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ONSOZ

Tiirkiye’nin bulundugu cografik alan ve iklimsel kosullar, iilkemizi hayvan hastaliklari
acisindan bir risk bolgesi haline getirmektedir. Bu hastaliklar igerisinde yer alan kenelerle
bulasan hastaliklarda, Tiirkiye’deki hayvanlarda 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir.
Apikompleksa anacindaki protozoal bir parazit olan Theileria annulata tarafindan olusturulan
tropikal theileriosis yada Akdeniz Sahil Hummasi1 sigirlarin ekonomik agidan Onemli
hastaliklarindan biridir. Hastalik etkeni Hyalomma soyuna bagl ixodid keneler tarafindan
tasinmakta ve kan emme esnasinda omurgali konak olan sigirlara nakledilmektedir. Hastalik,
Kuzey Afrika, Giiney Avrupa, Hindistan ve iilkemizide i¢ine alan Orta Dogu ile Asya’da yaygin
olarak goriilmekte ve bolgedeki sigirlart tehdit etmektedir. Hastalik ile direkt iligkili olarak
hayvanlarda goriilebilecek oliim ve verim disiikleri ile indirekt iliskili olan isletmelerdeki
veteriner tani ve tedavi giderleri ile kene miicadelesi i¢in yapilan masraflar iireticiler ve iilke
ekonomisi agisindan 6nemli ekonomik kayiplara yol agmaktadir.

Hastaligin kontroliinde en sik olarak kullanilan ydntem atteniiye hiicre kiiltiirleri ile
astlamadir, ancak bagisik hayvanlarda gelisen MHC (doku uyusum kompleksi) sinif I aracili
sitotoksik T hiicresel yanit hem farkli suslar arasinda hem de klonlanmis parazit
populasyonlarinda heterojenite gdstermektedir. Hem hastaliga karsit kontrol programlarinin
olusturulmasinda hemde risk haritasinin belirlenmesinde hastaligin yayginligi, hastaliga neden
olan parazit populasyonlarindaki genetik cesitlilik, hastalifi tasiyan kenelerin mevsimsel
aktiviteleri, hayvan hareketleri ¢ok iyi belirlenmelidir. Bu amagla yapilacak olan epidemiyolojik
calismalarda hastaligin duyarl, 6zgiil ve hizli olarak teshisine olanak verecek yontemlerin
kullanilmast 6nem tagimaktadir. Tropikal theileriosis’ in teshisinde kullanilan mikrokobik
yontemler akut olgularda iyi sonug¢ verirken, hastaligi atlatan hayvanlarin teshisinde yetersiz
kalmaktadir. Mikroskobik yontemlerden kaynaklanan dezavantajlarin Oniine gecebilmek igin,
hastaliga yakalanan hayvanlarin tanisinda serolojik ve molekiiler yontemler gelistirilmistir.
Hastaligin teshisinde, serolojik yontemler arasinda yer alan enzim baglimli immunosorbent testi
(ELISA) ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) gibi molekiiler teknikler giderek artan oranda
kullanim alan1 bulmustur. Parazitin omurgali konakta gelisen farkli yasam donemlerine 6zgii
proteinler kullanilarak yapilan ELISA ile asili ve/veya dogal enfekte hayvanlarin ayiriminin
yapilabilmesi o bolgede goriilen hastaligin sigirlardaki mevcut durumu hakkinda daha ayrintil
bilgi edinilmesine yardimeir olacaktir. Bunun yaninda kullanilacak parazit DNA’ sinin tespitine
dayali tekli ve coklu PZR, lopp aracili izotermal c¢ogaltma (LAMP) gibi molekiiler testler,
hastaliga neden olan etkenlerin sigirlarda es zamanli olarak goriilebilecek diger kan
parazitlerinden ayirimina veya tiim etkenlerin es zamanli olarak belirlenmesine olanak verecektir.
Molekiiler ve serolojik testlerin bir arada kullanilmasi hastaliga bagl hayvanlarda olusan verim
kayiplarimin  giderilmesine yonelik uygulanacak kontrol programlarinin gelistirilmesinde
kullanilacak verilerin daha ayrintili sekilde elde edilmesini saglayacaktir.

Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Programi (BAP) ve Wellcome Trust
(Ref 075820/A/04/Z) tarafindan desteklenen bu ¢alismada, Theileria annulata’nin ELISA ve
molekiiler yontemler (tekli ve ¢oklu PZR, LAMP gibi) ile teshisinde kullanilabilecek yeni
yontemler gelistirilmesi amaglanmistir. Konularin daha anlasilabilir olmasi ve karismamasi igin
tez dort ana boliim altinda toplanmistir. Birinci bolimde sadece genel bilgi verilmis olup seroloji
ve molekiiler kismi olusturan ikinci ve tgiincli boliimlerde kendi igerisinde belirlenen amaclar
bulunmaktadir. Belirtilen amaglarin gergeklestirilmesinde kullanilan yontem, elde edilen sonuglar
ve tartisma her amag i¢in ayr1 olacak sekilde anlatilmis, son boliimde ise sonug ve Oneriler yer
almistir.
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IMDA : [zotermal ¢oklu yer degistirme yoluyla ¢ogaltma

kb: Kilobaz

kDa: Kilo Dalton

LAMP: Loop Aracili Izotermal Cogaltma (Loop-mediated isothermal Amplification)
Mero I: T.sergenti ve T.buffeli tiirlerinde bulunan 23 kDa piroplazm yiizey proteini benzeri

proteinin kodlayan gen (TA13810, GeneDB)

mg: Miligram

MgCl,: Magnezyum klortir
ml: Mililitre

mM: Milimolar

ul: Mikrolitre

ng: Mikrogram

MHC simif I: Doku uyusum kompleksi sinif
MHC smif II: Doku uyusum kompleksi siif 11
mPZR: Multipleks (¢oklu) PZR

msp: major ylizey proteini

mtDNA: Mitokondriyal DNA

NASBA : Niikleik asit dizilim tabanli cogaltma

NBT: Nitroblue Tetrazoliyum

ng: Nanogram

ORF: Protein kodlayan alan (open reading frame)
UV: Ultraviyole

PEST motifi: Proline (P), glutamik asit (E), serine (S) ile threonine (T) amino asitlerinden olusan
ve sentezlenen polipeptidlerde hizli protein degredasyonu i¢in signal peptid
gorevini géren

Rev: Geri yonlii (reverse) primer

RFLP: Restriksiyon enzimi ile kesilen bolgelerinin boy farkliliklarinin

Ribo-SPIA: RNA’ nin tek primerli izotermal ¢ogaltma

RT: Ters yoOnlii transkripsiyon

rRNA: Ribozomal RNA

RLB: Reverse Line Blot

PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu

SDA : Zincir yerdegistirme yoluyla ¢ogaltma

SDS-PAGE: Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi
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Sfi: Sub — telomerik ¢oklu kopyaya sahip gen ailesi
SMART : RNA’nin signal aracili ¢gogaltilmasi

SNP: Tek niikleotid farklilig1

SPIA : Tek primerli izotermal ¢ogaltma

SP: signal dizilim (signal peptid)

SPAG-1: Theileria annulata sporozoit yiizey antijeni

ssurRNA:  Ribozomal RNA kiigiik alt {initesi

SVSP: Theileria’ ya 6zgii subtelomerik salgisal yapili proteinleri kodlayan gen ailesi

Tamr-1: Theileria annulata rhoptri Antijeni

Tams-1: Theileria annulata merozoit / piroplasm yiizey antijeni

TaSP: Theileria annulata yiizey proteini

TaD : Theileria annulata sizont yiizey antijeni

TaSE: Theileria annulata sizont proteini

TamtHSP70: Theileria annulata mitokondriyal HSP70

Tar: Theileria parva genomunda bulunan Tpr genlerinin T.annulata genomundaki
ortologlari

Taq: Thermus aquaticus

Ta9: TA15705 (GeneDB) geni tarafindan kodlanan protein

Ta9.1: TA15685 (GeneDB) geni tarafindan kodlanan protein

Ta9.2: TA15690 (GeneDB) geni tarafindan kodlanan protein

Ta9.3: TA15695 (GeneDB) geni tarafindan kodlanan protein

Ta9.4: TA15710 (GeneDB) geni tarafindan kodlanan protein

TMA : Transkripsyon aracili ¢ogaltma

Tpr: Theileria parva genomunda bulunan ¢oklu kopyaya sahip gen ailesi

TEMED: tetra-metil-1,2-diaminoethan

TMD : Transmembran Domain

TNF-a: Tiimor nekrozis faktor alfa

T7 RNAP: T7 RNA Polimeraz

RCA : Cember donme ¢ogaltmasi
VESA: Degisken eritrosit yiizey antijeni
Xis: Eksiyonaz

3SR : Kendinden katlamal1 dizilim kopyalanmasi
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CIZELGELER

Evcil ruminatlarda hastalik olusturan Theileria tiirleri

Protein ekstraktlarinin hazirlanmasinda kullanilan parazit
stoklarinin tiirii ve orijinini

Theileria annulata ve T.parva genomunda bulunan protein
kodlayan genlerin kompozisyonu

Biyoinformatik yontemlerle belirlenen proteinlerin klonlamasinda
tasarlanan primer ciftleri ve bunlarin dizilimleri

Biyoinformatik yolla SP, TMD, GPI anchor, EST verileri ve
dN/dS oranlarina gore belirlenen proteinler

Uretilen rekombinant proteinler kullanilarak elde edilen Western
blot sonuglar1

IP sonucunda SDS-PAGE’den elde edilen protein bantinin mass
spektrofotometrik yolla peptid dizilerinin Mascot tarama sonuglari

Ta9 paralog gen ailesinde kodlanan proteinlerin biyoinformatik
inceleme sonuglari

Standardize edilmis ELISA’larda kullanilan optimal antijen ve
serum diliisyonlar1

Theileria annulata sporozoitleri veya makrosizont hiicre kiiltiirleri
ile enfekte hayvanlarda TaSP, Ta9 ve Ta9.4 ELISA testelerinin
belirlenen ytizde (%) duyarlhiliklar

TaSP, Ta9 ve Ta9.4 ELISA ve IFA testleri ile 355 saha 6rneginde
belirlenen T. annulata enfeksiyonunun karsilagtiritlmasi

Tezde kullanilan parazit stoklarinin tiirii ve orijinini

Cytobl ve RLB F2/RLB R2 primer ¢iftleri kullanilarak ¢ogaltilan
cytochrome b ve 18S ssu rRNA genlerinin belirlenmesinde
kullanilan oligoniikleotid problar

PZR’ da kullanilmak iizere tasarlanan primer g¢iftleri

Farkli bolgelere ait T. annulata izolatlar ile baz1 Theileria ve
Babesia tiirlerine ait DNA 6rnekleri kullanilarak Sfi, Tar, sitokrom
b ve Mero I primer ¢iftlerinin 6zgiilliiglinlin belirlenmesi amaciyla
yapilan PZR sonuglari
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310

313

318

319

321

Xviil



BOLUM 1. GIRIS

1.1 Genel Bilgi
1.1.1. Onemli Theileria Tiirleri

Theileria soyunda keneler tarafindan nakledilen, evcil hayvanlar ve bazi memelilerde
hastalik olusturan tiirler bulunur (Cizelge 1.1). Sigirlarda hastalik olusturan bes Theileria tiirii
bulunmakta ve bu tiirler arasinda en fazla ekonomik dneme sahip olanlar1 7. annulata ve
T.parva’dir. Bu tirler ilk kez yaban sigirlarinda (buffalo ya da bizon) goriildiigii 6ngdriilen
ortak bir atadan (Theileria spp.) geldigi diisiiniilmektedir, ancak ortak ata olarak diisiiniilen bu
tiriin farklilasarak diger tilirleri olusturmasmin sigirlara adaptasyon oncesinde mi yoksa
sonrasinda mi1 oldugu hakkinda kesin bir bilgi bulunmamaktadir (Uilenberg 1981). Her iki
durumda da, hastalik yaban sigirlarinda genellikle fazla patojen olmayip, 6zellikle kiiltiir 1rki
sigirlar i¢in patojen 6zellik géstermektedir.

