M3 (Elchrom Scientific™) referans molekuler boyut belirleyici. (1-23); 1-23
numarali A10 klonlarina ait DNA 6rnekleri
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Thelieria annulata/Ak¢aova A10 sporozoit stabilati ile in vitro ortamda enfekte edilen
PBM hicrelerinden elde edilen 40 adet klon ile rekombinasyon 6ncesi A10 hiicre kilttrinden
elde edilmis 27 adet klonun genotipik yapilar1 polimorfik 23 adet mini ve mikrosatellit marker
ile belirlenmistir. Rekombinasyon 6ncesi ve sonrasinda tespit edilen alleller karsilastirilarak,
rekombinasyonun yogun oldugu kromozomal bdlgeler ve varsa bu bdlgeler fonksiyonlar:
yonunden incelenmistir. Birinci kromozom uzerinde yer alan (TS15, TS16, Tmscl, Tmsc75,
Tmsc77 ve Tmsc86) polimorfik markerlardan TS15 ile yapilan analizde rekombinasyon
oncesindeki A10 hicre kalturinde 248-258-265 bp’lik Gclt alleller belirlenmistir.
Rekombinasyon sonrasinda 248 bp’lik allelin kayboldugu ve klonlarda 265 bp’lik tekli ve
258-265 bp’lik ikili alleller meydana gelerek populasyonun yapisinin degistigi tespit edilmistir
(Resim 3.10; B). Rekombinasyon oOncesinde ve sonrasinda bazi klonlarda hicbir allel
belirlenememistir. TS16 ile yapilan analizde rekombinasyondan 6nce A10 hcrelerinde 346-
354 bp’lik ikili allel tespit edilmis ve sadece iki klonda 344-350 bp’lik ikili allel belirlenmistir.
Rekombinasyon sonrasinda, 6ncesinde oldugu gibi 346-354 bp’lik ikili allel tespit edilmis ve
bazi klonlarda higbir allel belirlenememistir. Tmscl ile yapilan analizde rekombinasyon
oncesinde ve sonrasinda 296 bp’lik tek bir allel belirlenmis ve herhangi bir farklilik tespit
edilememistir. Tmsc75 ile yapilan incelemede rekombinasyondan énce A10 hicrelerinde tim
klonlarda 238-243 bp’lik ikili allel tespit edilirken, rekombinasyondan sonra 201-226-238 ve
204-230-240 bp’lik G¢la allellerden olusan bir genotip belirlenmistir. Rekombinasyon
sonrasinda bir allelin kayboldugu ve 5 farkli allelin meydana geldigi belirlenmistir. Tmsc77 ile
yapilan analizde rekombinasyon 0Oncesinde tiim klonlarda 201-204 bp’lik ikili allel tespit
edilirken, rekombinasyon sonrasinda tiim klonlarda 199-201 bp’lik ikili allel tespit edilmistir.
Tmsc86 ile yapilan analizde rekombinasyondan 6nce 326-330 ve 320-326-330 bp’lik ikili ve
ucli alleller belirlenirken, rekombinasyon sonras: tim klonlarda 320-330 bp’lik ikili allel
belirlenmistir. Rekombinasyon sonrasinda 326 bp’lik allelin kayboldugu gortlmiistr. ikinci
kromozom Uzerinde yer alan (TS31, TS20, MSC8, MSC19, Tmsc31, Tmsc33 ve Tmsc37)
polimorfik markerlardan biri olan TS31 ile yapilan analizde rekombinasyon Oncesinde tim
klonlarda 244-255-260 bp’lik Gcli allel tespit edilirken rekombinasyon sonrasinda allellerin
hepsinin kayboldugu belirlenmistir. TS20 ile rekombinasyon dncesinde 240-244-255 bp’lik
ucli allel tespit edilirken, rekombinasyon sonrasinda 231-250 bp’lik ikili allel tespit edilmistir.
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Rekombinasyon oncesinde tespit edilen 3 farkli allel rekombinasyon sonrasinda
kaybolmus, yerine 2 farkl allel meydana gelmistir. Bu bulgular TS20 boélgesindeki yogun
rekombinasyonu gostermektedir. MSC8 polimorfik markeri ile rekombinasyon 6ncesinde tim
klonlarda 378-386 bp’lik ikili allel belirlenirken, rekombinasyon sonrasinda 368 ve 363-368
bp’lik tekli ve ikili alleller belirlenmistir. MSC19 ile yapilan analizde rekombinasyon
oncesinde 500-513 bp’lik ikili allel belirlenirken, rekombinasyon sonrasinda tim klonlarda
521-524 bp’lik rekombinasyon Oncesine gore tamamen farkli ikili alleller ortaya ¢ikmistir.
Tmsc31 ile yapilan analizde, rekombinasyon oncesinde 274 bp’lik allel belirlenirken,
rekombinasyon sonrasinda 236-246-252 bp’lik Uclu allelin ortaya ciktigi tespit edilmistir.
Tmsc33 ile rekombinasyon oncesinde 194 bp’lik tekli ve 194-196 bp’lik ikili allel
kombinasyonlar1 goriliirken, rekombinasyon sonrasinda 194-196 bp’lik ikili allel varhgini
korumus ve 194 bp’lik tekli allelin kayboldugu belirlenmistir. Ikinci kromozom (izerinde
yerlesim gosteren son polimorfik marker olan Tmsc37 ile yapilan incelemede rekombinasyon
oncesi 244-249 bp’lik ikili allel belirlenirken, rekombinasyon sonrasi 237-242-249 bp’lik Ul
alleller belirlenmistir. Uclincti kromozom (izerinde yer alan (TS8, TS9, TS12, MSC14,
Tmsc45 ve Tmsc48) polimorfik markerlar dan TS8 ile rekombinasyon dncesinde 268-278-283
bp’lik tclt allel tespit edilirken, rekombinasyon sonrasinda tim klonlarda 260-278-286 bp’lik
ucli alleller belirlenmistir. TS9O ile yapilan analizde rekombinasyon 6ncesinde 346-366-374-
406 bp’lik dortlt allel belirlenirken, rekombinasyon sonrasinda 355-374 bp’lik ikili alleller
tespit edilmistir. TS12 ile yapilan analizde rekombinasyon dncesindeki A10 hiicre kilttrinde
bir klon hari¢ tim klonlarda 253-271-281 bp’lik t¢lu ve kalan bir klonda 317-374 bp’lik ikili
allel belirlenirken, rekombinasyon sonras1 279-281, 317-323-327 ve 279-281-317-327 bp’lik
ikili, G¢clu ve dortlu allellerden olusan 5 farkl: allel tespit edilmistir. Bu bulgular TS12
bolgesindeki yogun rekombinasyonu gostermektedir. MSC14 ile yapilan analizde
rekombinasyon oncesinde 420 bp’lik bir allel belirlenirken, rekombinasyon sonrasi yapilan
analizde 395-405 bp’lik ve 395-405-412 bp’lik ikili ve tcli alleller belirlenmistir. Tmsc45 ile
yapilan analizde rekombinasyon oncesinde 222-228 ve 194-222-228 bp’lik ikili ve dgli
alleller belirlenirken, rekombinasyon sonrasinda 192-210-216-220, 194-212-220-222 ve 194-
212-220-222-228 bp’lik dortli ve besli allellerden olusan 8 farkl allel belirlenmistir (Resim
3.10; C). Tmsc48 ile rekombinasyon oncesinde bir klonda higbir allel belirlenemezken iki
klonda 304-308 bp’lik ikili allel ve geriye kalan tim klonlarda 293-304-308 bp’lik Gclu
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alleller tespit edilmistir. Rekombinasyon sonrasinda sadece 4 klonda 293 bp’lik tek bir allel
belirlenirken geriye kalan tim klonlarda hicbir allel tespit edilememistir. T.annulata’nin
dordlnct ve son kromozomu uUzerindeki polimorfik markerlarindan (TS5, TS6, TS25 ve
TMSC68) biri olan TS5 ile yapilan analizde rekombinasyon o6ncesindeki A10 hicre
kilturinde 265-268 bp’lik ikili alleller belirlenmistir. Rekombinasyon sonrasinda bu ikili
allelin kayboldugu ve klonlarda 270 ve 249-270-306 bp’lik tekli ve Uclu alleller meydana
gelerek populasyonun yapisinin degistigi tespit edilmistir (Resim 3.10; A). TS6 ile
rekombinasyon o©ncesinde tim Kklonlarda 370-376-389 bp’lik uclu allel belirlenirken,
rekombinasyon sonrasinda 389, 447-451-457, 376-382-389, 376-382-389-457, 382-389-451-
457, 376-382-389-451-457 ve 376-382-389-447-451-457 bp’lik tekli, uclu, dortld, besli ve
altilr allellerden olusan 5 farkl: allel belirlenmistir. TS25 ile yapilan analizde rekombinasyon
oncesinde tim klonlarda 225-230 bp’lik ikili allel tespit edilirken, rekombinasyon sonrasi iki
klonda 293 bp’lik bir allel belirlenmis ve geriye kalan klonlarda hicbir allel belirlenememistir.
Tmsc68 ile rekombinasyon oncesinde tim klonlarda 527-540 bp’lik ikili allel belirlenirken,
rekombinasyon sonrasi 518-527-550 ve 490-502-518 bp’lik Uclt allellerden olusan 5 farkl
allel tespit edilmistir.

Kromozom 1 Gzerinde bulunan ve bu kromozomdaki en fazla rekombinasyon
yogunluguna sahip olan TMSC75 markeri ile yapilan analizde klonlardaki rekombinasyon
oram %92,5 olarak belirlenmistir. Kromozom 2 Uzerinde bulunan ve bu kromozomdaki en
fazla rekombinasyon yogunluguna sahip olan TS20 markeri ile yapilan analizde klonlardaki
rekombinasyon orani %100 olarak belirlenmistir. Kromozom 3 uzerinde bulunan ve bu
kromozomdaki en fazla rekombinasyon yogunluguna sahip olan TMSC45 markeri ile yapilan
analizde klonlardaki rekombinasyon orant %80 olarak belirlenmistir. Kromozom 4 Uzerinde
bulunan ve bu kromozomdaki en fazla rekombinasyon yogunluguna sahip olan TS6 markeri
ile yapilan analizde klonlardaki rekombinasyon oran1 %83 olarak belirlenmistir.
Thelieria annulata/Akcaova A10 sporozoit stabilati ile in vitro ortamda enfekte edilen PBM
hicrelerinden elde edilen 40 adet klonun ve rekombinasyon dncesine ait 27 klonun, polimorfik
23 adet mini ve mikrosatellit marker kullanilarak belirlenen tim allellerin frekans ve frekans

yuzdesi bulgular1 sekil (Sekil 3.5. ve 3.6.) ve tablo (Cizelge 3.9. ve 3.10.) olarak verilmistir.
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Sekil 3.5. Rekombinasyon dncesi A10 saha izolatmin klonlarina ait allel frekans dagilimlar:
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Sekil 3.6. Rekombinasyon sonrast A10 sporozoit stabilatlar1 ile invitro enfeksiyonu takiben elde
edilen klonlara ait allel frekans dagilimlar:

94




Cizelge 3.9. T. annulata/Akcaova A10(rd)’a ait allellerin frekans ve frekans yuzdeleri