Theileria soyunda bulunan tiirlerin sistematikdeki yeri halen tam anlamiyla
coziilebilmis degildir. Son yillarda genetik diizeyde yasanan gelismeler ile Apikomplexa
kokiinde bulunan g¢ogu tiirlin genom dizilimlerinin belirlenmesi ve / veya hali hazirda
belirlenmiyor olmas1 bunlarin sistematikteki yeri hakkinda yeni bilgiler sunmaktadir. Bununla
birlikte, tiirlerin genetik diizeyde yapilan siniflandirmalart kendi aralarinda farkliliklar
gostermektedir. Bu sebeple, T. annulata’nin sistematikteki yeri Levine (1988)’na gbre asagida
verilmigtir:

Alem: Animale
Alem alt1: Protozoa
Anag: Apikomplexa
Simif: Sporozoea
Smif alt1: Piroplasmia
Dizi: Piroplasmida

Aile: Theileriidae

Soy: Theileria

Tir: T. annulata (Dschunkowsky ve Luhs, 1904)
T. parva (Theiler, 1904) ve diger tiirler



Cizelge 1.1. Evcil ruminatlarda hastalik olusturan Theileria tirleri.

Tir Omurgal ara konak Olusturdugu Omurgasiz ara Diinya iizerindeki dagilim
hastahk Konak (vektor)
Theileria Sigir ve yak Tropikal theileriosis Hyalomma spp. Kuzey Afrika, Giliney Avrupa,
annulata (Bos grunniens) Ortadogu, Orta Asya, Hindistan ve Kuzey Cin
Theileria Sigir Bati Sahil Hummasu, Rhipicephalus Bat1 ve Gliney Afrika
parva Koridor Hastalig1 veya appendiculatus
Zimbabwe theileriosisi ve diger
Rhipicephalus spp.
Theileria Sigir T. taurotragi Rhipicephalus spp. Bati ve Giiney Afrika
taurotragi (ilk kez Afrika geyiklerinde enfeksiyonu
bulunmustur)
Theileria parva Sigir Donme Hastalig1 Rhipicephalus spp. Bat1 ve Gliney Afrika
ve / veya
Theileria
taurotragi
Theileria Sigir T. mutans enfeksiyonu Amblyomma spp.  Bati1 Afrika
mutans
Theileria Koyun ve keci Malignant ovine / Hyalomma spp. Akdeniz bolgesi, Sudan, Bat1 ve Orta Asya ile
lestoquardi caprine theileriosis Hindistan
Theileria Si1g1r ve asya bizonu T. sergenti Haemaphysalis spp. Bat1 Asya ve Japonya
sergenti (Bubalus bubalis) Enfeksiyonu




e Theileria annulata

Theileria annulata (Dschunkowsky 1904) ilk kez 1904 yilinda Trankaukasyan
sigirlarinda bulunmus ve ‘Piroplasma annulatum’ olarak isimlendirilmistir. Parazitin
omurgalt konaktaki sizont doneminin tespitiyle birlikte Theileria annulata olarak
isimlendirilmistir (Bettencourt 1907). T. annulata, ‘Tropikal theileriosis’, ‘Misir Hummas1’,
‘Akdeniz sahil hummast’ veya ‘Tropikal piroplasmosis’ gibi cesitli isimler ile bilinen
hastaligin etkenidir. Sigir, manda, zebu ve bizonlarda goriilen etken kan hiicrelerinde yasar
(Mimoglu ve ark 1969).

Tropical theileriosis, Kuzey Afrika’da batida Fas’tan baslayarak doguda Misir’a kadar
olan bolgede goriiliir. Bu alan Afrika Sahra bolgesinin alt kesimlerindeki Sudan’a kadar
uzanir. Sudan’in bu kisimlarinda 7. annulata ve T. parva enfeksiyonu birlikte goriilmektedir.
Bununla birlikte Ispanya, Portekiz, Italya ve Yunanistan’in giiney bélgeleri hastaligin
endemik oldugu alanlardir. Hastalik Tiirkiye’ninde igerisinde bulundugu Ortadogu ve Orta
Asya kusagi ile Hindistan’1 da icine alacak sekilde Uzakdogu da Giiney Rusya ve Kuzey
Cin’e kadar uzanan yaygin bir bolgede gozlenmektedir (Sekil 1.1). Hastaligin bu denli yaygin
olarak goriilmesinin nedeni bu bdlgelerdeki ¢evre kosullarimin hastaliga vektorlik yapan
Hyalomma soyuna bagli ixodid keneler i¢in uygun sartlar ihtiva etmesinden kaynaklanir
(Purnell 1978). Theileria annulata, iki ya da li¢ konakeili 6zellik gosteren keneler tarafindan
trans-stadial olarak nakledilirler. Hastalifin nakledilmesinde rol alan 15 adet Hyalomma
soyuna baglh tiir oldugu belirlenmistir (Robinson 1982). Dogada Theileria annulata’nin
bulagsmasinda sigir-vektdr kene-sigir temelli bir dongii olmasina karsin hastaligi tasiyan
enfekte erkek kenelerin rastlantisal olarak kan emdigi hayvani birakarak baska bir hayvandan
kan emerek de hastaligi bulagtirabilecegi bazi1 kaynaklarda bildirilmistir (Pipano 2006).

Theileria annulata kaynakli enfeksiyonlarin yaygmhigi ve goriilme sikligi hastaligi
nakleden Hyalomma soyuna bagli kenelerin biyolojisi ve cografi dagilimi ile sinirlidir.
Endemik bolgelerde vakalarin ¢ogu Haziran-Eyliil aylar1 arasinda (Pipano 1976, Sergent
1945) goriilmesine karsin hastaliga sporodik olarak yil boyunca rastlamak miimkiindiir (Flach
ve Ouhelli 1992).

Tropikal theleriosis kaynakli olarak olusan ekonomik kayiplarin 6nemli kismini
mortalite, verim azalmasi, hastaligin kontrolii i¢in uygulanan asilamalar, bulagmanin
Onlenebilmesi i¢in yapilan kene miicadelesi ile teshis ve tedavi masraflari olusturmaktadir

(Gharbi ve ark 2006, Tisdell 1999,Wilkie ve ark 1998).



e Theileria parva

Bat1 Sahili Hummas1 (ECF; East Cost Fever) adi verilen hastaliga yol agan 7. parva,
asil olarak kahverengi kulak kenesi olarak bilinen, Rhiphicephalus appendiculatus tarafindan
nakledilmektedir. ECF Bati Afrika’da endemik olarak goriilmektedir (Sekil 1.1). Hastaligin
yayginlasmasinda bdlgeye kolonize olan Avrupalilarin beraberlerinde getirdigi duyarlh
sigirlarin 6nemli rolii olmustur (Norval ve ark 1992). Kontrol altina alinmadig: takdirde, bu
duyarli hayvanlarda %90’lara varan dliimler goriilebilmektedir (Lawrence ve ark 2006).

Ayn1 zamanda Afrika Sahrasinda goriilen Koridor Hastalig1, Zimbabwe theileriosisi ve
Donme Hastaligr gibi hastaliklarin olugmasinda da rol almaktadir. Koridor Hastaligi,
bizonlarda bulunan 7. parva tirlerinin keneler tarafindan nakledilmesiyle olusan ve klinik
olarak ECF’ye benzerlik gosteren bir hastaliktir (Lawrence ve Williamson 2006b). Ancak,
parazit si8irlara iyi adapte olamamistir ve sigirlarda etkenin piroplasm formuna rastlanmaz,
bu da hastaligin yasam dongiistinde sigirlar arasinda kene yoluyla naklin olugmasini engeller.
Donme Hastalig ise, 7. parva kokenli enfeksiyonlarin anormal bir formundan kaynaklanan,
enfekte lenfosit hiicrelerinin beyin damarlarinda ¢okeltiler olusturmasi sonucu sekillenen

atessiz, sinirsel bir hastaliktir (Lawrence ve ark 2006).

e Theileria sergenti

Sigirlarda 6nemli bir hastaliga neden olan bir diger Theileria tiiriide T. sergenti’dir. ik
kez Yamikoff ve Dekhtereff tarafindan 1930 yilinda Bat1 Sibirya’nin Vladivostok bolgesinde
‘Gonderia sergenti’ adiyla tamimlanmigtir. 7. sergenti Japonya, Bati Rusya ve Bati Cin
bolgesindeki (Sekil 1.1) sigirlarda 6liimciil enfeksiyonlara yol agmaktadir.

Theileria buffeli/orientalis grubu olarak adlandirilan parazitlerin filogenetik yerlerinin
belirlenmesi amaciyla, ssSRNA (small subunit RNA) gen dizilimlerine bakilarak yapilan
calisma sonucunda Theileria tiirleri iki gruba ayrilmistir (Chansiri ve ark 1999). Patojenik
T.annulata, T. parva ve T. taurotragi tiirlerinin kendi i¢inde bir grup olustururken, 7. sergenti
ise patojenik olmayan 7. buffeli tiirlerinin i¢inde bulundugu diger grup i¢inde yer almustir.
Cogunlugunu patojen olmayan tiirlerin olusturdugu ve 7. sergenti’nin de i¢inde bulundugu bu
grup konak hiicrelerinin farklilasarak c¢ogalmasini saglayamayan benign tiirlerden
olusmaktadir. Ancak yalnizca ssSRNA gen dizilimlerine bakilarak yapilan bu tiir filogenetik

calismalardan elde edilen sonuclar bize siniflandirilmada kesin bir bilgi vermemektedir.



. Theileria lestoquardi

Theileria lestoquardi, koyun ve kegilerde goriilen ekonomik dneme sahip en patojen
tiirdiir (Lawrence 2006). Hyalomma anatolicum anatolicum kenelerinin naklettigi bu tiiriin
neden oldugu hastalik (Malign ovine theileriosis) Avrupa’nin gilineybatisinda, Rusya’nin
giiney kesimlerinde ve Ortadogu’da goriilmektedir. Bu parazit antijenik olarak 7. annulata’ya
benzerlik gostermesine ragmen sigirlar1 enfekte etme ozelligine sahip degildir. Koyunlarda
yapilan deneysel calismalarda, 7. lestoquardi ile olusturulan enfeksiyonun hayvanlar1 daha
sonra olusturulan 7. annulata enfeksiyonundan koruyabildigi, bununla birlikte 7. annulata ile
olusturulan birincil enfeksiyonun 7. lestoquardi ile olusturulan ikincil enfeksiyondan énemli
klinik belirtilerin goriilmesini O6nlemek disinda herhangi bir korunma saglayamadig:
goriilmiistlir (Lawrence 1997, Leemans ve ark 1999a,b). Malign ovine theileriosis’de goriilen
patojenik etkiler sigirlarda goriilen Theileria tiirlerinin olusturdugu patojenik etkilere

benzerlik gostermektedir.

e Diger Patojenik Theileria Tiirleri

Theileria mutans, Afrika Sahrasinin alt kesimleri ile Karayip Adalarinda yaygin olarak
goriilen (Lawrence ve Williamson 2006a) bir tiir olup Theileria etkenleri ile benzer bir yasam
dongiisiine sahip olmasina ragmen ¢ogalmasi sizont doneminde degil piroplasm déneminde
olmaktadir. Bat1 Afrika’daki hayvanlarda yogun piroplasm enkefsiyonuyla beraber gelisen
damar i¢i hemoliz sonucu ileri diizeyde anemi, siddetli klinik bulgulara sebep olur. Theileria
taurotragi, Rhiphicephalus tirii keneler tarafindan nakledilmekte ve genelde 7. parva ile

beraber ‘Donme Hastaligina’ neden olmaktadir (de Vos ve ark 1981).



Sekil 1.1. Sigirlarda hastalik olusturan 6nemli Theileria tiirlerinden 7. annulata, T. parva ve T. sergenti’nin diinya {lizerindeki dagilima.



1.2. Theileria annulata’min Yasam Cemberi

Theileria annulata, keneler tarafindan nakledilen, zorunlu hiicre i¢i parazittir.
T.annulata hem vektdr kenelerde hem de omurgali konakta birbirinden morfolojik olarak
farklilik gosteren gelisme donemleri gecirir. Parazitin yasam c¢emberi, omurgali konakta
sizogoni ve merogoni ile ara konak olan vektdr kenelerde gametogoni ve sporogoni olmak

iizere dort temel donemden olusur (Sekil 1.2).
1.2.1. Omurgalh Ara Konaktaki (Sigir) Donem

Vektor kene, enfeksiyonu sigirlar iizerinde beslenirken nakleder. Bazen, konjenital
yolla rastlantisal olarak buzagilara bulasma olabilmektedir. Bu durum o6zellikle buzagi
dogumlarindan sonraki ilk bir hafta i¢inde goriilen hastalik tablosunda géz Oniinde
bulundurulmalidir (Levine 1985). Hastaligin sigirlara bulagsmasinda sporozoit adi verilen,
0,75-1,5 (=1) um boyunda, oval yapili, tek ¢ekirdekli, 2025 nm kalinlikta ve tripsine duyarlt
belirgin bir dig tabakaya sahip parazit formlar1 rol oynamaktadir. Cekirdek sporozoitin
yarisini iggal ederken, c¢ekirdegin karsi kutbunda rhoptilerin (2-3 adet) tutundugu apikal
kompleks bulunmaktadir. Sporozoitlerde bulunan tek mitokondrion ile apikoplast denen yap1
birbirleri ile yakin iliski icindedir ve bu organeller c¢ekirdek zari ile ilintili halde bulunur.
Sporozoit stoplazmasinin kalan kisminda serbest ribozomlar (graniillii ve graniilsiiz) ve bircok
elektron dense mikrosferler yer almaktadir (Shaw ve ark 1991). Nimf ya da olgun dénemdeki
enfekte kenelerin tiikiiriik bezi asini hiicrelerinde bulunan sporozitler, kenenin kan emmesi
esnasinda omurgali konaga nakledilirler. Kenenin, omurgali konak {izerinde beslenme siiresi
kene tiirleri ile bir¢ok ¢evresel faktoriin etkisi altindadir. Enfekte kenenin kan emme
esnasinda tiikriik bezlerinde bulunan sporozoitler beslenmenin ilk déneminde degil, bunun
aksine ilerleyen donemlerinde ve az miktarlarda yavasca (fasilali olarak) ara konaga
nakledilmektedir. Sporozoitlerin, konak hiicrelerine giris yerinin tam olarak neresi oldugu
bilinmemekle birlikte, muhtemelen bu girisin enfekte kenenin kan emdigi tarafta ya da buraya
en yakin lenf yumrusunda olusabilecegi varsayilmaktadir. Kenenin kan emdigi bdlgenin
etrafinda olusan 16kosit hiicrelerinden zengin yangisal reaksiyon sporozoitlerin muhtemelen
bu asamada hiicre icine girebilecegini diisiindiirmekte, ancak sporozoitler kene tarafindan
nakledildikten sonraki birka¢ dakika igersinde g¢evredeki en yakin lenf yumrusuna da
ulasabildigi (Shaw ve ark 1991) diisiintildiigiinde sporozoitlerin konak hiicrelere giris yerinin
tam olarak belirlenebilmesi icin detayli ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. 7. annulata ve

T'parva tirlerinin omurgali konakta hangi 16kosit populasyonunu enfekte ettigini belirlemek



icin yapilan in vitro deneysel ¢alismada; purifiye edilmis sigir hiicreleri (monosit, T-hiicreleri)
ve bunlarin MHC (biiyiik doku uyusum kompleksi) simif II pozitif ve negatif olan alt
populasyonlar1 her bir parazit tiirline ait sporozoitler ile ayr1 ayr1 muamele edilmis ve
T.annulata’nin tercihen monosit / makrofaj kokenli MHC sinif II pozitif hiicreleri enfekte
ettigi gozlenirken, T-hiicrelerinde az oranda enfeksiyon olusmus, MHC sinif II negatif
hiicrelerde ise enfeksiyon oraninin neredeyse yok denecek kadar az oldugu belirtilmistir.
T'parva’nin ise, T. annulata’nin tam aksine tercihen T-hiicrelerini enfekte ettigi, ancak
monosit / makrofaj kokenli hiicreleri enfekte edemedigi goriilmiistiir (Glass ve ark 1989).
Benzer bir ¢alismada, T. annulata’nin T. parva’ya nazaran B-hiicrelerini daha fazla enfekte
ettigi gosterilmistir (Spooner ve ark 1989).

Sporozoitler sigir viicuduna inokule olduktan sonraki 5-60 dakika igerisinde reseptor
aracili endositoz yoluyla lokositlere girerler. Her bir konak hiicresine en fazla 15 sporozoit
girebilmektedir. Sporozoitlerin hiicreye girisi; konak hiicreye baglanma, parazitin hiicre
membrani ile sarilmasi ve hiicre i¢ine alinma adi verilen, farkli ancak birbirinin devami
niteliginde olan bir seri olaylar silsilesi seklinde gelisir.

Theileria sporozoitlerinde apikompleksa anacindaki diger tilirlerden farkli olarak
mikronemler ve 6zellesmis sitoskeletal yapilar bulunmaz. Bu nedenle Theileria sporozoitleri
hareketsizdir. Ik baglanma pasif yolla, sicakliga bagimli olmadan 0 — 4 °C arasindaki
sicakliklarda dahi gergeklesebilir. Sporozoitlerin konak hiicreye baglanmasinda parazitin
yoniiniin (oriyantasyonunun) herhangi bir 6nemi yoktur, yani parazit konak hiicreye giris i¢in
apikal ucu ile hiicre membranini kars1 karsiya getirmek icin tekrar oriyante olmaya ihtiyag
duymaz. Bununla birlikte, baglanmadan sonraki asamalar aktif yolla ve sicakliga bagiml
olarak gerceklesir (Jura 1984, Shaw ve ark 1991, 1997). Hiicreye giris, parazit ve hiicre
membranlarinin karst karsiya geldigi kisimdan baslayarak gevresel olarak parazitin hiicre
membrant ile sarilmast ve hiicre i¢ine alinma ile sonuglanir. Sporozoit ile konak hiicre
arasindaki ilk baglanma olduk¢a kuvvetlidir ve sporozoitler bir defa baglandiklarinda hiicre
icine giris 37°C’de yaklasik {i¢ dakikada icerisinde ve bundan sonraki hiicre sitoplazmasi
icinde serbest kalma ise 15 dakika icinde gerceklesir. Etrafin1 saran hiicre membranindan
kurtulup sitoplazma iginde serbest kalamayan parazitler yasamlarini devam ettiremezler.
Sporozoitlerin konak hiicreye girisi canli ve metabolik olarak aktif olmalarina ve ortamin
pH’sina baghidir (Shaw ve ark 1991, 1997). Theileria tiirleri konak hiicre sitoplazmasi iginde
cogalir ve farklilagirlar, ancak apikompleksa anacinda bulunan Plasmodium ve Toxoplasma
gibi tiirlerden farkli olarak etraflarinda herhangi bir parazitofor vakuol bulunmaz (Mehlhorn

1984). Hiicre i¢ine giristen sonra, parazit rhoptri ve microsiferlerinde bulunan proteinleri



etrafin1 saran hiicre membranindan kurtulup sitoplazma igerisinde serbest kalmak i¢in disari
salgilar. Bununla es zamanl1 olarak konak hiicre mikrotubulleri parazit tarafindan salgilanan
mikrosferlerle birleserek, parazitin yiizeyini kusatir. (Fawcett ve ark 1984, Fawcett ve ark
1982b, Shaw ve ark 1991, Shayan ve Ahmed 1997).