A}I.el Frekans AI2I.eI Frekans | 3.Allel Frekans ALIlI.eI Frekans AI5I.eI Frekans
Mark. (bp) Frekans Yilzdesi | (bp) Frekans Yizdesi (bp) Frekans Yizdesi | (bp) Frekans Yizdesi | (bp) Frekans Yizdesi
Tss 265 27 1 268 27 1 - - - - - ] - ] ]
TS6 370 26 0.96 376 26 0.96 389 26 0.96 450 2 0.07 460 2 0.07
TS8 268 27 1 278 27 1 283 27 1 - - - - - -
TS9 346 27 1 366 27 1 374 27 1 406 27 1 - -
TS12 253 26 0.96 271 26 0.96 281 26 0.96 317 1 0.04 324 1 0.04
TS15 248 24 0.89 258 25 0.93 265 25 0.93 - - - - - -
TS16 344 2 0.07 346 25 0.93 350 2 0.07 354 25 0.93
TS20 240 27 1 244 27 1 255 27 1 - - - - - -
TS25 217 1 0.04 225 26 0.96 230 26 0.96 - - - - - -
TS31 244 27 1 255 27 1 260 27 1 - - - - - -
MSC8 378 27 1 386 27 1 - - - - - - - - -
MSC19 500 27 1 513 27 1 - - - - - - - - -
MSC14 420 27 1 - - - - - - - - - - - -
TMSC1 296 27 1 - - - - - - - - - - - -
TMSC75 | 234 1 0.04 238 27 1 243 26 0,96 - - - - - -
TMSC77 201 27 1 204 27 1 - - - - - -
TMSC86 | 320 24 0.89 326 27 1 330 27 1 - - - - - -
TMSC31 | 274 27 1 - - - - - - - - - - - -
TMSC33 | 194 27 1 196 9 0.33 - - - - - - - - -
TMSC37 | 244 27 1 249 27 1 - - - - - - - - -
TMSC45 | 194 8 0.3 222 27 1 228 27 1 - - - - - -
TMSC48 | 293 22 0.81 304 26 0.96 308 26 0.96 - - - - - -
TMSC68 | 527 27 1 540 27 1 - - - - - - - - -
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Cizelge 3.10. T. annulata/Akgaova A10(rs)’a ait allellerin frekans ve frekans yuzdeleri

1. Allel Frekans 2. Allel Frekans 3.Allel Frekans | 4. Allel Frekans
Mark. (bp) Frekans  Yizdesi (bp) Frekans  Yizdesi (bp) Frekans  Yizdesi (bp) Frekans Y Uzdesi

TS5 249 4 0.1 270 40 1 306 4 0.1 - - -
136 376 20 0.5 382 20 0.5 389 22 0.55 447 21 0.53
TS8 260 40 1 278 40 1 286 40 1 - - -
TS9 355 40 1 374 40 1 - - - - - -
TS12 279 36 0.9 281 36 0.9 317 5 0.13 323 4 0.1
TS15 258 22 0.55 265 23 0.58 - - - - - -
TS16 346 20 0.5 354 20 0.5 - - - - - -
TS20 231 40 1 250 40 1 - - - - - -
TS25 293 2 0.05 - - - - - - - - -
TS31 - - - - - - - - - - - -
MSC8 363 24 0.6 368 40 1 - - - - - -
MSC19 521 40 1 524 40 1 - - - - - -
MSC14 395 40 1 405 40 1 412 26 0.65 - - -
TMSC1 296 40 1 - - - - - - - - -
TMSC75 201 22 0.55 204 18 0.45 226 22 0.55 230 18 0.45
TMSC77 199 40 1 201 40 1 - - - - - -
TMSC86 320 40 1 330 40 1 - - - - - -
TMSC31 235 40 1 246 40 1 252 40 1 - - -
TMSC33 194 40 1 196 40 1 - - - - - -
TMSC37 237 39 0.98 238 1 0.03 242 39 0.98 243 1 0.03
TMSC45 192 20 0.5 194 20 0.5 210 20 0.5 212 20 0.5
TMSCA48 293 4 0.1 - - - - - - - - -
TMSC68 490 7 0.18 502 7 0.18 518 40 1 527 33 0.83
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Cizelge 3.10. T. annulata/Akcaova A10(rs)’a ait allellerin frekans ve frekans ytzdeleri, devam:
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3.2.2. Kromozomlardaki Rekombinasyon Yogunlugu

D7 ve Al0 izolatlarindaki rekombinasyonun seviyesini belirlemek igin; dort kromozom
uzerinde yer alan tim polimorfik markerlarda gorilen allel kaybi, yeni allelerin eklenmesi ya
da hic allel gorulmemesi gibi degisiklikler degerlendirilerek kromozomlar tzerinde yer alan
polimorfik marker sayisina gore sayisal bir oranlama yapilmistir. Bu oranlamaya gére D7
izolat1 icin; 1. kromozom: 2.16, 2. kromozom: 2.29, 3. kromozom: 2, 4. kromozom: 2.75 ve
A0 izolat: igin; 1. kromozom: 2.16, 2. kromozom: 3.29, 3. kromozom: 4.83, 4. kromozom:
4.50 olarak belirlenmistir. Bu bulgularin daha iyi anlasilmas: ve siralamanin ortaya ¢ikmasi

icin grafik olarak sunulmustur (Sekil 3.7.).
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Sekil 3.7. Kromozomlardaki rekombinasyon yogunlugu
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3.3. Antijen Primerlerin Baglanma Isilan

Antijen primerleri icin en uygun baglanma isilari, Theileria annulata/Ankara C9 DNA’s1
kullanilarak yapilan 1s1 derecelendirmeli (gradient) PZR sonucunda elde edilen drinlerin
agaroz jel elektroforezinde kosulmas: yoluyla tespit edilmistir (Resim 3.11). Antijen bolgeleri
cogaltmada kullanilan primerlerin baglanma isilar1 sirasiyla; TA15705 i¢in 50°C, TA06510,
TA15710, TA15685, TA15690, TA15695, TA17315, TA17050, TA13810, TA19865,
TAO03155, TA19320, TA06115, TA14970, TA17545, TA20980, TA03370, TA12105 igin
55°C ve TA03755, TA08425, TA11565, TA10060 i¢in 57°C olarak belirlenmistir. TA16090

icin herhangi bir baglanma 1sis1 belirlenememistir.
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Resim 3.11. Gradient PZR goruntuleri (Antijen bolge). Farkli antijen bolgelerini ¢ogaltmak
amaciyla tasarlanan primer ciftlerinin en uygun baglanma isilarinin belirlenmesi amaciyla
T.annulata Ankara C9 DNA 6rnegi kullanilarak yapilan 1s1 derecelendirmeli (gradient) PZR
sonucunda elde edilen driinlerin agaroz jel elektorforezine ait gorintuleri. (M): 100 bp’lik
referans molekuler boyut belirleyici (abm, Kanada); 1-12: T.annulata/Ankara C9 DNA
orneginin 50,8-59,2°C 1s1 araligindaki (55°C’de 10°C’lik derecelendirme) baglanma isilarinda
elde edilen PZR drinleri; 13: dH20 (deiyonize su) negatif kontrol
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3.4. Antijenlerde Boyut Farkhhklan

Theileria annulata/Ankara D7 sporozoit stabilati ile T.annulata/Akgaova A10 saha

izolatina ait sporozoit stabilatinin in vitro ortamda enfekte edilen PBM hiicrelerinden elde

edilen Klonlariyla, rekombinasyon o6ncesindeki klonlar1 kullanilarak boyut farkliliklarm:

belirlemek Gzere PZR ile test edilmis ve %2°‘lik agaroz jel elektroforezi ile gorintilenmistir
(Resim 3.12.). TA15705 ve TA08425 icin dizayn edilen primerlerle yapilan PZR sonucunda
ilgili antijen bolgesi sekanst iki izolat iginde ¢ogaltilamamistir. TA06115 ve TA03370 antijen

bolgelerini analiz etmek icin yapilan PZR’da ise sadece A10 izolatiyla ilgili bolgeler

cogaltilamamistir. Elde edilen bulgular tablo seklinde sunulmustur (Cizelge 3.11).

Cizelge 3.11. T ve B hiicre antijenlerinin ¢ogaltilan bdlge uzunluklar:

T.annulata Kodlanan Protein Antijenite Cogaltilan bélge | Cogaltilan bdlge Kaynak
antijenleri uzunlugu (bp) uzunlugu (bp)
D7 klonlan A10 klonlan
TA06510 hipotetik protein B hiicre 800 800 (Bilgic 2010)
TA15705 salgisal hipotetik protein B ve T hiicre (Bilgic 2010,
Machugh ve
ark 2008)
TA15710 salgisal hipotetik protein B hiicre 1020 1020 (Bilgic 2010)
TA15685 salgisal hipotetik protein B hiicre 740 740 (Bilgig 2010)
TA15690 salgisal hipotetik protein B hiicre 950 950 (Bilgic 2010)
TA15695 salgisal hipotetik protein B hiicre 470 (Bilgic 2010)
TA17315 ylizey protein precursor (TaSP) B hiicre 420 420 (Schnittger ve
ark 2002)
TA17050 merozoite-piroplasm yiizey B hiicre 910 910 (Gubbels ve ark
antijeni (Tams1) 2001)
TA03755 sporozoit yiizey antijeni (SPAG) B hiicre 1470 1470 (Williamson ve
ark 1989)
TA08425 T.parva microneme-rhoptry B hiicre (Ilhan ve ark
antijeni (Tamr-1) 1998)
TA13810 ts-chitose type piroplasm yiizey B hiicre 710 710 (Weir 2006)
proteini benzeri (Merol)
TA20980 proline-rich hypothetical protein B hiicre 3150 3150 (Ilhan 1999)
(NC1)
TA03155 Tashl1-benzeri AT-hook proteini B hiicre 990 950 (Bilgic 2010)
TA19865 oncl salgisal yuzey proteini (d T hiicre 600 600 (Bu tez)
proteini), T.sp China
TA06115 hipotetik protein T hiicre 1000 (Bu tez)
TA03370 T-complex protein 1 subunit T hiicre 2650 (Bu tez)
TA19320 salgisal, prohibitin homologu T hiicre 1145 1145 (Bu tez)
TA12105 heat shock proteini (HSP90) T hiicre 2800 2800 (Bu tez)
TA11565 salgisal, cysteine proteinase T hiicre 1260 1260 (Bu tez)
TA10060 salgisal coronin T hiicre 1700 1700 (Bu tez)
TA14970 traslasyon inhibisyon faktori T hiicre 840 840 (Machugh ve
elF-1A ark 2011)
TA17545 Theileria’ya 6zgl sub-telomeric T hiicre 320 320 (Bu tez)

protein (SVSP)
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Resim 3.12. Antijen markerlarla %2‘lik agaroz jel elektroforezi gorintileri [T. annulata/Ankara D7 sporozoit stabilati ile
T.annulata/Akcaova A10 saha izolatina ait sporozoit stabilatinin in vitro ortamda enfekte edilen PBM hcrelerinden elde edilen
klonlariyla, rekombinasyon dncesindeki klonlari kullanilarak TA03155 (A;D7, B;A10), TA10060 (C;D7, D;A10) ve TA15710 (E;D7,
F;A10) %2°lik agaroz jel elektroforezine ait gorintulerdir. A, C ve E’ de gosterilen 27-37, 39-51 rekombinasyon sonras1 klonlar1 ve 38
numara D7 rekombinasyon oncesi klonudur. B, D ve F’ de gosterilen 1-27 rekombinasyon oncesi klonlar1 ve 28-36 rekombinasyon
sonrast Klonlaridir. M; 100 bp Plus (abm, Kanada) molekuler boyut belirleyici marker
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4. TARTISMA

Protozoal bir parazit olan Theileria annulata tarafindan olusturulan tropikal theileriosis,
sigirlarda gorilen ekonomik 6neme sahip bir hastaliktir. Tropikal theileriosis, Kuzey Afrika,
Guney Avrupa, Hindistan ve Turkiye’nin de icerisinde bulundugu Orta Dogu ile Asya da
ortalama olarak 200 milyon sigirda risk olusturan ve bu bdlgelerde yaygin olarak gorilen bir
hastaliktir (Purnell 1978). Hastaligin siddeti endemik stabil ve stabil olmayan bdlgeler
arasinda hafif klinik belirtilerden 6lumlere kadar degismektedir. Patogenez asil olarak, enfekte
I6kositlerde olusan proliferasyon ve anemiye baghdir. Tropikal theileriosis ile direk iligkili
olarak hayvanlarda ve dolaysiyla isletmelerde olusan kayiplari 6lim, verim dustkliga,
abortlar, veteriner tani ve tedavi giderleri ile kene mucadelesi igin yapilan masraflar
olusturmaktadir (Gharbi ve ark 2006, Inci ve ark 2007, Jonsson ve ark 2008).

Theileria annulata, ixodidae ailesinde yer alan Hyalomma soyuna bagli kene turleri
tarafindan nakledilen, zorunlu hicre ici parazittir. T.annulata hem vektor kenelerde hem de
omurgali konakta birbirinden morfolojik olarak farklilik gésteren gelisme donemleri gegirir.
Parazitin yasam ¢cemberi, omurgal konaktaki sizogoni ve merogoni ile ara konak olan vektor
kenelerdeki gametogoni ve sporogoni olmak (zere dort temel donemden olusur. T.annulata
genomu sadece kenelerin barsaginda gecen kisa bir diploid faz haricinde omurgali konak olan
sigirlarda ve yine kenelerin tikrik bezlerinde haploid yapidadir. Genotiplendirme belli bir
populasyonu olusturan bireyler arasindaki polimorfizmlerin 6lgtilmesi, populasyonun tasidigi
genetik bilginin ayriminin yapilarak degerlendirilmesinde 6nem tasimaktadir (Weir 2006).
Rekombinasyon; genetik materyalin iki homolog DNA sekans: arasinda yer degistirmesidir.
Saha izolatlarindan elde edilen 6rneklerde genetik cesitliligin gogunlukla kenede meydana
gelen rekombinasyon sonucunda ortaya c¢iktigi (Hensen ve ark 2012, Katzer ve ark 2006,
Morzaria ve ark 1993, Weir ve ark 2007) ve genetik kayma (Weir ve ark 2010) ve
mutasyonlarinda (Bishop ve ark 1997) bu cesitlilikte roli oldugu belirlenmistir. Genetik
cesitlilik, parazitlerde cogunlukla antijenik varyasyonlar ile sonuglanmaktadir (Deitsch ve ark

2009). Boylece protozoon parazitlerin sahip oldugu genetik cesitlilik, konaklarinin
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immunolojik etkilerinden kurtulmalarina, konaklar: Gizerinde canliliklarmi surdirmelerine ve
neden olduklar1 hastaliklara karsi gelistirilen kontrol mekanizmalarinin  zamanla
calismamasina neden olmaktadir. Kisaca, Theileria populasyonlarindaki genetik cesitlilik bir
anlamda bu patojenler tarafindan kullanilan bir hayatta kalma stratejisidir. Seksuel cogalma ile
meydana gelen rekombinasyon Theileria tlrlerinde meydana gelen genetik cesitlilikte blylk
bir etkiye sahiptir. T.annulata ile enfekte hayvanlardaki piroplazmlar ile enfekte eritrositler
keneler icin enfektif donemler olup kenenin kan emmesi esnasinda kene barsagina gegerler.
Burada lize olan eritrositlerden serbest hale gecen piroplazmlar farklilasarak erkek ve disi
gametleri olustururlar. Erkek gamet disiyi doller ve kene barsaginda zigot meydana gelir.
Kenede morfolojik olarak tanimlanmis sekslel asama sonucunda olusan kinetler (Schein ve
Freidhoff 1978) tukrik bezlerine go¢ ederek sigirlar icin enfektif donem olan sporozoitleri
olustururlar. T.annulata ve T.parva’nin farkli yasam donemlerindeki DNA vyapilarinin
Olctimleri, piroplazmlarin farklilasmas ile olusan erkek ve disi gametlerin kene barsaginda
birlesmesi ve bunu takip eden iki basamakli mayoz bdlinme sonucunda olusan haploid yapili
zigotun (Gauer ve ark 1995) farklilasarak kinet ve sporozoitlere donustuguni goéstermistir.
Daha sonraki yillarda yapilan ¢aprazlama (Morzaria ve ark 1993) ve sporozoit stabilatlar: ile
olusturulan deneysel caligmalarda T.parva’da sekstiel rekombinasyonun varligi molekiler
dizeyde kanitlanmistir (Katzer ve ark 2006). Tamsl geninde meydana gelen intragenik
rekombinasyon (Gubbels ve ark 2000) T.annulata populasyonlarindaki sekstel
rekombinasyonu destekler niteliktedir. Bunun yaninda, T.annulata’nin popllasyon genetigi
caligmalar1 sonucunda parazit populasyonlarinda rastgele birlesmenin oldugu gosterilmis

(Weir ve ark 2007), ancak bu deneysel olarak kanitlanmamustir.

Parazit populasyonlarindaki genetik farkliliklarin belirlenmesinde DNA dizileme, zincir
sonlandirma, tek kopyali genlerdeki RFLP analizleri, monoklonal antikorlar, ylizey antijen
genlerinin dizilim analizleri ve coklu kopyaya sahip gen ailelerindeki polimorfizm analizleri
ile glikoz fosfat izomeraz (GPI) fenotip analizleri siklikla kullanilan teknikler arasinda yer
almaktadir. Bununla birlikte, izoenzim analizlerinde ayni enzimin varyasyonlari olan
izoenzimler ayni lokus tzerindeki farkl: alleller tarafindan kodlanmakta ve amino asitlerindeki
yuk farklarindan dolay:r gel elektroforezindeki boyutlarina gore ayrimlari yapilabilmektedir.
Poptlasyon igerisindeki enzimlerin cogu birbirine benzer yapida olup, farkl: olanlarda da ¢ok

az varyasyon gozlenebilmektedir. Bu durum izoenzim analizlerinin genetik farkliliklar
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belirlemedeki yetersizligini gosterse de, belli proteinlerdeki polimorfizimlerin belirlenmesinde
ucuz ve kisa stirede sonuclara ulasilmasini saglayabilmektedir. Antijenik 6zellikteki proteinleri
kodlayan gen Dbolgelerinde olusan polimorfizmlerin belirlenmesi, as1 ¢alismalarinda
kullanilacak olan subunit asilara karsi olusacak bagisik yanita bagli sekillenen pozitif
seleksiyon sonucunda meydana gelen polimorfizmler hakkinda bilgi sahibi olunmasini
saglamaktadir. Ancak, dogal ortamda konagin bagisik sisteminin etkisi altinda parazit
populasyonlarinda meydana gelen genomik duzeydeki cesitlilik hakkinda yeterli dizeyde
veriye ulasilmasina imkan saglamamaktadir. RFLP metodu kullanilarak yapilan ¢alismalarda
ise elde edilen verilerin genetik agidan yorumlanmasi oldukca gugtur. Restriksiyon islemini
takiben olusan her bant, o bolgede tekrarlayan bélgenin varlhigina ve 6zgin bir restriksiyon
bolgesinin bulunmasina dayalidir ve sonu¢ olarakta bireylerde gozlemlenen farkli bantlar
arasindaki iliski belirlenememektedir. Genetik farkliliklarin belirlenmesinde polimorfik mini
ve mikrosatellit markerler kullanilarak yapilan genotiplendirmeler parazitlerin popilasyon
genetigi calismalarinda kullanilabilecek uygun metodlar olarak géze carpmaktadir. Mini ve
mikrosatellit markerler kullanilarak yapilan genotiplendirmeler bireyler arasindaki
polimorfizmin Glgllmesi, populasyonun tasidigi genetik bilginin  ayrimmin yapilarak
degerlendirilebilmesinde 6nem tasimaktadir (Weir 2006). Minisatellitler, motiflerin kopya
sayilart bakimindan, yiksek oranda mutasyona maruz kalan, 7-24 bp’lik kisa siral tekrakl
DNA motiflerden olusan nétral DNA bdlgeleridir (Jeffreys ve ark. 1988). Minisatellitelere
benzer sekilde, mikrosatelitler notral polimorfik molekiler markerler olup 2-6 baz ciftinden
olusan daha kisa periyod uzunluguna sahiptirler. Mikrosatelitlerin cesitliliginin nedeni,
DNA'nin diger notr bolgelerine kiyasla daha yiiksek bir mutasyon oranina sahip olmalaridir.
Bu yuksek mutasyon orani, DNA replikasyonu sirasinda bir DNA ipliginin kayip diger iplikle
yanhs baz eslesmesi yapmasindan kaynaklanmaktadir. Bu mutasyonlarin orani baz yer
degistirmelerine gore dnemli oranda yiiksektir ve her generasyonda 102 ve 10° arasinda
degismektedir (Schlotterer 2000). Mayoz bélinme sirasinda rekombinasyon yoluyla da bu
mutasyonlar meydana gelebilmektedir (Blouin ve ark. 1996). Bu yolla olusan mutasyonlar
genelde minisatellitlerde daha ylksek oranda farklilasmaya neden olmaktadir. Mini ve
mikrosatellit markerler ile genotiplendirmelerde ilgili organizmanin genomik diziliminin
bilinmesi acgisindan 6nemlidir. Mini ve mikrosatellitler apikompleksa anacinda yer alan
T.parva (Oura ve ark 2003, Odongo ve ark 2006, Katzer ve ark 2011) ve T.annulata (Weir
2006, 2007, 2011) genomunda oldukga bol ve yaygindir. Bunun yaninda, T.annulata genom
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diziliminde (Pain ve ark 2005) yer alan kromozomlarin dizilimlerinin bitin olarak
belirlenmesi ve annote edilerek veri tabanlarina kaydedilmesi mini ve mikrosatellit
markerlerin tanimlanmasina olanak saglamistir. Mini ve mikrosatellit markerler, bulunduklar:
dizilimi cevreleyen korunmus bolgelere 6zgl primerler tasarlanarak PZR yoluyla ¢ogaltilip
%2°lik agaroz jel, yuksek ¢ozinurlukteki jeller ya da bir baz ¢iftine kadar ayrimi1 saglayan
kapillar tabanl dizilim cihazlari ile belirlenebilmektedir (Oura ve ark 2003, Odongo ve ark
2006, Katzer ve ark 2011, Weir 2006). Bu sistemler, birbirleriyle oldukca yakin genotiplere
sahip heterojen yapidaki izolatlarin ayrimi ve popilasyon yapilarmin belirlenmesinde
basariyla kullanilmaktadir (Weir 2006). Genotiplendirmede kullanilacak markerlerin
belirlenmesinde bir diger énemli nokta da parazitin farkl: izolatlarina ait DNA 6rneklerinin
cogaltilarak, bunlar arasindaki polimorfizmin belirlenebilmesi ve ayni zamanda belirlenen
markerleri gogaltacak primerlerin tasarlanmasina olanak veren bdlgelerin bulunmasidir (Weir
2006). Multilokus genotiplendirmede populasyon icerisinde yer alan sekonder ve tersiyer
allellerin PZR ile cogaltilabilir olmasi da 6nemlidir. PZR’un optimizasyonu bize parazit
popilasyonunda yer alan allelerin gogaltilarak yiiksek rezoliisyona sahip gel elektroforez
yontemiyle ayirimina olanak vermektedir. Bu tez kapsaminda yapilan c¢alismalardan elde
edilen sonuglar yiuksek rezolisyona sahip jellerin incelenen ilgili popilasyonun genotipik
yapist hakkinda oldukga givenli ve kolay anlasilabilir sonuglar vermistir. Bunun yaninda
populasyon icerisinde sadece primer allellerin degil ayn1 zamanda sekonder ve tersiyer

allellerinde belirlenebilmesine olanak saglamistir.