Sporozoitlerin konak hiicre igine girisi hem konak hiicrede hem de sporozoitlerde
onemli degisimleri baslatir. Konak hiicre sitoplasmasina yerlesen parazit hem ¢ok ¢ekirdekli
sizontlar1 olusturmak i¢in farklilagsmaya baslar hem de konak hiicrede tranformasyona
(degisime) yol agarak enfekte hiicrelerin klonal genislemesine yol acar. Theileria ve
apikompleksa anacindaki diger parazitler, DNA replikasyonu ve mitoz boliinmeyi hiicre
boliinmesinden ayr1 sekilde yapabilirler. Hiicre i¢ine girmis olan parazit hiicre boliinmesi
yapmadan bircok kez DNA replikasyonu ve cekirdek bdliinmesi yasar. Bu bdliinmelerin
sonucunda konak hiicre sitoplazmasi i¢inde ¢ok c¢ekirdekli sinsitiyal (i¢leri sitoplazma ile dolu
olan hiicre benzeri yapilar) cisimler olusur. Ayni1 zamanda, yagsam siklusunun farkl
donemlerinde parazit konak hiicre dongiisiinde degisikliklere neden olur. Sporozoitler konak
hiicre i¢inde farklilagarak trofozoitleri bunlarda yukarida anlatildigi sekilde geliserek cok
cekirdekli makrosizontlart olustururlar. Makrosizontlar hiicre sitoplazmasi icerisinde serbest
olarak yerlesmislerdir ve dis yiizeyleri plasma membram ile kapli durumdadir (Shaw ve
Tilney 1992). Makrosizontlarin ¢ekirdekleri sitoplazma igerisinde daginik halde bulunur ve
her biri porlu niikleer zar ile cevrilidir. In vitro ortamda, makrosizontlar ortalama 12
cekirdeklidir ve her bir ¢ekirdek yaklasik 1,5 pm ¢apindadir. (Mehlhorn 1984). Parazit bu ¢ok
cekirdekli doneminde konak hiicrelerinin boliiniip ¢ogalmasina sebep olur. Parazitte bu
asamada boliinerek cogalmakta ve konak hiicrenin mitotik ¢ikintilarina baglanip es zamanl
olarak konak hiicre ile boliiniip olusan yeni hiicrelere dagilmaktadir. Cogalma ilk olarak
enfekte lenf yumrularinda olur, ancak sonraki dénemlerde enfekte hiicreler kontrolsiiz olarak
kanser hiicrelerine benzer sekilde cogalip metastazik 6zellik gostererek kan ile diger doku ve
organlara yayilir. Parazit ile enfekte hiicreler, enfeksiyonun baglamasindan sonraki besinci
giinde kenenin sporozoiti inokule ettigi taraftaki yiizeysel lenf yumrularindan alinan biopsi
orneklerinden hazirlanan preparatlarda tespit edilebilmektedir. Yasam ¢emberini
tamamlayabilmek i¢in olugsmus olan makrosizontlarin bir boliimii farklilasarak ¢ok sayida tek
cekirdekli merozoitleri olustururlar (Shaw 2003). Bu donemde sizontlar biiyiiylip genisler ve
bunu ¢ok ayida tek ¢ekirdekli meroziotlerin olusmasi takip eder, olusan bu merozoitler konak
hiicre sitoplazmasinda serbest halde bulunurlar.

Daha sonra olgunlasan merozoitler konak hiicre plazma membraninin yirtilmasindan

sonra serbest halde kana gegerler. Olgun merozoitler yapisal olarak sporozoitlere g¢ok



benzerler. Her bir merozoit apikal kutbunda rhoptrileri ihtiva ederken, sporozoitlerde goriilen
mikrosferler ve diger bazi organeller (mikronem veya yogun graniiller gibi) bulunmaz.
Sporozoitlere benzer sekilde, merozoitlerin yoniiniin konak eritrositlerine giriste Onemi
yoktur. Eritrosit igine girig merozoit ve hiicre membraninin karst karsiya geldigi kistmdan
baslayarak cevresel olarak parazitin hiicre membrani ile sarilmasi ve hiicre igine alinma ile
sonuglanir. Hiicre i¢ine aliman meroziotin etrafi tamamiyla hiicre membram ile sarili
durumdadir. Daha sonra rhoptrilerde bulunan proteinler salgilanarak parazit etrafini saran
hiicre membraninda kurtularak sitoplazma icerisinde serbest hale gecer. Ancak konak hiicreye
giren sporozoitlerden farkli olarak konak hiicre mikrotubulleri ile her hangi bir birlesme
olmaz. Merozoitler eritrositlere girdikten sonra piroplasm olarak adlandirilan formlari
olustururlar. Parazitin bu formlar1 makrosizontlarin ilk goériilmesinden sonraki bir ila {i¢ giin
icinde kanda belirlenebilirler (ya da enfeksiyondan sonraki 8-10 giin i¢inde) ve enfekte
hayvanlar parazitin bu formunu yillar boyunca tasiyabilirler (Pipano 2006). Piroplasmlar tek
bir hiicre membrani ile gevrili, kiire, oval ya da virgiil seklindeki yapilardir (Mehlhorn 1984).
Merozoitlerin hiicre igine girisinde rol oynayan faktorlerin neler oldugu tam olarak
bilinmemektedir. Yapilan in vitro ¢alismalarda, metalloproteaze inhibitorlerinin 7. sergenti
merozoitlerinin eritrositlere girisinin bloke ettigi gosterilmis ve bu da eritrosite giriste
enzimatik yollarin kullaniliyor olabilecegini diisiindiirmektedir. Buna ek olarak, yiizeyinde
bulunan siilfat glikokonjugatlarinin varligina baglh olarak merozoitlerin hiicreye baglanmasi
ve girisi heparin kullanilarak bloke edilmistir (Hagiwara ve ark 1996, Hagiwara ve ark 1997).
Eritrositler i¢indeki yasam c¢emberi tiirler arasinda farklilik gosterir. Piroplasmlarin hiicre
kiiltiirtinde merogoni benzeri (karyokinezi takip eden bir sitokinez yoluyla) yolla boliindiikleri
gosterilmistir. Cogalan bu piroplasmlar, merozoitlerin 16kositleri terk etmesine benzer yolla
eritrositleri terk ederek yeni eritrositleri enfekte edebilecekleri kanist vardir (Conrad ve ark
1985). Ancak, T. annulata ve T. parva’da eritrosit i¢indeki bu ¢ogalma sinirli diizeydedir. Bu
tirlerde genelde enfekte lokositlerce iiretilen merozoitler devamli olarak yeni eritrositleri
invaze ederler (Ilhan 1999). Keneler, enfekte hayvan iizerinde beslenmeleri esnasinda
piroplasmlarla enfekte olmus eritrositleri alarak parazitin ara konaktaki yasam ¢emberinin

devamin saglarlar.
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Sekil 1.2.  Theileria annulata’nin Yagsam Dongiisii (Devam)



Sekil 1.2.

Theileria annulata’nin Yagam Donglisli; enfekte kenenin kan emmesi esnasinda
omurgali ara konak olan sigira inokule edilen sporozoitler myeloid hiicrelere
girerek burada c¢ok c¢ekirdekli makrosizontlara farklilasirlar. Enfekte
hiicrelerdeki klonal ¢ogalma esnasinda bir kisim makrosizontlar farklilagarak
merozoitleri olustururlar. Olusan bu merozoitlerde konak hiicre zarini
parcaliyarak serbest hale gecer ve dolasimdaki eritrositlere girerek piroplasmlari
olustururlar. Eritrositler igerisindeki bu piroplasmlar kan emme esnasinda
omurgasiz ara konak olan kenelere nakledilirler. Alinan piroplasmlar kene
bagirsaginda gametositleri olusturur ve bu gametositlerde kaynasarak zigotlari
meydana getirirler. Daha sonra zigotlar farklilasarak hareketli kinetlere doniisiir
(zigot ve kinetler parazitin yasam c¢emberindeki tek diploid donemlerdir).
Hareketli kinet hemolenf yoluyla kenenin tiikriik bezlerine go¢ ederek burada

aseksliel ¢ogalma yoluyla sporoblast ve sporozoitleri olustururlar.
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1.2.2. Omurgasiz Ara Konaktaki (Vektor) Donem

Theileria annulata’nin yasam g¢emberindeki gametogoni ve sporogoni donemleri
omurgasiz ara konak olan vektor kenelerde geger. 7. amnulata’nin ixodid bir kene olan
Hyalomma detritum tarafindan nakledildigi ilk kez Cezayir de yapilan bir ¢alismada
gosterilmistir (Sergent 1928). Daha sonralari, T.annulata’nin Hyalomma soyuna bagli 15 kene
tiirli tarafindan dogal ya da deneysel olarak nakledilebildigi belirlenmistir (Robinson 1982).
Hastalig1 nakleden keneler arasinda en 6nemli olanlar ti¢ konuklu Hyalomma anatolicum
anatolicum ve iki konuklu Hyalomma detritum keneleridir (Uilenberg 1981). T. annulata,
keneler tarafindan transtadial olarak nakledilir, yani keneler larva ya da nimf donemlerinde
enfekte hayvanlardan kan emerken aldiklar1 etkenleri, ancak kene gomlek degistirip bir
sonraki gelisme dénemine (nimf ya da olgun) gectiginde omurgali konaklara nakledilebilirler.
Hyalomma excavatum keneleri deneysel sartlarda 7. annulata’y1 nakletmelerine karsin dogal
ortamda bu kenenin larva ve nimflerinin rodentlerden kan emmeleri sebebiyle olgunlari
hastalig1 nakledememektedir (Barnett 1977). Keneler omurgali konaktan kan emme esnasinda
enfekte eritrositleri alir, ancak parazitin keneler tarafindan nakledilmesinde rol oynayan bir
takim etmenler vardir; i) kene kan emmeye basladigi ilk donemlerde aldigi enfekte
eritrositlerin biiyiik boliimii lize olup parcalanmakta, ancak kenenin doymaya basladig ileriki
donemlerde alinan parazitler yasamini devam ettirebilmektedir. Buna bagli olarak larva ve
nimf donemlerinde keneler olgun donemlerine nazaran hayvan iizerinde daha az siire kalarak
daha az kan emmektedirler. Bu sebeple larva ve nimf doneminde, olguna nazaran hem daha
az enfekte eritrosit alinmakta hem de yasamimi devam ettirebilen etken sayisi daha az
olmaktadir. ii) Ayrica, barsak epitelyumunun yapisi ile barsak liimeninin durumu da kene
tirleri arasinda farkliliklar gostermekte ve bu durum parazitin gelismesine etki
edebilmektedir. Kenelerin kan emerken aldiklar1 piroplasmlardan gametositlerin olusumu
barsak liimeninde eritrositlerin lize edilerek parazitin serbest hale gegmesi ile baslar. Bununla
birlikte, serbest hale gecen parazitlerin ne kadarinin gametlere farklilastig1 ve gametogenezisi
kontrol eden faktdrlerin neler oldugu bilinmemektedir (Sekil 1.2).