Multilokus genotiplendirme (MLG) analizleri, son yillarda farkli parazitlere ait genom
dizilimlerinin sekanslanarak veri tabanlarinda kayit altina alinmas: ve bu veri tabanlarinin
biyoinformatik yollarla incelenerek polimorfik mini ve mikrosatellit markerlerin
belirlenebilmesi ile hiz kazanmistir. Farkli organizmalara ait genom dizilimlerinin belirlenerek
veri tabanlarina kaydedilmesi genom igerisinde yer alan tekrarli bolgelerin hizli ve ucuz
sekilde belirlenebilmesine buyik katki saglamistir. Genom dizilimlerinin varhig: tekrarh
bolgelerin cogunun karsilastirmali olarak belirlenmesine olanak saglayan farkli algoritmalar
kullanan Tandem repeat finder, Sputnik, TROLL, Unipro UGENE gibi ¢ok sayida yazilim
gelistirilmesini saglamistir (Merkel ve ark 2008). Bunlarin arasinda satellite markerlerin
belirlenmesinde sikga kullanilan tandem repeat finder programi (Benson 1999) bilgisayarin

masa Ustiinde islem yapilmasina izin vermesine ragmen programa yuklenen gen bdlgelerinde
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belirlenen tekrarli bolgelerin sonuglarina internet ortaminda ulasilabilmekte, her bdlgenin
analizi tek tek yapilarak son derecede uzun strmekte, her seferinde internet baglantisina
ihtiya¢ duyulmakta ve verilerin tekrar tekrar incelenmesini gerekmektedir. Son yillarda
biyoinformasyon alaninda yasanan ilerlenmeler sayesinde bu alanda kullanilan programlarin
yerine ayni igslemleri uygulayabildiginiz, fakat daha gelismis ve tim uygulamalarin ayni anda
gorulebildigi, bilgisayarinizin masa ustiinde rahatga kurulumu yapilarak kullanilabilen ve her
seferinde internete baglanma ihtiyaci duyulmayan daha etkin ve gelismis yeni programlar
ortaya ¢ikmaktadir. Bu tezde, rekombinasyon sonrasinda T.annulata populasyonlarinda
olusacak genetik cesitlilik ile rekombinasyonun yogun oldugu kromozomal bdlgelerin
belirlenmesi amaciyla daha once yapilan ¢alismalarda kullanilmig mini ve mikrosatellit
markerlere (Weir ve ark 2007, 2010) ilave olarak gelistirilen 13 yeni polimorfik mini ve
mikrosatellite markerlerin belirlenmesinde gerek kullanim rahathg: gerekse de incelenecek
genom dizilimi ile tekrarli bdlgelerin es zamanl: olarak ayni programin farkli sayfalarinda
gorulebilmesine ve verilerin daha kisa surede, daha etkin olarak analizine olanak saglayan
Unipro UGENE ver.1.9.7 programi (Okenechnikov ve ark 2012) kullaniimistir. Kullanilan
biyoinformatik programlarin sagladigi kolayliklarin yaninda dikkat edilmesi gereken bir diger
onemli noktada programda kullanilacak olan parametreler ile gen dizilimleri incelenirken
gercek bir tekrarl bolgelerin (TR) bdlgenin nasil tanimlandigidir. Az sayida tekrarl birimden
olusan bazi az sayidaki tekrarlar biyolojik olarak uygun olmayabilir. Ornek olarak;
‘GTACGTAC’ gibi bir tekrar genom icerisinde sadece sans eseri ¢cok sayida tekrarlanmis
olabilir, ancak bu onun uygun tekrarli bir bolge oldugunu gostermemektedir. Ayni1 zamanda,
tekrarli bolgelerde gorilen tek niikleotit (Or; GTACGCAC gibi) degisimleri o bolgenin
kusurlu ya da eksik olmasina neden olmakta ve TR’lerin belirlenmesini karmasik hale
getirmektedir. Bu sebeblerle bir dizilimin tekrarl: bir bélge olarak tanimlanmasi icin gerekli
minimum Kriterleri tasimasmi saglayacak bir esik degerin (cut-off) belirlenmesini gerekli
kilmaktadir (Gemayel ve ark 2010). TR’lerin belirlenmesinde kullanilan esik degerler
icerisinde tekrarl birim sayisi, tekrarlt birimin uzunlugu, farkli tekrarl alanlardaki motiflerin
benzerligi gibi tekrarlarin farkli karakteristik Ozellikleri yer almaktadir. Bununla birlikte,
yapilan skorlamalar kullanilan farkli algoritmalara (dolayisiyla programlara) gore degiskenlik
gOstermektedir. Genomik DNA dizilimlerinde tekrarli bdlgelerin belirlenmesinde kullanilan
en etkin yontemlerden birisi ayni uzunluk ve kompozisyona sahip rastgele karistirilmis

dizilimlerin farkli parametreler kullanilarak algoritmalarinin karsilastirilmasidir. Bu sayede
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genom dizilimi tekrarli bdlgeler yoninden c¢ok sayida farkli esik deger kullanilarak
taranmaktadir. Daha sonra rastgele karistirilmis dizilimlerde elde edilen sonuglar gercek DNA
dizilimi kullanilarak elde edilenler ile karsilastirilip, gercek DNA diziliminde 10 kat fazla TR
belirleyen skor esik deger olarak kullanilabilmektedir (Gemayel ve ark 2010). T.annulata
genom diziliminde kullanilacak olan esik degerlerde anlatilan bu yontem kullanilarak
belirlenmis ve elde edilen sonuclar ile yontemin glvenilirligi ve kullanim kolaylig: tastik
edilmistir. Mini ve mikrosatellitler apikompleksa anacinda yer alan T.parva (Oura ve ark
2003, Odongo ve ark 2006, Katzer ve ark 2011) ve T.annulata (Weir 2006, 2007, 2011)
genomunda oldukga bol ve yaygindir. Unipro UGENE ver.1.9.7 programi kullanilarak yapilan
tarama sonucunda 359 minisatellite (7-50 nt) ve 8973 mikrosatellite (1-6 nt) bolge
belirlenmistir. Yapilan analizlerde daha énceki ¢alismalara (Weir 2006, 2007, 2011) benzer
sekilde sayisal olarak beklenenden fazla miktarda tekrarli bolge belirlenmistir. T.annulata gibi
gen bolgelerinin yogun oldugu genomlarda protein kodlamayan bdlgelerle iliskilendirilen ve
normalde sayilarinin nispeten az olmas: beklenen satellite tekrarli bélgeler (Pain ve ark 2005)
Okaryotik genomlardaki yapiya benzer sekilde yaklasik olarak her 900 bp’da bir tane tekrarl:
bolge olacak sekilde sayilarinin beklenenden fazla oldugu gorilmistr.

Unipro UGENE wver.1.9.7 program: ile elde edilen veriler incelendiginde farkl:
uzunluklara sahip tekrarli motifler (TR) iceren minisatellite bolgelerin biyuk c¢ogunlugu
(%87,5) protein kodlamayan bolgelerde yerlesim gostermis ve bu gen bdlgelerindeki GC
miktarlar1 ile motif uzunluklar: birbirleri ile dogrusal orantili olarak artmistir. Bunun yaninda
belirlenen mikrosatellite bolgelerin bir kisminin (23 adet; 18 exon ve 5 intron) hipotetikal
protein kodlayan gen bolgeleri, geriye kalanlar ise membran, integral membran, serinden
zengin, Sfi, protein kinaz, SVSP, DNA’ya baglanan vb. 6zellikteki proteinleri kodlayan
bolgelere ait exon ve intronlar tzerinde, az bir kismida intergenik bdlgede (IGR) yerlesim
gOstermektedir. Tandem tekrarlar protein kodlayan gen bolgelerinde ve transkripsyon
faktorleri gibi 6zel regulator proteinlerin baglandig: regulator bolgelerde yer alabilmektedir
(Legendre ve ark 2007, Li ve ark 2002). insan genomundaki genlerin yaklasik %17’si protein
kodlayan gen bdlgeleri icerisinde yer almis DNA tekrarlari icermektedir. Ayrica, maya
(Saccharomyces cerevisiae), bitki (Arabidopsis thaliana), solucan (Caenorhabditis elegans),
sinek (Drosophila melanogaster) (Gemayel ve ark 2010) ve Theileria annulata (bu tez) gibi

farkli organizmalar arasinda da bu oran %12-21 arasinda degismektedir. Protein kodlayan gen
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bolgelerinde yer alan tekrarli bolgeler genelde tri ve hexonikleotit gibi t¢ ve katlarinda
sayilara sahip tekrarl birimlerden olusmaktadir. Muhtemelen bu durumun G¢ ve katlarinda
nukleotit icermeyen tekrarli bdlgelerde sikca gorilen cergeve kaymas: mutasyonlarina
(frameshift mutasyonu) Kkarsi olusan seleksiyonlardan kaynaklandigi dustnilmektedir
(Legendre ve ark 2007). Tekrarli bolgeler tim kategorilerdeki genlerde tek diize halde
gorilmemektedir. Ornek olarak; insan genomunda biyolojik fonksiyonlardan sorumlu bir
kisim genlerin  TR’lerden zengin oldugu, mayalarda mikrosatellitlerin transkripsiyon
faktorlerini kodlayan genler Uzerinde, minisatellitlerin de hiicre duvar: ile ilintili genler
Uzerinde yer aldig1 bilinmektedir (Legendre ve ark 2007, Gemayel ve ark 2010). T.annulata
genomunda belirlenen minisatellite bolgelerden iki tanesinin exon Uzerinde yerlesim
goOsterirken bunlardan birinin 12 nt (MSC22), digerinin ise 21 nt (MSC25) icerdigi
goralmustir. Minisatellite bolgelerden MSC22 SVSP protein ailesinde yer alan Theileria-
spesifik sub-telomerik protein, MSC25 ise hipotetikal (kuramsal) protein bolgesi Uzerinde yer
almaktadir. Mikrosatellite bdlgelerde belirlenen 27 tane tri- ve iki tanede hexonikleotit tekrarl:
birimler exon (izerinde yerlesim gostermistir. Ug niikleotit uzunlugundaki 25 mikrosatellite
bolgeden 17 tanesi hipotetikal protein kodlayan gen bdlgeleri Gzerinde, geriye kalan sekiz
tekrarli bolge ise membran, integral membran, serinden zengin, prolinden zengin, DNA’ya
baglanan Tash-1 benzeri protein, glutenin, protein kinaz ve protein fosfataz kodlayan genler
uzerinde yer almistir. Alti nt uzunlugundaki iki bolgeden birisi SVSP ve digeride Sfi
subtelomerik protein ailesine ait proteinleri kodlayan gen bolgelerinde yerlesmistir.