Kene kan emip doyduktan sonraki bir ila dort giin i¢cinde, barsak liimeninde ince, ig-
benzeri mikrogamontlar olusur (Schein 1975, Schein ve ark 1975). Mikrogamontlarda
bulunan flagella benzeri ¢ikintilarda sayilar1 dérde varabilen ¢ekirdekgikler olusur, bunlar
daha sonra ayrilarak fili form yapili mikrogametleri olustururlar. Ayni zamanda, kiire
bicimindeki makrogametlerde bu asamada olusmus durumdadir. Daha sonra makro ve
mikrogametlerin kaynagarak zigotlar1 olusturdugu varsayilmaktadir (Levine 1985, Schein ve

ark 1975). Merkezlerinde vakuol benzeri yapilar bulunan zigotlar, kenenin doymasindan
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sonraki beginci giinden itibaren barsak epitelyumunda goriiliirler. Zigot olusumundan sonra
parazit ¢cogalarak once tetrapoit ve bunu takibende kinetlere farklilasma esnasinda polipoit
formlar1 olusmaktadir. Daha sonra zigotlar de§isime ugrayarak comak sekilli kinetleri
olustururlar. Zigotun goriilmesinden sonraki 12—15 giin igerisinde parazitin hareketli formu
olan kinetler kenenin hemolenfine gecerek tiikiiriik bezlerine dogru go¢ ederler (Schein ve
Friedhoff 1978). Parazitin yasam ¢emberinde tek diploid donem zigot ve kinet donemleridir.
Kinet tiikriik bezi acini hiicresi (tip II ya da tip III) icinde degisime ugrayarak sporoblastlara
doniistir ve ¢ekirdek boliinmesi baslar. Bu asamada tip II ve tip III acini hiicrelerinde parazitin
olusturdugu c¢ok c¢ekirdekli sinsitial yapiya bagli olarak genisleme meydana gelir. Kene
omurgali konaktan kan eminceye kadar sporogoni donemi baglamaz, yani enfekte acini
hiicreleri i¢inde parazitler sporoblast sathasinda beklerler. Kenenin omurgali konaktan kan
emmeye baglamasi ile sporoblastlar aktive olarak sporogoni donemine gecer. Yapilan
calismalarda, Hyalomma anatolicum olgunlarinin tiikriik bezlerindeki sporozoitlerin, kenenin
hayvan iizerinde beslenmeye baglamasindan sonraki 24 ila 48 saat (maksimum 72 saat) sonra
olustugu belirtilmistir (Singh ve ark 1979). Bir diger calismada da, 37°C sicaklik ve %95
nisbi nemde tutulan enfekte, olgun Hyalomma excavatum kenelerinin kan emmelerine gerek
kalmadan tiikriikk bezlerinde sporozoit gelisimi oldugu gosterilmistir (Samish 1977). Bu da
hastaligin naklinde rol oynayan bazi kenelerin omurgali konaktan kan emmeye baglamadan
once tiikiiriik bezlerinde sporozoitlerin gelismis olabilecegini akla getirmektedir. Kenede
sporogoni donemi bagladiktan sonra olusan sporozoitler kenenin acini hiicrelerinde
dejenerasyona yol acip kenenin tiikiiriigiinde serbest halde gegerler. Her bir enfekte acini
hiicresinde tahmini olarak 40 bin sporozoit olusabilmektedir (Young ve ark 1992). Kene kan
emme esnasinda olusan sporozoitleri bir anda degilde fasilali olarak konak viicuduna
vermektedir. 7. annulata’nin yasam ¢emberindeki goriilen farkli donemlerin molekiiler olarak
nasil kontrol altinda tutuldugu tam olarak anlasilabilmis degildir. Bununla birlikte, sporogoni
ve lokositlerdeki merogoni donemleri ile eritrositler iginde piroplazmlara farklilasma
morfolojik olarak benzer bir mekanizmayla olusmakta ve bununda 7. annulata’nin
genomundaki belli bir gen grubu tarafinda kontrol edilebilecegi ileri siiriilmekte ve bir takim

modeller gelistirilmektedir (Shaw ve Tilney 1992, Shiels 1999).
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1.3. Theileria annulata’mn genomu

Theileria annulata, T. parva gibi kenelerdeki zigot donemindeki diploit faz disinda
haploit genoma sahiptir. 7. annulata biiyiiklikleri 1,9 ila 2,6 Mb arasinda degisen ve her
birinde 3,792 protein kodlayan bdlgeye sahip oldugu tahmin edilen dort kromozomdan olusan
8.35 Mb’lik c¢ekirdek genomuna sahiptir (Pain ve ark 2005). 7. parva’nin genomu,
T.annulata’ya nazaran biraz daha kiiciik (8.31 Mb) olmasina karsin 238 ekstra protein
kodlayan gen vardir.

llave olarak, T. annulata 6.5 kb biiyiikliigiinde, linear bir ekstra-kromozomal DNA’ya
sahiptir (Hall ve ark 1990), bununla birlikte apikoplast gen dizilimi 7. parva igin
belirlenmisken (Gardner ve ark 2005) 7. annulata’nin apikoplast genom dizilimi

belirlenememistir.

1.4. Tropikal Theileriosis de Klinik Bulgular ve Patogenez

Sigirlarda, 7. annulata enfeksiyonlarinin siddeti hayvan irklarmin enfeksiyona karsi
duyarliligmma (Rafyi ve ark 1965), enfeksiyona sebep olan parazit susunun virulensine
(Sergent 1945) ve enfekte kene tarafindan inokule edilen sporozoit sayisina (Preston ve ark
1992) baghdir. T. annulata enfeksiyonu goriilen klinik belirtilere gore hafif, perakut, akut, sub
akut ve kronik olarak simiflandirilabilir (Neitz 1957, Sergent 1945). Perakut vakalarda,
hastaliga duyarli hayvanlarda enfeksiyonun alinmasindan sonraki ii¢ ila bes giin igerisinde
Oliim goriiliir. Hastaliga kars1 bagisik hayvanlarda (pasif ya da asilanma sonucu) ise klinik
bulgular hafiftir veya hi¢ goriilmez ve hayvanlarda kendiliginden iyilesme goriiliir (Pipano
20006).

Hastaligin patogenezinde hem 16kositler i¢indeki sizogoni donemi hem de eritrositler
icindeki piroplasmlar etkilidir (Irvin 1987). Buna ek olarak, sizontlarla enfekte hiicrelerdeki
proliferasyon ve sitokin iiretimi hastaligin patogenezinde dnemli rol oynar (Preston ve ark
1993). Hastaligin inkubasyon periyodu (kenenin kan emmeye baslamasindan atesin ilk kez
goriilmesi arasindaki siire) ortalama iki hafta (8-30 giin) dir (Neitz 1957, Sergent 1945).
Atesin goriilmesinden bir ila iki giin 6ncesinde kenenin kan emdigi taraftaki yiizeysel lenf
yumrularinda biiylime goriiliir ve bu lenf yumrularindan hazirlanan biopsi 6rneklerinde
hipertrofik lenfositler, monositik hiicreler ve sizontlar goriiliir. Tropikal theileriosis’de
gozlenen ates, istahsizlik (genelde hastaligin baglangicinda degisken bir istahsizlik
seklindedir), ruminasyonun durmasi, salya akintisi, burunda ser6z akinti, gz kapaklarinda
biiylime, lakrimasyon, nabiz artisi, siit veriminde azalma ve az oranda sinirsel belirtiler akut

vakalarda goriilen en belirgin klinik bulgulardir (Khanna ve ark 1980). Atesin yilikselmeye
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basladig ilk donemlerde digki normaldir, ancak hastaligin ilerleyen donemlerinde diskida kan
ve mukus gozlenir (Barnett 1977). Hayvanlarda belirgin derecede zayiflama ve siit veriminde
diisiis 6nemli belirtiler arasinda yer almaktadir.

Lokal lenf yumrusunda biiylime hastaligin klinik belirtileri gozlenmeden onceki en
belirgin bulgudur. Bu dénemde lenf yumrularinda parazitle enfekte hiicreler ve genel hiicre
sayisinda artis olusur (Irvin 1987). Sporozoitlerin omurgali konaga inokule edilmesinden
sonraki besinci giinde yiizeysel lenf yumrularinda makrosizontlar, dokuzuncu giinde kanda
piroplazmlar goriilebilir. Hastalik esnasinda dolasimdaki lenfosit ve nétrofil sayisindaki
azalmaya baglh siddetli bir 16kopeni (Laiblin 1978, Preston ve ark 1992a) ve parazitemi
esnasinda eritrosit sayisinda azalmaya bagl siddetli anemi goriiliir. Ilerleyen anemiye bagh
hayvanlarda belirgin solunum gii¢liigii olusur. Yapilan ¢aligmalarda erirositlerin %90’ 1nin
parazitlerce enfekte olabilecegi belirlenmistir. Enfekte eritrositlerin hem parazit tarafindan
pargalanarak lize olmas1 hem de bu enfekte eritrositlerin dalak ve karacigerde yikimlanmasina
bagli aneminin siddeti giderek artar (Hooshmand-Rad 1976, Uilenberg 1981, Barnett 1977).
Hastaligin patogenezinde oto immun mekanizmalarin rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir
(Hooshmand-Rad 1976). Duyarli sigirlarda mortalite orani1 parazitin virulensine bagli olarak
%40-60 arasinda degistigi bildirilmektedir. Oliim genelde klinik bulgularin goriilmesinden
sonraki bir ila iki hafta i¢inde goriiliir (Uilenberg 1981). Hastaligi atlatan hayvanlar ise
parazite uzun siire tastyicilik yaparlar (Sergent 1945).

Hastalikta goriilen patolojik bulgular lenfatik ve vaskiiler sistemler ile iligkilidir (Neitz
1957, Pipano ve ark 1974, Sergent 1945). Lezyonlarin siddeti hastaligin seyriyle baglantilidir.
En belirgin makroskobik lezyonlar subkutan doku ve serozalarda petesi, yiizeysel ve derin
lenf yumrularinda hiperplazi, splenomegali, karacigerde genisleme ve sarimsi renk olusumu,
sidik kesesinde biiyiime, epi-endokardiyal petesi ve ekimozlar, bobrek korteksinde gri-beyaz
odaklar olarak siralanabilir. Hastalifin karakteristik bulgularindan biride abomasumda
goriilen ortast nekrotik, g¢evresi hemorajik bir alanla ¢evrili sigara yamigi seklindeki
iilserlerdir. Benzeri tilserlere kiigiik ve biiylik barsak boyunca rastlanabilir. Akcigerler genelde
O6demlidir.