Sigirlarda olusturduklar1 enfeksiyon agisindan Theileria annulata genotipleri arasinda
farklhiliklar vardir (Ben Miled 1993). Klonal yapidaki tek genotiplere nazaran miks
enfeksiyonlar klinik olarak daha siddetli seyretmekte, daha yiksek duzeyde parazitemi
olusmakta ve bu hayvanlarda beslenen kenelerin enfeksiyon orani (ortalama enfekte asini
sayisi) oldukca yliksek olmakta (Ben Miled 1993, Walker ve ark 2006) ve enfeksiyonun akut
veya kronik doneminde beslenen kenelerdeki enfeksiyon profili farkliliklar géstermektedir
(Gubbels ve ark 2001). Bununla birlikte, dustk parazitemili durumlar daha yogun ve kalici
enfeksiyonlara neden olabilmektedir (Walker ve ark 2006). Bu tez ¢alismasinda klonal D7
hicre kultird kullanilarak yapilan deneysel enfeksiyonda da buzagida sadece klinik olarak

enfeksiyon sonrasindaki 15.-18. ginler arasinda gorilen beden isisindaki artis haricinde
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herhangi bir klinik belirti gozlenmemis ve beklendigi sekilde parazitemi orani dusik

seyretmistir.

Sigirlarda miks genotipler ile olusan enfeksiyonlarda parazitin popilasyon dinamikleri
oldukga kompleks yapida olup, farkl: parazit genotipleri arasindaki etkilesim ve biyolojik
farkliliklar bulunmaktadir (Ben Miled 1993, Gubbels ve ark 2000, Walker ve ark 2006). Farkl
parazit genotiplerinin kenelere aktarimlari, enfektiviteleri ile virtilensleri arasinda farkliliklar
vardir. Theileria parva sigir-kene arasindaki herbir pasajlanma sonrasinda parazitin
populasyonlarinin genetik ve antijenik yapisinda belirgin degisimlere yol agmaktadir (Katzer
ve ark 2010). Ancak, T.annulata populasyonlarmin sigir ve keneler arasindaki pasajlamalarmi
takiben olusacak allelik cesitlenmeler ve genotipik degisimler hakkinda yeterli bilgi
bulunmamaktadir. T.annulata kenelerde transtadial olarak nakledildiginden sporozoitler ancak
kenenin nimf ya da olgun donemlerinde sigirlara aktarilabilmektedir. Kenelerin larva ya da
nimf donemlerinde emdikleri kan miktarmin olgun dénemlerine gére oldukca az olmasi
nedeniyle enfeksiyon gorilen hayvandan paraziteminin seviyesine gore alinacak ve bir sonraki
donemde nakledilecek genotip sayisi ile cesitliliginin  degisecegini ve parazit
populasyonundaki degisimlerin belli araliklarla tekrar degerlendirmelerinin gerekebilecegini
gostermektedir. Ancak, klonal hiicreler kullanilarak olusturulan enfeksiyonlarda keneler ne
miktarda kan emerse emsin tek bir parazite ait genotipi alacagindan parazitemi seviyesi kene
tarafindan alinacak genotip Uzerine etki etmeyecektir. Yapilan calismalar, disi
Rhipicephalus appendiculatus nimflerinin beslenmesi esnasinda ortalama 80 pl kan emdigini
ve bunun % 80’lik kisminida doymaya yakin donemde oldugu belirtilmistir (Katzer ve ark
2006). Kan emme miktar1 Hyalomma excavatum tirt kenelerin nimfleri i¢in ¢ok az farklilik
gOstersede laboratuvar calismalarinda elde ettigimiz veriler bize bu kene turuntn nimflerinin
beslenmeleri esnasinda en az 80 pl kan emdiklerini ve ayni sekilde bunun %80’lik kismmin
doymaya yakin donemde oldugunu goOstermistir (yaymnlanmamis veri). Hastaligin akut
déneminde sigir kanimin mikrolitresinde bulunan 10” eritrositin (Bhannasir ve ark 1961) %
5’inin piroplazmlar ile enfekte oldugu dustnidldigiunde nimfler akut dénemde beslenmeleri
esnasinda 4x10’ piroplazm alacaklardir. Ancak, yogun kene enfeksiyonlarinda dahi genelde
tilkrik bezlerindeki enfeksiyon oranmin 10° sporoblast diizeyinde oldugu (Norval ve ark
1992) ve geriye kalan piroplazmlarin R.appendiculatus’un gémlek degistirmesi ve parazitlerin

farklilasmas: esnasinda kayboldugu ve bu durumun parazit populasyonlar: izerinde oldukca
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kat1 selektif baski olusturdugu belirtilmistir (Katzer ve ark 2006). Ancak, daha onceki
donemlerde anabilim dalimiz tarafindan yapilan calismalarda miks populasyona sahip saha
izolat1 ile bir buzagida olusturulan deneysel enfeksiyonda ortalama % 4 parazitemide beslenen
Hyalomma excavatum nimflerinin gdmlek degistirmelerini takiben tukrik bezlerinin diseke
edilerek metilen green piyronin ile boyanmasiyla olusturulan preparatlarda yapilan sayimlarda
tukrik bezi asini hicrelerinin neredeyse tamamina yakinmin sporoblastlar ile enfekte oldugu
ve gomlek degistiren kenelerin % 97’sinin enfeksiyonu tasidigi belirlenmistir (yaymlanmamis
veri). Bu kenelerden hazirlanan sporozoit stabilatlarinin PBM hicrelerinin enfeksiyonlarinda
muhtemelen icerdigi yogun sporozoit sayisina bagh olarak olduk¢a etkili olmustur. Bu
sonuclar bize enfeksiyonun kenelere aktariimasinda farkl: kene tdrleri ve kullanilan parazit
trundn etkili oldugunu gostermistir. Anabilim dalimiz binyesinde yapilan bir diger calismada
yukarida bahsedilen ayni saha izolat: ile farkli bir buzagida olusturulan ve % 0,1-0,2
parazitemide beslenen Hyalomma excavatum nimflerinde gomlek degistirdikten sonraki
enfekte asini hiicresi sayisimin > 100 (=10° sporoblast) oldugu ve gémlek degistiren
kenelerinde % 90’min enfeksiyonu tasidigi belirlenmistir. Kompleks yapili, farkl
genotiplerdeki parazitin populasyonlar: arasindaki etkilesim ile biyolojik farkliliklara (Ben
Miled 1993, Gubbels ve ark 2000, Walker ve ark 2006) bagli olarak her klonal parazit
populasyonunun benzer sekilde davranmayip, bunlarin kenelere aktarimlari, enfektiviteleri ve
virilensleri arasinda farkliliklar gorilmektedir (Gubbels ve ark 2001). Yukarida anlatildig:
sekilde daha onceki calismalarda elde ettigimiz sonuclar ayni poptlasyona sahip saha
izolatlarmin farklh hayvanlarda fark: dizeylerde parazitemi olusturdugunu, bu hayvanlarda
beslenen kenelerdeki enfeksiyon oranmnin ve enfekte asini sayilarminda degistigini
gOstermistir. Bu tez ¢aligmasinda klonal D7 hucre kalturd kullanilarak olusturulan deneysel
enfeksiyonda olusan parazitemi miktari bize kenelerdeki enfeksiyon oraninin ve enfekte asini
sayisi ile asini hucrelerindeki ortalama enfeksiyon oraninin (%85) yeterli diizeyde oldugunu

gOstermistir.

Bu cahismada 23 adet polimorfik mini ve mikrosatellit markerler ile klonal olan ve
olmayan iki farkl: Theileria annulata izolati (Ankara ve Akgaova) kullanilarak rekombinasyon
sonrast meydana gelen yeni parazit populasyonlarindaki allel frekanslari, rekombinasyonun
yogun oldugu kromozomal bolgeler ve rekombinasyonun genom Gzerinde belirlenen 21 adet

antijen bolgesindeki antijenik etkileri belirlenmistir. Theileria annulata/Akcaova A10 saha
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izolatina ait sporozoit stabilat: kullanilarak polimorfik markerler (TS5, TS6, TS8, TS9, TS12,
TS15, TS16, TS20, TS25 ve TS31) ile yapilan incelemede 39 klonun %95¢inin tek bir allel
ihtiva ettigi ve tam anlamiyla klonal 6zellik gostermedigi belirlenmistir. D7 izolatmin
rekombinasyon Oncesi analizi bir allel iceren tek bir klondan yapilirken, klonlarnin sadece
%>5’1 birden fazla allele sahip olan A10 izolatinin sekstiel rekombinasyon sonras: elde edilen
sonuglarinda; mini ve mikrosatellit markerlerin kapsadigi bolgelerde daha fazla allel
goruldugt ve genetik cesitliligin daha ¢ok oldugu belirlenmistir. Her iki izolat igin
kromozomlardaki rekombinasyon yogunlugu grafigi (Sekil 3.4.) incelendiginde klonal olan ve
olmayan iki izolat arasindaki genetik cesitlilik farki daha iyi ortaya ¢ikmaktadir. TS8 ve TS9
markerleri ile rekombinasyon sonrasi yapilan analizde D7 klonlarinda herhangi bir allel
belirlenemezken A10 klonlarinda ¢ok sayida allel belirlenmistir. Kromozom 3’te yer alan bu
polimorfik markerlarin temsil ettigi bolgelerin iki farkli susta bu kadar farklilik gostermesi,
rekombinasyonun yogun olarak goruldigt 4 farkli kromozomun siralamasint her iki sus icinde
degistirmistir. D7 klonlar1 i¢in en fazla rekombinasyon yogunlugu 4. kromozomda, Al0
klonlar1 i¢in 3. kromozomda belirlenmistir. Her iki susta da rekombinasyon sonrasi 4.
kromozomda gorulen rekombinasyon yogunlugu 2. kromozomdan ve 2. kromozomda gorilen
rekombinasyon yogunlugu da 1. kromozomdan daha yiksek ¢ikmistir. Klonal olan D7 ve
klonal olmayan A10 izolatlarinin polimorfik mini ve mikrosatellit markerlerle yapilan
analizleri sonucunda rekombinasyon dncesi ile rekombinasyon sonrasini genotipik diizeyde en
Iyi ayirt eden TS5, TS20, TS25, TMSC75 ve TMSC77 markerleri oldugu belirlenmistir.

Polimorfik mini ve mikrosatellit markerler kullanilarak Theileria parva (Katzer ve ark
2006, 2011), Leishmania tropica, Trypanosoma cruzi (Oliveira ve ark 1998), Trypanosoma
brucei gambiense (Cooper ve ark 2008), Plasmodium spp (Anderson ve ark 2000,
Razakandrainibe 2005, Imwong ve ark 2006, 2007), Toxoplasma gondii (Ajzenberg ve ark
2002, Simo ve ark 2010) ve Cryptosporidium parvum (Mallon ve ark 2003) gibi birgok
protozoon parazitin popllasyon yapisi ve genetik cesitliligi karakterize edilmistir.
Theileria parva’nin saha izolatlarinin karakterizasyonu igin gelistirilen polimorfik mini ve
mikrosatellit markerlar (Oura ve ark 2003) ile bunlara ilave olarak gelistirilen yeni polimorfik
markerlar kullanilarak Theileria parva’nin rekombine iki yeni populasyonunun genetik
cesitliligi Uzerine bir calisma yapilmistir (Katzer ve ark 2006). Bu ¢alismada T. parva saha

izolat1 olarak Marikebuni parazit stogu ile caligilarak 1L3014 stabilati elde edilmistir. Bu
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stabilat ile enfekte buzagilar Gzerinde beslenen Rhipicephalus appendiculatus keneleri
kullanilarak stabilat 70 (St70) elde edilmistir. St70 elde edebilmek i¢in hayvan deneyinde 1,5-
2 t.e. dozunda kene stabilati1 ve siyah alaca buzagi kullanilmistir. Daha sonrasinda baska bir
buzagi ve keneler kullanilarak stabilat 96 (St96) hazirlanmistir. In vitro enfeksiyon ve
klonlamay: takiben PZR ve polimorfik markerlar ile analize baslanmustir. iki ayr1 parazit
stabilatinin analizlerini yapmak amaciyla polimorfik mini ve mikrosatellit marker primerleri
kromozom 1, 2, 3 ve 4 (zerinde swrasiyla 16, 10, 23 ve 17 bolgeyi kapsayacak sekilde
tasarlanmigtir. Kullanilan markerlarin genelinde ayni bu tez calismasinda da oldugu gibi
cogunlukla iki ya da Ug allel tespit edilmis, bazi markerlarda yapilan analizlerde ise ¢ok
sayilara varan alleller tespit edilmistir. TUm markerler arasindan 8 adet allele sahip olan Ms14
markerinin en ¢ok allele sahip olan marker oldugu saptanmistir (Katzer ve ark 2006). Bu tez
caligmasinda da A10 izolatinda rekombinasyon oOncesinde Tmsc45 markeri ile yapilan
analizde 5 allel tespit edilirken, rekombinasyon sonrasinda ayni markerde 8 adet allel tespit

edilerek bu markerin en ¢ok allele sahip marker oldugu belirlenmistir.

Theileria parva’nmin  kromozomlarinda rekombinasyonun yogun oldugu bolgeleri
belirlemek ve genetik haritalandirma yapmak igin iki parental T. parva izolat1 secilmis ve bu
iki izolat ayni1 anda kullanilarak bir buzag: enfekte edilmistir (Katzer ve ark 2011). Enfeksiyon
oran diistk olmasina ragmen bu tez ¢alismasinda da oldugu gibi elde edilen enfeksiyon orani
yeterli gelmistir. Enfekte buzagi Uzerinde beslenen Rhipicephalus appendiculatus
kenelerinden elde edilen sporozoitlerin PBM hiicrelerine in vitro enfeksiyonu ve klonlanmasi
saglanmistir. Baslangicta 35 adet rekombinant klon kullanilarak ¢aprazlama sonrasinda 560
adet klon elde edilmistir. Genetik baglant: haritasinin olusturulmas: ve rekombinasyonun
yogun oldugu bolgeleri belirlemek amaciyla ilk olarak 35 adet klon 24 polimorfik marker
kullanilarak analiz edilmis (kromozom basina 6 marker) ve sonrasinda tim klonlar 79 adet
polimorfik marker ile analiz edilerek genotiplendirmeleri yapilmistir. Rekombinasyon tim
kromozomlarda yogun olarak goriltrken, rekombinasyon orani en yuksek olarak kromozom 1
de belirlenmistir (Katzer ve ark 2011). Genotiplendirme icin kullanilan polimorfik markerlerin
sayisinin yeterli olmasi, kromozomlar (zerinde esit dagilmis olarak secilmesi 6nem
tagimaktadir. Bu tez calismasinda kullanilan polimorfik mini ve mikrosatellitlerin temsil ettigi
bolgelerde saptanan en yuksek rekombinasyon orani klonal olan D7’da kromozom 4’te ve

klonal olmayan A10’da kromozom 3’te saptanmustir.
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Bircok bakteriyel, viral ve paraziter patojenler konak immin savunma sisteminden
kurtulabilmek icin antijenik varyasyonlar gecirmektedir. Malarya parazitlerinden insanlar igin
olimcil olan Plasmodium falciparum tird var geni ekspresyonunu etkileyerek enfekte eritrosit
Uzerindeki P. falciparum-eritrosit membran protein 1 sinifindaki adhezyon proteinlerinin
ekspresyonunu degistirmektedir (Su X ve ark 1995). Rekombinasyonun deneysel ve
biyoinformatik olarak tanimlanmasiyla ve genom boyunca var genindeki rekombinasyonun
etkin noktalarinin belirlenmesiyle parazitin sekstiel asamasinda P. falciparum-eritrosit
membran protein 1’i kodlayan bdlgelerinde rekombinasyonun yogun olarak meydana geldigi
belirlenmistir (Sander ve ark 2014). Genetik caprazlama verileri, DNA ikincil yapilarmin
(DSS; DNA secondary structure) P. falciparum’un sekstiel asamasindaki DNA replikasyonu
suresince rekombinasyonu indukleyici olarak gorev yaptigini gostermektedir (Sander ve ark
2014).

Toxoplasma gondii insanlarda gelismekte olan fotusda ve bagisikhigi zayif bireylerde
ciddi, hatta Olumcll hastaliklara yol acgabilen bir patojendir. Toxoplasma, sekslel olarak
cogalmasina, genis cografik dagilim ve konak cesitliligi gostermesine ragmen genel olarak 3
soydan koken alan klonal bir populasyon yapisina sahiptir (Grigg ve ark 2001). Grigg ve
arkadaslar1 (2001) tarafindan yapilan bir calismada 15 polimorfik marker kullanilarak 10 farkl
izolat ile analiz yapilmis ve allellerin blyik ¢ogunlugunun iki soydan geldigi belirlenmistir.
Bu bulgu baskin genotipin iki farkli soyun genetik karisimindan koken alarak yayildigini
gostermektedir. Boylesine bir rekombinasyonun baska suslarda yiiksek bir virulansa neden
olup olamayacagni belirlemek amaciyla farelerde ¢ok viriilant olmayan tip 2 ve tip 3 suslari
secilerek bir F1 soyu elde edilmistir. Bu F1 soyu igindeki rekombinantlardan en az 3 tanesinin
parental kusaga gore daha virtlant oldugu belirlenmistir. Boylece; sekstiel rekombinasyonun,
polimorfizmlerle birlikte iki farkli, rekabet halinde olan klonal suslarin gesitliliginde etkisi

oldugu gorulmustir (Grigg ve ark 2001).

Trypanosoma brucei Sahraalt:1 Afrika’da insanlarda uyku hastaligina ve hayvanlarda
trypanosomiasis’e neden olmaktadir. Trypanosoma brucei’nin TREU 927 ad1 verilen susu igin
Tandem Repeat Finder programi (Benson 1999) kullanilarak belirlenmis mikrosatellit
markerlar ile Trypanosoma brucei’nin alt trleri iginde bazi heterozigot suslar belirlenmistir.

Parental olarak kabul edilerek kullanilan bu suslar ile kromozomal segregasyonu yapilmis,
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rekombinasyon varhg: gosterilmis ve genetik baglanti haritalar1 ¢ikarilmstir (Cooper ve ark
2008).

Protozoon bir parazit olan Sarcocystis spp. ile yapilan bir calismada, Sarcocystis ylzey
antijenlerinin ¢cok sayida allelik kombinasyonla degiskenlik gosterdigi ve sekstel
rekombinasyonun bu cesitlilikte rolt oldugu ile ilgili bulgular elde edilmistir (Monteiro ve ark
2013). Brezilya’da yasayan keseli sicanlardan elde edilen izolatlarin, yuzey antijeni (SAG)
kodlayan gen bolgeleri sekanslanarak analiz edilmistir. Yapilan analizde iki farkli grup
tanimlanarak bunlardan birinin S. falcatula ve digerinin S.neurona oldugu belirlenmistir.
Guney Amerika izolatlar: ile Kuzey Amerika izolatlarmin gen sekanslari karsilastirildiginda
aralarinda birgok insersiyon ve delesyonlarin oldugu gérilmiistir. Insersiyonlar, mikrosatellit
lokuslarina benzeyen AT dinukleotid tekrarlarindan olusmakta ve polimorfizmler yoluyla
meydana gelen gesitliligin farkl: allelerin sekstel rekombinasyon yoluyla degisimi ile oldugu
distnulmektedir (Monteiro ve ark 2013). Trichomonas vaginalis kadin ve erkeklerde
urogenital sistemi enfekte ederek trichomoniasis hastaligina yol agan protozoon bir parazittir.
Her yil tim diinyada, viral olmayan seksiel yolla bulasan en genel hastalik olarak yaklasik
153 milyon yeni vaka bildirilmektedir (Schmid ve ark 2011). Populasyon genetigi ve
filogenetik analizler T. vaginalis’in populasyon yapisinin rekombinasyondan ve klonal olan
veya olmayan iki ayr1 popilasyonun birlesiminden c¢okca etkilendigini belirlemistir
(Corneliusa ve ark 2012).