Parazitin sizogoni doneminde enfekte konak hiicrelerinde meydana getirdigi klonal
cogalmaya bagli olarak lenfatik dolagimla tiim viicuda yayilan enfekte lenfositlerin metastazik
ozellikleri ile bunlara kars1 gelisen yangisal cevabin patogenezde gdzlenen bu makraskobik
bulgular ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Akut durumlarda, sizontlarla enfekte hiicreler
enfeksiyonun verildigi taraftaki lenf yumrularindan hizli bir sekilde diger lenf yumrular

(mezenterik, mediastinal vb.) ile dalak ve timusa yayilirlar. Akut durumlarda, parazitle
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enfekte hiicreler dokuzuncu giinde karaciger, bobrek, akciger, abomasum, adrenal ve hipofiz
bezlerinde, on ikinci giinde beyine ve on dordiincii giinde kalp dokusuna yayilirlar (Forsyth ve
ark 1999). Enfekte hiicrelerin bu metastazik 0Ozellikleri eksprese ettikleri matriks
metalloproteinazlar (MMP) (Baylis ve ark 1992, Somerville ve ark 1998a) ile CD2, CD11b,
VLA-4 (very late antigen-4) ve CD9 gibi adezyon molekiillerine bagli olabilir (Forsyth ve ark
1999c¢). Ayrica, tiimor nekroz faktor alfa (TNF—a) hastaligin patogenezinde rol oynamaktadir
(Brown ve ark 1995, Forsyth ve ark 1999a, Preston ve ark 1993). Enfekte makrofajlarca
TNF-o’'nin  yogun oranda iiretimi hastalifin belirgin bulgulari olan l6kopeni, petesi ve
ekimoz olusumu ile baglantilidir. Siddetli enfeksiyonlarda goriilen yiiksek interferon-y (INF-
v) orani da TNF—a iiretimini indiikleyebilmektedir (Campbell ve ark 1997a,b).

1.5. Tropikal Theileriosis de Bagisihik

Theileria annulata’nin omurgali konakta hem hiicre i¢i (sizont, piroplazm) hemde
hiicre dis1 (sporozoit, merozoit) formlar1 goriiliir. Buna bagli olarakta konak bagisiklik sistemi
parazitin yasam dongiistindeki farkli donemlerine ait antijenlerle karsilasmakta ve bu da
icerisinde hem humoral hemde hiicresel komponentleri igeren heterojen bir yanita sebep
olmaktadir (Boulter ve Hall 1999). Her iki durumda da enfeksiyondan kurtulan hayvanlarda
homolog suslara kars1 tam, heterolog suslar ile reenfeksiyonlara karsi ise kismi bir bagisiklik
gelisir (Hall 1988). Tropikal theilerisis’e karsi edinilen bagisiklik enfeksiyonun olusma
yoluna (enfekte keneler, sporozoit stabilatlar1 yada atteniiye hiicre kiiltiirleri yoluyla)
bakmazsizin gelisir (Pipano ve ark 1981). Yerli irklarin tropikal theileriosis’e kars1 direnci ve
hiicre kiiltiirii asilarinin duyarli irklar1 korumada basarili olusu bir arada diisiiniildiiglinde,
sigir bagisiklik sisteminin olusan birincil ve ikincil enfeksiyonlara karsi etkili bir yanit
gelistirdigini gostermektedir. Bu sonuglara bakarak, direncli irklar hastalia karsi belli
diizeyde dogal bagisikliga sahipken, asilanmis egzotik irklarda hastalia karsi birincil
enfeksiyona yada asilamaya bagl gelisen kazanilmis bagisiklik s6z konusudur. Bununla
birlikte, 7. parva’da asil olarak goriilen sitotoksik T hiicre yanita nazaran tropikal

theileriosis’e kars1 dogal ve edinsel bagisik yanit bir arada uyum igerisinde gelismektedir.
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1.5.1. Dogal Bagisik Yamt

In vitro ortamda, sporozoitlerin monositik hiicreler ile B hiicrelerine, T hiicrelerine
kiyasla daha fazla invaze olup, onlar1 transforme ettikleri yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir
(Sager ve ark 1997, Sager ve ark 1998). Makrosizontlar ile enfekte mononiikleer hiicrelerdeki
mRNA sitokin profili enfekte olmamis aktif makrofajlara benzer sekilde gelismektedir
(Preston ve ark 1999). Bunun yaninda enfekte hiicreler, enfekte olmamis ‘sitostatik’
makrofajlar1 aktive ederek bu hiicreler tarafindan sitokin, nitrik oksit (NO) ve bazi faktorlerin
salinmasina ve bu sayede de enfekte hiicrelerin cogalmasini baskilayabilmektedirler (Preston
ve Brown 1988). Dogal oldiiriicii (NK) hiicreler de uyarilarak IFN-o salgilanmasi yoluyla
makrosizont ile enfekte hiicreleri yok etmektedirler (Preston ve ark 1983). Bu iki hiicre tipi
olusturulan dogal bagisik yanit Sekil 1.3°de gdsterilmistir. NK hiicreleri ayn1 zamanda enfekte
hiicreler tarafindan salgilanan sitokinler yardimi ile IFN-y iiretimi i¢in uyarilarak, enfekte
olmamig makrofajlarda NO {iretimini kuvvetlendirici bir etki yapabilmektedir (Preston ve ark
1999). NO’in in vitro kosullarda makrosizontlar ile enfekte hiicrelerin proliferasyonunu inhibe
ettigi ve apoptozisi indiikledigi, bu sayedede merozoitlere farklilasmay1r engelledigi
gosterilmistir (Richardson ve ark 1998). Ayni zamanda, NO in vitro ortamda hiicrelerin
sporozoitler ile invazyonunu engelledigi gosterilmis (Visser ve ark 1995) ve bu etkinin in vivo
kosullarda da sporozoit ve merozoit invazyonunu engelleyebilecegi one siiriilmiistiir (Preston
ve ark 1999). lleri siiriilen bir diger goriiste, dogal bagisik yamtin direk uyarimimnim diisiik
dozlarda olusan enfeksiyonlarin kontréliinde yardimci bir etki yaparak parazitin hiicre igine
yerlesmesini onleyerek subklinik enfeksiyonlara yol agtigidir (Preston ve ark 1999). Bununla
birlikte, sigirlarda yiiksek dozlarda sporozoitlerin verilmesi sonucu olusan enfeksiyonlarda
parazitin sonraki dénemlerinden korunma ve bu safhalarin elimine edilebilmesi i¢in edinsel
bagisik yanita ihtiya¢ duyulmaktadir. Dogal ve edinsel bagisiklik arasindaki bu etkilesim belli
bir sira halinde degil birbiri icerisine gegmis ve biri digerinin tamamlayicisi yada yardimcisi

olacak sekilde olugmaktadir.
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Sekil 1.3. Tropikal theileriosis’e kars1 sigirlarda gelisen dogal ve edinsel yanit; Parazitin

omurgal1 ara konaktaki tiim gelisme donemlerinde (sporozoit, sizont, merozoit ve
piroplasm) bagisiklik sistemi ile karsilagsmaktadir. NK (dogal katil) hiicreler ve aktive
edilmis makrofajlar trofozoit ve makrofajlar ile enfekte lokositlere etkiyerek dogal
bagisik yanit1 sekillendirmektedir. NK hiicreleri hem enfekte hiicreleri lize ederken
hemde salgiladiklar1 tiimér neroz faktor-o (TNF-a), interferon-o (INF-a) ve nitrik
oksit yardimi ile aktive edilmis makrofajlar1 yonlendirmektedirler. Hastaliga kars1
olusan edinsel bagisik yanitta sitotoksik CDS8" T hiicreleri makrosizontlar ile enfekte
hiicreleri lize ederken, CD4" T hiicreleride antijenler ile uyarildiktan sonra
makrofajlar aktive etmektedirler. Ikincil enfeksiyonlar sirasinda olusan sporozoit ve
merozoitler B hiicreleri tarafindan {retilen antikorlar yardimi ile inhibe
edilebilmektedir. Hem CD4" hem de CDS8" hiicreleri tarafindan iiretilen interferon-y
(INF-y) direk olarak trofozoitler iizerine etki etmekte, bununla birlikte makrosizonla
enfekte hiicreler birincil enfeksiyon doneminde gelisen yanitta olusan CD8" T
hiicreleri tarafindan lize edilebilmektedir. Aktive edilmis makrofajlar piroplasmlar ile

enfekte hiicreleri fagosite etmektedirler (Preston ve ark (1999)’dan uyarlanmaistir).
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1.5.2. Edinsel Bagisik Yanit
1.5.2.1. Hiicresel Bagisiklik

Tropikal theileriosis’e kars1 gelisen edinsel bagisik yanit hem B, hemde T hiicrelerinin
uyarilmasini icermektedir, ancak bu giine kadar yapilan ¢eligmalarda koruyucu bagisiklikta
rol oynayan parazit antijenleri tam olarak belirlenebilmis degildir. Ayrica, enfekte 16kositlerin
makrofajlar1 hangi yolla aktive ederek edinsel yanitin olusmasini indiikledikleri de
bilinmemektedir. Edinsel bagisik yanitta rol oynayan makrofajlar ile NK hiicreleri arasindaki
dongiide hem CD4" hemde CD8" hiicreleri tarafindan salgilanan ve aralarinda IFN-y’nin da
bulundugu sitokinler rol oynamaktadir (Preston ve ark 1999). In vitro ortamda, IFN-y’nin bu
etkisini makrofajlar tarafindan TNF-o ve NO’in sentezlenmesini arttirarak yaptigi
bulunmustur (Preston ve ark 1993, Visser ve ark 1995). Aktif haldeki makrofajlar tarafindan
tiretilen NO enfekte l0kositler ilizerine etkimekte ve ayni zamanda bu etkilerini serbest
merozoitler ve enfekte eritrositler lizerinde de gosterebilmektedir. Ayni1 zamanda makrofajlar
enfekte eritrositleri fagositoz yoluyla direk olarak yok edebilmektedirler. Cogu hiicrenin
ylizeyinde bulunan MHC smif I molekiilleri, yiizeylerinde endojen parazit proteinlerinin
islenmesi ile olusturulan kisa peptid zincirlerini sunarak bu hiicrelerin enfekte olduklar
gosteren belirteglerdir. CD8" sitotoksik T hiicrelerinin MHC sinif I molekiillerince sunulan bu
antijenleri belirleyerek 7. annulata’ya karsi gelisen bagisiklikta rol alan onemli aracilar
olduklar1 disiiniilmektedir (Ahmed ve ark 1989). Yapilan ¢alismada, olusan birincil
enfeksiyon sirasinda sitotoksik hiicrelerin sadece enfeksiyonu atlatan hayvanlarin dolasim ve
lenf yumrularinda belirlenebildigi gosterilmistir (Innes ve ark 1989, Preston ve ark 1983).
T.annulata enfeksiyonlarmma  karst olusan sitotoksik yanitin MHC aracili oldugunu
belirtmisglerdir. Otolog yada allogenik hiicre kiiltlirleri kullanilarak asilanan iki grup sigirda;
allogenik hiicrelerle asilanan gruptaki hayvanlarda hafif klinik bulgular gelisirken, autolog
enfekte hiicrelerle asilanan diger gruptaki hayvanlarda siddetli bir yamt olusmustur. Ikinci
grupta yer alan hayvanlarda parazite karsi bir sitotoksisite gelisirken, ilk grupta yabanci sigir
hiicreleri ile agilanan hayvanlarda parazite kars1 gelisen ikincil sitotoksisiteden once yabanci
hiicrelerdeki MHC antijenlerine kars1 bir sitotoksisite gelismistir. Tiim hayvanlarin bagisik
yanitta gelisen ¢apraz reaksiyonlari dogrulayan tarzda, heterolog sporozoitler ile olusturulan
re enfeksiyonlara karst bagisik oldugu goriilmiistiir. Makrosizontlar ile enfekte hiicreleri lize
edebildigi halde akut enfeksiyonlarda CD8" sitotoksik T hiicrelerinin dolasimda kisa siireli
olarak bulundugu, bunun aksine bu hiicrelere kars1 gelisen makrofaj aktivitesinin ise uzun

siire devam ettigi gozlenmistir (Innes ve ark 1989). Makrofajlarin enfekte 16kositlere karsi
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gelistirdigi uzun siireli aktiviteye bagli olarak, hiicre kiltiirleri ile asilanma sonucu
hayvanlarda koruyucu bagisikligin olusmasinda daha énemli rol oynadiklar1 6ne siirtilmiistiir
(Preston ve Brown 1988, Preston ve ark 1999). Ikincil re enfeksiyonlara karsi olusan yanitta
makrofajlar1 aktive edebilme kabiliyetine sahip CD" bellek hiicrelerinin hizli sekilde geri
cagirilmalari ile iligkilidir.

Theileria parva’da, CD8" T hiicrelerinin enfeksiyonun kontroliinde énemli rol oynagi
gosterilmistir (McKeever ve ark 1994). Ayni1 zamanda, sitotoksik T lenfositlerin (CTL)
yiiksek ozgiilliikle sadece sizontlar ile enfekte hiicreleri belirledigi ve CTL yanitin parazit
susuna Ozgl olarak gelistigi bilinmektedir (Morrison ve ark 1987a,b, Morrison 1996,
Morrison ve ark 1996). Antijenlere 6zgii gelisen CD8" T hiicre aracili IFN-y yanit ile CD8"
CTL aktivitesinin incelenmesi maciyla yapilan deneylerde antijenler kullanilara asilanan
hayvanlarin ¢ogunda o6ldiiriicii  dozlarla sporozoitler verilerek olusturulan ikincil
enfeksiyonlara kars1 IFN-y yanit gézlenirken, az oranda hayvanda CTL aktivitesi goriilmiis ve
oldiirticti dozlardan sonra hayvanlarda olusan CTL yanitin hayvanlarin hayatta kalabilmeleri
ile iliskili oldugu gozlenmistir (Taracha ve ark 1995).

Theileria annulata’ya karst hiicre aracili koruyucu bagisikligin gelismesinde enfekte
hiicre yiizeyinde sunulan parazit aracili antijenler onemli oldugu ve bu peptidlerin CTL
hiicrelerine MHC simif I molekiilleri tarafindan sunulup sizontlarin eliminasyonunun ardindan
bu peptidlerinde yok oldugu belirlenmistir (Seitzer ve Ahmed 2008). MHC smif I aracili CTL
yanit sadece bagisik hayvanlarda gelisirken, hasta yada duyarli olanlarla da bu yanita
rastlanmayacagi vurgulanmistir (Seitzer ve Ahmed 2008). Asili hayvanlarda gelisen
korumanin heterolog suslara karsi zayif olmasinda olugan CTL yanitin farkli suslara 6zgii
olmasindan kaynaklanabilecegi belirtilmis (Darghouth 2008) ve yapilan calismada asilanmis
hayvanlar da olusan A-10 aracili CD8 T hiicre yanitin parazit suslarina 6zgii oldugu, bununla
birlikte hem bagisik yanit olusan populasyon i¢inde hemde klonlanmamis parazit
populasyonunda ki farkli hedef antijenlerde, suslara 6zgii CD8 T hiicrelerinin heterojenite

gosterdigi belirlenmistir (Machugh ND ve ark 2008).

22



1.5.2.2. Humoral Bagisikhik

Theileria annulata ile enfekte hayvanlarda etkili bir primer immun yanitin
gelisememesi bagisikligin  gelismesinde parazitlerin direk etkilerini akla getirmektedir.
Enfeksiyon esnasinda CD4" hiicreleri, parakortekste yer alan antijen sunan hiicreler ile
etkilesim kurmak yerine medulla kisminda bulunan gelismekte olan enfekte hiicreler tarafinda
aktive edilmektedir. Bunun yaninda parazit aracili kontrolsiiz IFN gamma {iretiminin de lokal
antikor yanit olugamamasi iizerine etkili olabilecegi diisliniilmektedir (Campbell ve ark
1997b).

Olusan birincil enfeksiyon sirasinda sigir bagisiklik sistemi hiicreleri tarafindan
iiretilen antikorlar ne enfekte 10kositleri nede eritrositleri taniyamamakta (Ahmed ve ark
1988, Hall 1988, Shiels ve ark 1989) ve bu sebeple olusan antikorlar parazitin bu déonemlerine
kars1 koruyucu bagisiklikta rol oynamamaktadir. Bununla birlikte, bagisik serumun in vitro
kosullarda sporozoit invazyonunu engelledigi gosterilmistir (Gray ve Brown 1981, Preston ve
Brown 1985). Re enfeksiyon sonrasi, sporozoitlere karst olusan antikorlarin konak
hiicrelerinin sporozoitler tarafindan invazyonunu durdurmasmin miimkiin oldugu, ancak
enfeksiyonu atlatan hayvanlarda asil direncin parazite 6zgii CD4" bellek T hiicrelerinin
makrofaj aktivasyonunu arttirmasi ve dogal bagisik yanitin hizli gelismesine bagh oldugu
sOylenmektedir (Preston ve Jongejan 1999). In vivo kosullarda ise sporozoitler ancak tekrarl
enfekte kene ile enfestasyona maruz kalmaya bagli olusan yiiksek antikor titrelerinde
etkilenmektedirler (Preston ve Brown 1985). Bu durum sporozoitlerin dolasimda c¢ok kisa
stireler kalmasina bagli olarak bagisiklik sistem hiicreleri ile karsilagsma siirelerinin az olmasi
ile agiklanabilmesine ragmen, ilging sekilde sporozoitlere kars1 gelisen antikorlar torfozoitler
ile enfekte hiicrelerin klonal olarak ¢ogalabilen makrosizontlara farklilagmalarinda
yavaglamaya sebep olabilmektedirler (Preston ve Brown 1985).

Enfekte makrofajlar tarafindan iiretilen sitokinler muhtemelen dogal bagisikligt
indiikler ve CD4" T hiicrelerine antijen sunulmasina yardime1 olurlar. CD4" T hiicreleri, hem
makrofajlar aktive eden IFN-gama ve CD8" T hiicre ¢ogalmasini arttiran interleukin 2 (IL2)
tiretip hemde parazitin hiicre dis1 donemleri olan meroziotler ve hiicre i¢i piroplasmlari nitrik
oksit (NO) ile birlikte 6ldiiren antikorlarin B hiicrelerince iiretimine yardimci olurlar (Preston
ve Jongejan 1999).

Merozoitlere karsi in vivo olarak gelisen antikor varligi bilinmektedir (Irvin and
Morrison 1987), ayrica bagisik serumlarin serbest merozoitleri tanima 6zellikleride yapilan

calismada gosterilmistir (Ahmed ve ark 1988) ve bunlar sadece komplement aktivasyonu
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yoluyla lize olabilmektedirler. Bununla birlikte, bu g¢aligmada bagisik serumun in vitro
ortamda enfekte hiicre ¢ogalmasina inhibe edici bir etkisinin olamadig1 gosterilmistir. 7.parva
enfeksiyonlarinda gelisen immun yanitin hastaligin klinik belirtilerini azaltma tiizerine bir
etkisinin olmadigt ve duyarli hayvanlara immun serum yada globulin verilmesinin re
enfeksiyonlar sonrasi olusan klinik tabloyu etkilemedigi hayvanlarda kontrol grubuna benzer
siddetli tablo olustugu belirlenmistir (Muhammed ve ark 1975). Asilama veya dogal yolla
gelisen bagisiklikta sporozoit ve merozoitlere karsi gelisen antikorlarin etkisi lizerine pek
fazla veri yoktur (Hall 1988, Irvin 1985). Etkinligi hangi yolla verildigine bagli olarak degisse
de rekombinant sporozoit veya merozoit yiizey antijenleri kullanilarak yapilan asilamalar
hayvanlar1 sporozoit yada enfekte kan stabilatlar1 ile olusturulan re enfeksiyonlara karsi kismi
olarak koruyabilmektedir. Bu yanitin baglatilmas1 ve gelismesinde CD4" T hiicre yardimina
gereksinim oldugu bilinmekte, ayn1 zamanda naif ve bellek sitotokik T hiicreleri belirgin
sekilde bu yardima gereksinim duymaktadirlar. CD4" T hiicre yanit1 aym zamanda bagisik
hayvanlarda da olugsmakta ve bu CD4" T hiicrelerinin bazilar sitolitik dzellik gostermektedir

(Preston ve Brown 1985).

1.6. Tiirkiye’ de Tropikal Theileriosis’ in Epidemiyolojisi

Tiirkiye 36-42° kuzey enlemleri ve 26-45° dogu boylamlar: arasinda yer alan, 1,660
kilometre eninde, 814.578 metrekare yiizol¢iimiine sahip, Avrupa ile Asya kitalar1 arasinda
bir koprii vazifesi goren bir iilkedir. Tiirkiye hem cografik hemde iklimsel olarak birbirinden
farkli yedi bolgeye (Marmara, Ege, Akdeniz, Karadeniz, I¢ Anadolu, Dogu Anadolu,
Gilineydogu Anadolu) ayrilmistir (Sekil 1.4).