Parazit popilasyonlarinda antijenik 0Ozellik gosteren proteinleri kodlayan gen
bolgelerinin PZR ile ¢ogaltilarak tek bir lokustaki polimorfizmlerin gosterilmesine yonelik cok
sayida arastirma yapilmistir (Gubbels ve ark 2000, Katzer ve ark 1998, Shiels ve ark 1995,
Schnittger ve ark 2002, Awadia ve ark 2008, Weir 2006, Bilgi¢ 2010, Katzer ve ark 1994).
Bunun yaninda RFLP analizleri (Ben Miled ve ark 1994), ylzey antijen genlerinin dizilim
analizleri (Gubbels ve ark 2001) ve SVSP genleri (Weir ve ark 2010) (izerine yapilan bir seri
calismada da Theileria annulata izolatlarmin antijenik bolgelerinde 6nemli 6lglde
polimorfizmler oldugu belirlenmistir. Yine RFLP analizi ile Babesia bovis suslarmin yizey
antijen genlerinde polimorfizmler tespit edilerek bu yontemle bazi suslarin ayrimi yapilmistir
(Wilkowsky 2008).
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Seksuel rekombinasyon Theileria annulata populasyonlarinda meydana gelen cesitlilikte
blyik rol oynamaktadir. Ayrica seksuel rekombinasyonun, bu tez calismasinda kullanilan
polimorfik mini ve mikrosatellit markerlarin temsil ettigi bdlgelerde polimorfizmi tetikledigi
gorulmektedir. Ayrica, Theileria parva populasyonlarinda konak sitotoksik T-hicreleri (CTL)
tarafindan belirlenen antijenleri kodlayan bdlgelerin analizleri ¢ok sayida farkli allelik
kombinasyonlar sonucunda kromozomlar arasinda ve ayni kromozom igerisinde tekrar
cesitlendigini gostermistir (Katzer ve ark 2006). Bu da CTL antijenlerini kodlayan bolgelerin
mayoz bolinme esnasinda tekrar cesitlendigini dogrulayarak yeni olusan parazit
populasyonlarinda CTL antijenleri arasindaki allelik polimorfizmin bagisiklik sisteminden
kacisinda potansiyel rol oynayabilecegini gostermistir (Katzer ve ark 2006). Meydana gelen
polimorfizmlerin antijen gen bolgelerinde de etkisinin oldugu distinilmesine (Deitsch ve ark
2009, Katzer ve ark 2010, Sivakumar ve ark 2014) ragmen bu tez ¢alismasinda temsil edilen
antijen genlerinde herhangi bir polimorfizm belirlenememistir. Meydana gelen tek farklilik iki
farkl izolatta; TA03155 (T. annulata sizont 1-benzeri AT-hook proteini) B hiicre antijeni
bolgesi D7 klonlarinda 990 bp olarak belirlenirken, A10 klonlarinda 950 bp olarak
belirlenmistir. Antijenik 6zellik gosteren bdlgelerdeki polimorfizmlerin tespitinde yasanan
zorluk; antijenik bolgeleri temsil eden anlamli bdlgeleri ¢ogaltmaya uygun oligonikleotid
bolgelerin  bulunamamasindan ve cogaltilan bdlge uzunluklarinin  fazla olmasindan
kaynaklanabilmektedir. Bu tez caligmasinda tasarlanan primer ciftlerinin uzunluklar1 3 tanesi
haricinde tumuintn 600 bp ile 3000 bp arasinda degismektedir. Boylece, bu bolgeleri cogaltan
primerler kullanilarak yapilan PZR sonucunda elde edilen Grtnlerin yiksek ¢Ozuntrlukli
jellerde analizi mimkin olmamakta ve agaroz ya da poliakrilamid jelde yapilan analizde
meydana gelen ufak polimorfizmlerin tespit edilmesinin zorlugu ile karsilasiimaktadir. Eger
polimorfizm varsa bile bunun tespitini zorlastirmaktadir. Mevcut polimorfizmlerin
belirlenmesini etkileyen diger bir faktdrde PZR optimizasyonudur, ancak bu tezde belirlenen
antijenik bolgeleri cogaltmada kullanilan primerler ile PZR optimizasyonlar1 tekrarl olarak
kontrol edilmis ve ilgili gen bolgelerinde herhangi bir polimorfizm tespit edilememistir.
Sadece, T. annulata/Ankara D7 ve T. annulata/Aova Al0 izolatlari arasinda T. annulata sizont
1-benzeri AT-hook proteini kodlayan B hicre antijen bolgesindeki belirlenen polimorfizm
disinda incelenen diger antijenik bolgelerde polimorfizmin tespit edilememis olmas: antijenik
Ozellikteki bu bolgelerin farkl: izolatlar arasinda da polimorfizm gdstermedigi anlamina

gelmemektedir. Yapilan ¢calismalarda Tar ve SVSP genleri (Weir ve ark 2010), Tams (Gubbels
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ve ark 2000, Katzer ve ark 1998, Shiels ve ark 1995), TaSP (Schnittger ve ark 2002, Awadia
ve ark 2008), Merol (Weir 2006), Ta9 (Weir 2006, Bilgi¢ 2010), SPAG (Katzer ve ark 1994)
gibi proteinleri kodlayan gen bolgeleri gerek niikleotit gereksede protein duzeylerinde farkl
izolatlar arasinda polimorfizm gdstermektedir. Antijenik 6zellikteki proteinleri kodlayan gen
bolgelerinde olusan polimorfizmlerin belirlenmesi, as1 ¢alismalarinda kullanilacak olan
subunit asilara karsi olusacak bagisik yanita bagh sekillenen pozitif seleksiyon sonucunda
meydana gelen polimorfizmler hakkinda bilgi sahibi olunmasini saglamakta, ancak dogal
ortamda konagin (omurgali yada omurgasiz) bagisik sisteminin etkisi altinda parazit
populasyonlarinda genomik diizeyde meydana gelen cesitlilik hakkinda yeterli dizeyde veriye
ulasiilmasina ve olusan bu polimorfizmin altinda yatan nedenin tam olarak ortaya
konulabilmesine imkan vermemektedir. Rekombinasyon sonrasinda klonal (D7) ve klonal
olmayan suslarda (A10) antijenik Ozellik gosteren proteinleri kodlayan gen bdlgelerinde
polimorfik markerler kullanilarak yapilan analizler sonucunda herhangi bir farklilik
belirlenememis olmas: parazite ait farkli izolatlar arasinda gorilen farkliliklarin nedeninin
parazit popuilasyonlarinda konakta gelisen bagisik yanita bagh sekillenen pozitif seleksiyon

sonucunda olugmast ihtimalini kuvvetlendirmektedir.

Konak sitotoksik T-hcreleri tarafindan hedeflenen TA15705 ve B-hiicreleri tarafindan
gelisen humoral yanittan sorumlu oldugu bilinen TA08425 antijen bdlgeleri temsil eden
sekans dizileri her iki izolat iginde cogaltilamamistir. Bunun yaninda, konak sitotoksik T-
hucreleri tarafindan hedeflenen TA06115 ve TAO03370 antijenlerini ¢ogaltmada kullanilan
primer ciftlerinin baglanma bolgelerindeki mutasyonlar ve/veya muhtemel polimorfizme bagli
olarak Al0 izolatinda bu antijenler ¢ogaltilamamistir. Olmasi muhtemel bu polimorfizmin
ilgili antijenik bolgelerin uzunluklarina pozitif yada negatif yonlu olarak ne yonde bir etkisini
oldugu belirlenememekle beraber bu durum MHC-smif | aracili sitotoksik T lenfosit yanitin
parazitin farkl suslarina 6zgi olmasindan kaynaklanmaktadir (Seitzer ve Ahmed 2008,
MacHugh ve ark 2008, MacHugh ve ark 2011). Theileria annulata’ya karst olusan hicresel
bagisik yanit yuksek oranda 0zgin olup parazitin farkli izolatlarina karst koruyuculuk
saglayamamakta ve asili hayvanlarda heterolog suslar ile olusan re-enfeksiyonlar Kkimi
durumlarda o6limcul olabilmektedir. Bunun yaninda, kene barsaginda sekillenen sekstel
rekombinasyon dogal ortamda Theileria parva ve Theileria annulata populasyonlarindaki

MHC-smif | aracili sitotoksik T hicre antijelerin kodlandig: ve seleksiyon altindaki nétral
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olmayan gen bélgelerinde olusan polimorfizimler de 6nemli rol oynamaktadir. T.parva ve
T.annulata genomlar: arasinda birbirleri ile ortolog gen bdlgelerinin yaninda tirlere 6zgl ve
farkli RNA ekspresyon profiline sahip gen bélgeleride yer almaktadir (Pain ve ark 2005, Weir
ve ark 2009). Bunlar arasinda yer alan Tar ve SVSP gen aileleri oldukca polimorfik yapida
olup T.annulata genomunda yer alan en biylk gen ailesini olusturmaktadir (Weir ve ark 2009,
Bilgic ve ark 2010). Her iki parazit turinin genetik dizeyde ayni kdkenden gelerek daha
sonra farklilasmasi, tiire 6zgl gen ailelerinine ve ayni zamanda farkli RNA profillerine sahip
olmalar1 genetik rekombinasyonun ve buna bagli olusan allelik cesitlenmenin bu iki tir

arasinda farklilik diizeylerde olacagini gostermektedir.

Dogal sartlarda parazitlerde olusan sekstiel rekombinasyon populasyonun genetik
cesitliliginin olusmasinda 6nemli yer tutmaktadir. Bunun yaninda, hastalikta tedavi amagl ilag
uygulamalar: ve koruyucu amacl asilamalar T.annulata populasyonlar1 Uzerine secici etki
yaparak populasyonun yapisin1 degistirmekte, bunlarin kenelere aktarimina ve dolayisiylada
olusacak yeni popilasyonda genetik farkliliklarin olusmasina sebep olmaktadir. Bu durumda,
gelecekte parazitin farkli poptlasyonlarindan kaynaklanan ilag direnci, asilamalarin koruyucu
etkinliginin azalmasi, ylksek patojeniteye sahip direncli suslarin olusmas: gibi yeni risklerin
ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir. T.annulata populasyonlarinda gorilen cesitlilige sadece
farkli cografik bolgelerde degil ayn: zamanda tek bir konaktada rastlanilabilmekte ve bu
polimorfizmin parazit populasyonlarinda genetik degisimin siklikla meydana gelmesinden
kaynaklandigin1 dustindirmektedir. Mayoz bolinmedeki caprazlamalar: akla getiren, farkl
lokuslar arasi yiksek diizeydeki rekombinasyon, parazitin yasam c¢emberindeki seksuel
donemin varhgmna dair gucli kanitlar saglamaktadir. Polimorfik markerler kullanilarak
T.annulata’mn popilasyon genetigi Gzerindeki calismalarda parazitin dogal kosullardaki
popullasyon cesitliliginde genetik degisimin 6nemli rol oynadigi belirtilmistir. Ancak,
T.annulata populasyonlarmin  kenelere aktarilmasindan sonra olusan yeni parazit
populasyonlarindaki genetik cesitlilik ve rekombinasyonun bu cesitlilikteki roli hakkinda

polimorfik molektler markerler kullanilarak yapilmis kapsamli bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Rekombinant popllasyonlarda genotipik ve antijenik duzeydeki farklilasmalarin
belirlenmesi o bolgedeki muhtemel risk faktorlerine (ilag direnci, asilamalarin koruyucu

etkinliginin azalmas: veya tamamen kaybolmasi, yiksek patojeniteye sahip suslarin
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belirlenmesi gibi) kars1 6nlem alinmas: agisindan 6nem tasimaktadir. Ayrica parazitlerin ayni
bolgede ya da farkli bolgeler arasindaki etkilesimleri sonucunda olusturacak muhtemel
farkliliklar1 belirlemek, parazit biyolojisi hakkinda bilgi sahibi olunmasini saglayacaktir. Bu
tez kapsaminda elde edilen veriler, bize parazit popilasyonun genetik ve antijenik diizeydeki
cesitliligi hakkinda 6nemli bilgiler saglamistir. Theileria annulata’nin kimi populasyonlarinda
gorulen ilag direnci (Mhadhbi ve ark 2010, Hacilarlioglu 2013), asilanma sonrasinda
hayvanlarda bazi heterolog suslara karsit koruyuculugun tam olmayisi (Pipano 1981), iklim
degisiklerine bagli kene habitatlarindaki degisimler (Estrada-Pena 2003), dogal kosullarda
hayvanlarda meydana gelen tekrarli enfekte kene enfestasyonlari sonucunda hayvanlarin farkl
parazit populasyonlar: ile dereceli olarak enfekte olmas: (Weir ve ark 2011), bdlgede hastaliga
vektorlik yapan kene turu, asirt ve dizensiz akarasit kullanimina bagli kenelerde ilag
uygulamalar: sonrasi gorulen etkisizlikler gibi faktorler parazitin epidemiyolojisi (zerinde
onemli etkiler olusturmaktadir. Bununla birlikte, bu gibi epidemiyolojik verilerin
belirlenmesinden 6nce, parazitin temel popilasyon yapisinin bilinmesi 6nem arz etmektedir
(Weir 2006). T. annulata’mn olusturdugu tropikal theileriosis 6nemli bir hastalik olmasina
ragmen bu konuda yapilan molekiler genetik ve popllasyon genetigi calismalari oldukga
smirli kalmaktadir. Bunun sebebi; genetik calismalarda kullanilan ekipmanlarin ve sarf
malzemelerinin pahali olmasi, genotiplendirme igin yapilan ¢alismalarin zahmetli ve zaman
alict olmasi, hayvan deneylerinde kullanilan buzagilarin  bakimmin buyik is guci
gerektirmesinden kaynaklanmaktadir. Daha 6nce Theileria parva ile ilgili rekombinasyon
Uzerine detayl calismalar (Katzer ve ark 2006, Katzer ve ark 2010) yapilmistir. Ancak,
Theileria annulata populasyonlarinin keneler ve sigirlar arasindaki pasajlamalarini takiben
olusacak allelik cesitlenmeler ve genotipik degisimler hakkinda kapsamli bir calisma
yapiimamistir. Bu tez caligmasi T. annulata agisindan bu konuda bir ilk olma o6zelligi

tasimaktadir.
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5. SONUC

Thelieria annulata/Ankara D7 sporozoit stabilat: ile in vitro ortamda enfekte edilen
PBM hicrelerinden elde edilen 76 adet klonun ve rekombinasyon éncesi D7 hiicre kulttrinin
genotipik yapilari, birinci, ikinci, Gg¢unct ve dordinci kromozomlarin intron, ekson,
intergenik bolge ve kodlanmayan bdlgelerine dagilmis halde bulunan 23 adet polimorfik
markerlarla yapilan inceleme sonucunda elde edilen bulgular g6z 0Onlne alinarak tum
kromozomlar (zerinde rekombinasyonun varhg: test edilmistir. Bazi polimorfik bolgelerde
rekombinasyon sonrasinda yeni allelerin olustugu, bazilarinda ise rekombinasyon dncesinde
belirlenen allellerin rekombinasyondan sonra kayboldugu ya da farkli kombinasyonlarla
degisimler gosterdigi belirlenmistir. Rekombinasyonun varligi dort kromozom (zerinde de
yogun bir sekilde gorulirken, yapilan analiz sonucunda dérdinct kromozom (izerinde yer alan
TS5 polimorfik markeri ile tim klonlarda ve ikinci kromozom uzerinde yer alan Tmsc33’n
bir klonu haricinde tim klonlarda herhangi bir rekombinasyon belirlenememistir. Genel olarak
bakildiginda; dort kromozom (zerinde yer alan tim polimorfik markerlarda gorilen allel
kaybi, yeni allelerin eklenmesi ya da hic allel gorilmemesi gibi degisiklikler puanlanarak ilgili
kromozom Uzerinde bulunan polimorfik marker sayisina oranlanip bir siralama yapildiginda,
siralamanin birbirine oldukca yakin oldugu ve rekombinasyon oranmin ¢oktan aza dogru

kromozom 4> kromozom 2> kromozom 1> kromozom 3 seklinde oldugu tespit edilmistir.

Thelieria annulata/Akcaova A10 sporozoit stabilati ile in vitro ortamda enfekte edilen
PBM hicrelerinden elde edilen 40 adet klonun ve rekombinasyon oncesi A10 hiicre
kilturinden elde edilen 27 adet klonun genotipik yapilari, birinci, ikinci, G¢unct ve dordincu
kromozomlarin intron, ekson, intergenik bolge ve kodlanmayan boélgelerine dagilmis halde
bulunan 23 adet polimorfik markerlarla yapilan inceleme sonucunda elde edilen bulgular
degerlendirilerek tim kromozomlar Ulzerinde rekombinasyonun varlig: test edilmistir. Bazi
polimorfik bdlgelerde rekombinasyon sonrasinda yeni allelerin olustugu, bazilarinda ise
rekombinasyon oOncesinde belirlenen allellerin rekombinasyondan sonra kayboldugu ya da
farkli kombinasyonlarla degisimler gosterdigi belirlenmistir. Rekombinasyonun varhig: dort

kromozom (zerinde de yogun bir sekilde gorilirken, yapilan analiz sonucunda birinci
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kromozom lzerinde yer alan Tmscl polimorfik markeri ile tiim klonlarda ve ikinci kromozom
uzerinde yer alan Tmsc33’Un birka¢ klonu haricinde tim klonlarda herhangi bir
rekombinasyon belirlenememistir. Klonal olmayan A10 izolatmin rekombinasyon seviyesi
icin; dort kromozom (zerinde yer alan tum polimorfik markerlarda goriilen allel kaybi, yeni
allelerin eklenmesi ya da hi¢ allel gorilmemesi gibi degisiklikler g6z 6nune alinarak bir
siralama yapildiginda; genetik cesitliligin klonal olan D7 izolatinda belirlenen cesitlilikten
daha fazla oldugu, siralamanin D7°deki kadar birbirine yakin olmadigi ve rekombinasyon
oraninin ¢oktan aza dogru kromozom 3> kromozom 4> kromozom 2> kromozom 1 seklinde
oldugu tespit edilmistir. Her iki izolatta da rekombinasyon yogunlugunun; kromozom 4>

kromozom 2> kromozom 1 olacak sekilde siralandigi belirlenmistir.

D7 sporozoit stabilat: ile in vitro ortamda enfekte edilen PBM hcrelerinin klonlarina
(76 Kklon) ait DNA 0Ornekleri, A10 sporozoit stabilat: ile enfekte PBM hiicrelerinden elde edilen
klonlara (40 klon) ait DNA 6rnekleri ve bunlarin rekombinasyon dncesine ait DNA 6rnekleri
antiijenik cesitlilik yontnden hicresel ve humoral yanittan sorumlu oldugu dusliniilen 22 ayr1
gen bolgesi icin tasarlanan primerler kullanilarak yapilan PZR ile degerlendirilmeye
alinmistir. Rekombinasyon sonrasinda konak sitotoksik T-lenfosit htcreleri tarafindan
hedeflenen antijenler ile humoral yanittan sorumlu oldugu dustntlen antijenleri kodlayan gen
bolgelerinde yeniden cesitlenmeye bagli herhangi bir boyut farkliigi ya da degisiklik

saptanamamistir.
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OZET

Hyalomma soyuna bagli ixodid keneler tarafindan nakledilen Theileria annulata’nin
olusturdugu tropikal theileriosis gelismekte olan llkelerde, sigirlarin ekonomik agidan 6nemli
bir hastahgidir. Dogal sartlarda parazitlerde olusan seksiiel rekombinasyon popilasyonun
genetik cesitliliginin olusmasinda 6nemli yer tutmaktadir. Bunun yaninda, hastahikta tedavi
amach ila¢ uygulamalar1 ve koruyucu amacli asillamalar T.annulata poptlasyonlar: izerine
secici etki yaparak populasyonun yapisini degistirmekte, bunlarin kenelere aktarimina ve
dolayisiyla da olusacak yeni popuilasyonda genetik farkliliklarin olusmasina sebep olmaktadir.

Theileria annulata’mn bilinen tim gen sekansi, populasyon genetigi ¢alismalar: ve
yeni antijenlerin tanimlanmasi igin genetik marker gelistirilmesine olanak saglamstir.
T.annulata populasyonlarmin  kenelere aktariimasindan sonra olusan yeni parazit
populasyonlarindaki genetik cesitlilik ve rekombinasyonun bu cesitlilikteki roli hakkinda
polimorfik molekuler markerler kullanilarak yapilmis kapsamli bir ¢calisma bulunmamaktadir.
Klonal olan ve olmayan iki farkli T. annulata izolatinin (Ankara D7 ve Akcaova A10)
rekombinasyon sonrasi analizi igin yapilan popilasyon genetigi calismasinda kullaniimak
Uzere 23 adet mini ve mikrosatelit marker belirlenmistir. Ayrica, yeni parazit
populasyonlarinda rekombinasyonun yogun oldugu kromozomal bdlgeler ve bunlarin

caprazlama sonras: meydana gelen antijenik etkisi belirlenmistir.

Bu tez caligmasinda polimorfik markerler kullanilarak, klonal olan ve olmayan
Theileria annulata izolatlarimin kenelere aktarimimi takiben rekombinasyon sonrasi olusan
yeni populasyonlarinda ¢ok sayida farkl: alleller belirlenerek genetik diizeyde farklilasmalar
oldugu belirlenmistir. Rekombinasyonun yogun oldugu kromozomal bdlgeler; D7 igin
kromozom 4>2>1>3 ve rekombinasyonun en yogun oldugu A10 i¢in kromozom 3>4>2>1
seklinde swralanmistir. Rekombinasyonun 21 farkli antijenik bolge Uzerindeki etkisi igin
yapilan analizinde bu parazit izolatlar1 i¢in antijenik diizeyde bir farklilasma gorilmedigi

belirlenmistir.

Anahtar Sozcukler: Theileria annulata, rekombinasyon, populasyon genetigi.
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SUMMARY

Tropical theileriosis caused by the tick transmitted protozoa parasite Theileria annulata
is @ major and economically important disease of cattle in many developing countries. Sexual
recombination that occure in parasite has an effective role for genetic diversity in nature. Drug
treatments and protective vaccines make selective effect on T. annulata populations and in the
tick gut, it is therefore important sexual recombination causing genetic and antigenic diversity

in parasite populations is investigated.

The completed genome sequence of Theileria annulata provided an oppurtunity to
develop genetic markers for population genetic studies and also enabled the identification of
new antigens. Sexual recombination that has been occured in the tick gut, has not been
demonstrated in parasite populations either experimentally or using mini and micro satellite
markers which provides a reliable method for genotyping. A panel of 23 micro and
minisatellite markers selected for population genetic studies in order to identify, characterise
and analyse two different clonal and nonclonal T. annulata isolates (T.annulata Ankara and
Akcaova) after recombination. Besides, chromosomal regions where recombinations are
intense in new parasite populations and antigenic effect of these determined after genetic

crossover.

The analysis using polymorphic mini and mikrosatellit markers showed that new
population of two different clonal and nonclonal Theileria annulata isolates had many
different alleles, genetic variations following recombination resulting from transmission to
tick guts. Chromosomal regions where recombinations are intense ranging chromozom
4>2>1>3 for D7 and chromozom 3>4>2>1 for A10 which is more intense. Analysis is done to
determine antigenic effect of recombination showed no effect on 21 different antigenic regions

of these parasite isolates.

Keywords: Theileria annulata, recombination, population genetics.
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