Tropikal theileriosis, iilkemiz sigirlarinda goriilen 6nemli hastaliklardan biridir ve
hastaliga biitiin cografik bolgelerde rastlanmaktadir (Sayin ve ark 2003). Mayis ve Eyliil
aylar1 hastaligin en yogun olarak rastlanildigi dénemdir, yaz ortasinda ise enfekte olmus
eriskin kenelerin sayisindaki artigina bagl olarak hastalik pik yapmaktadir (Sayin ve ark
2003). Ulkemizde hastaligin naklinde rol oynayan, Hyalomma anatolicum anatolicum, H.
anatolicum excavatum, H. detritum ve H. Marginatum olmak ftlizere dort kene tiiri
bulunmaktadir (Aktas 2004). Bu kene tiirlerinin hastaligin naklinde rol oynadiklar1 ve dort tiir
arasinda olusan enfeksiyon oranlar1 arasinda herhangi bir fark olmadig: belirlenmistir (Sayin
ve ark 2003). Hyalomma detritum disindaki kene tiirleri ii¢c konakeili 6zellik gosterirken, H.
detritum iki konuklu o6zellik gostermektedir. Tiirkiye’nin i¢ ve dogu bdlgelerini i¢ine alan
cografik alanda hastaligin epidemiyolojisi ile naklinde rol alan kene tiirlerinin belirlenmesi

amaciyla yapilmis bir¢ok ¢calisma mevcuttur.
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Sekil 1.4. Tiirkiye’de bulunan farkli cografik bolgeler, bunlarm igerisinde yer alan bdliimler ile Ege bolgesinin biyoklimatik alanlar1 (Devam)



Sekil 1.4. Tiirkiye’de bulunan farkli cografik bolgeler, bunlarin icerisinde yer alan boliimler

ile Ege bolgesinin biyoklimatik alanlari. Ulkenin dogusunda yer alan Dogu
Anadolu Bolgesi; Yukart Firat, Erzurum—Kars, Van ve Hakkari olmak iizere dort
boliime ayrilmistir. Giiney bati kisminda yer alan Giineydogu Anadolu Bolgesi;
Orta Firat ve Dicle olarak iki boliimdiir. Orta kisimda yer alan i¢ Anadolu bolgesi
kendi i¢inde Yukari ve Orta Kizilirmak ile Konya ve Yukari Sakarya
boliimlerinden olugmaktadir. Karadeniz ile kiy1 smir1 olan ve kuzeyde kalan
Karadeniz Bolgesi; Bati, Orta ve Dogu olmak iizere ii¢ béliimden olusur. Ulkenin
kuzey batisinda yer alan, hem Ege hemde Marmara Denizine kiyisi olan ve
Anadolu ile Avrupa topraklarini igerinde barindiran Marmara Bolgesinde; Gliney
Marmara, Catalca—Kocaeli, Ergene ve Yildiz Daglar1 olmak tizere dort boliim yer
almaktadir. Ulkenin giineyinde yer alan ve Akdeniz ile kiyr komsusu olan
Akdeniz Bolgesi ise; Antalya ve Adana olmak iizere iki boliime ayrilmistir. En
batida yer alan ve Ege Denizine kiyis1 olan Ege Bolgesi ise kendi igerisinde I¢
Bat1 Anadolu ve Ege olarak iki béliimden olusmaktadir. i¢ Bat1 Anadolu iklimsel
olarak I¢ Anadolu Bélgesine benzerlik gostermektedir; kisin karli ve soguk, yazin
sicak ve kuraktir. {lkbahar serin ve yagish, sonbahar ise 1lik ve az yagishdir.
Ormanlik bolgeler az oranda olup, daglik yaylalar ve ovalik vadiler igerir. Ege
Boliimii ise iklimsel olarak; yazlar1 sicak ve kurak, kislar1 1lik ve yagish gecer.
[Ikbahar ve sonbahar aylar1 1liman ve ortalama yagislarin en yogun yasandig
aylardir. Ege Bolimi kiyr kesimlerde yaz aylarinda sicak ve nemli bir iklime
sahipken, denize dik daglari, yaylalari ile Gediz, Biiylik ve Kiicliik Menderes ile

Bakir caylar1 bolgenin 6nemli su kaynaklarini olusturur.
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Tirkiye’nin  bes farkli bolgesinde tropikal theileriosis’in  seroprevalansinin
belirlenmesi amaciyla yapilan ¢aligmada, hastliga en yogun (%91,4) olarak Giiney Dogu
Anadolu Bolgesi’nden toplanan 6rneklerde rastlanmis, bunu Karadeniz (%46,8), Ege (9%40),
Marmara (%33,3) ve I¢ Anadolu Bolgesi (%29) takip etmistir (Eren ve ark 1995). Bati
Karadeniz Bolgesinde ise % 11.56’lik oranla en yaygin olarak 7. buffeli/orientalis grubuna
bagli etkenlere rastlanirken, 7. annulata %1.28’lik oranla ¢ok diisiik diizeyde tespit
edilebilmistir (Altay ve ark 2008).

Adana ve yoresinde yapilan bir ¢alismada IFA testi ile toplanan &rneklerin %10,7’lik
kisminda 7. annulata’ya kars: antikor varlig: tespit edilmistir (Cakmak ve Oz 1993). Ankara
ve yoOresinde yapilan bir diger calismada 1990-93 yillar1 arasinda toplanan orneklerin IFA
testi ile incelenmesinde hayvanlarada toplam %50.7 oraninda enfeksiyona rastlanirken,
bunlardan %14.3’{iniin yeni vaka oldugu tespit edilmistir. Aynmi1 c¢alismada kan alinan
hayvanlarin iizerinde Hy. anatolicum, Hy. anatolicum excavatum, Hy. detritum ve Hy.
marginatum tird keneler belirnenmis ve en yogun kene enfestasyonunun yasli hayvanlarda
goriildigi belirtilmistir (Sayin ve ark 2003). Tiirkiye’nin dogusunda yer alan Elaz1ig, Malatya,
Bingo6l, Mus, Van, Erzincan, Erzurum, Kars, Adiyaman, Diyarbakir ve Sanliurfa illerini i¢ine
alan bolgede 7. annulata’nin prevalansinin PCR ile belirlenmesi amaciyla yapilan calisma
sonucunda hastaliga en yaygin olarak Diyarbakir (%74.6), Sanliurfa (%60.3), Elaz1g (%60.2),
Bingdl (%61.7), Mus (%58.7), Adiyaman (%43.1) ve Van (%27.8) illerinde, en az oranda ise
Erzurum, Kars ve Erzincan (%1.4-6) illerinde rastlanmistir (Dumanli ve ark 2005). Yine
Dogu Anadolu Bolgesinde yapilan bir ¢aligmada toplanan 6rneklerin % 39’ unda 7. annulata
tespit edilirken, %7 oraninda da sigirlarda apatojen olan 7. buffeli/orientalis grubuna bagl
etkenler belirlenmis ve ayn1 hayvanlar tizerinden Hy. anatolicum, Hy. anatolicum excavatum,
Boophilus annulatus, Rhiphicephalus bursa ve R.. sanguineus keneleri toplanmistir (Aktas
ve ark 2006) Kayseri ve yoresinde sigirlar iizerinden toplanan kenelerin %21.12’sinin Hy.
anatolicum oldugu belirlenmis ve bu kenelerin %9.3’tinde T. annulata’ya rastlanmistir (Ica ve
ark 2007). Elazig ve Malatya yoresinde sigirlardan ve barmak duvarlarindan toplanan
Hyalomma soyuna bagli kenelerden en yogun olarak Hy. anatolicum’a (%63.1) rastlanmis ve
bunu Hy. an. excavatum (%23.8) ve Hy. detritum (%11.7) takip etmistir. Metilen yesili ve
pironin ile boyanan kene tiikriikk bezlerinin incelenmesi sonucunda en yogun enfeksiyona Hy.
anatolicum (%50)’da rastlanirken bunu ¢ok daha diisiik oranlarla Hy. an. excavatum (%2.4)
ve Hy. detritum (%4.6) tiirii keneler takip etmistir (Aktas ve ark 2004).

Ege Bolgesinde hastaligin epidemiyolojisi lizerine yapilan ¢alismalarda bolgede

hastaligin yaygin olarak goriildiigii belirlenmistir (Eren ve ark 1998, Aysul ve ark 2008). Bat1
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Ege Bolgesinde sigirlarda goriilen kene varliginin belirlenmesi Aydm, Izmir ve Manisa
illerine bagl ilgelerde yapilan kapsamli ¢alisma sonucunda bolgede Hyalomma soyuna bagl
Hy. anatolicum, Hy. anatolicum excavatum, Hy. detritum, Hy. marginatum ve Hy. rupifes tlirii
kenelere rastlanmistir. Aydin ve yoresinde ise sigirlarda en yaygin olarak Hy. marginatum
(%48.28)’a rastlanmig ve bunu Hy. excavatum (%25.27), Hy. detritum (%17.72) ve
Hy.anatolicum (%1.24) tiirii keneler izlemistir (Bakirc1 2009). Dogu Bolgesine nazaran Ege
Bolgesindeki sigirlarda Hyalomma marginatum ve Hy. excavatum en yaygin kene tiirleri
olarak tespit edilmis, Hy. anatolicum’a ise olduk¢a diisiik oranlarda rastlanmistir. Barinak
duvarlarindan toplanan keneler incelendiginde Aydin’da %91.43’lik oranla en yogun
Hy.detritum’a rastlamistir (Bakirc1 2008). Ege Bolgesinde hayvan iizerinden ve barimak
duvarlarindan toplanan kenelerdeki enfeksiyon oranlari kapsamli olarak belirlenmemistir.
Ancak yapilan incelemelerde 6zellikle Aydin ve yoresinde hastaligin naklinde rol alan baslica
kene tiiriiniin Hy. detritum oldugu goézlenmistir (Karageng T., yayinlanmamis veri).

Aydin ve yoresinde tropikal theileriosis’ in naklinde birincil olarak rol oynayan
Hy.detritum kenelerinin disileri bir yaz doneminde yaklasik olarak 4000 yumurta
cikartabilmekte ve bu yumurtalardan ¢ikan a¢ larvalarda kan emek i¢in konak aramaktadir
(Sekil 1.5). Konak {iizerinde kan emerek doyan larva gomlek degistirerek a¢ nimflere
doniiserek ayni konakta kan emmeye devam etmektedir. Sigirlarda yaz sonu ve sonbahar
aylarinda olgunlagsmamis donemlerle enfestasyonu yaklagik 3—4 haftada son bulmaktadir.
Daha sonra, doymus nimfler konaktan ayrilarak barinaklarda bulunan yarik ve ¢atlaklarda kis1
gecirirler. Mayis ve Haziran aylarinda g¢evre sartlarinin (hava sicakligi, nem) uygun hale
gelmesi ile nimfler gomlek degistirmeye baslayarak a¢ olgunlara doniisiirek kan emecek yeni
konak aramaya baglarlar. Yeni konak iizerinde kan emmeye baslayan olgun disi ve erkek
keneler ciftlesirler. Disi kene erkege nazaran daha uzun siire konak {izerinde kan emer
(yaklasik bir hafta). Ciftlesmis disi kene doyduktan sonra kan emmeyi birakirak yumurtlamak
amaciyla topraga diiser ve yasam dongiisiinii tamamlar. Keneler hastalig1 larva yada nimf
donemlerinde alarak bir sonraki yasam doneminde kan emdikleri konaga naklederler.

Seroloji ve/veya molekiiler tabanli olarak hastaligin epidemiyoloji {izerine yapilan
calismalar her ne kadar hastaligin o bolgedeki varligi hakkinda bilgi versede, gerek o bolge
yada il den toplanan kanlarin toplam hayvan varligini temsil etmesinin gerekse de hastaligin
yayginlig1r ve naklinde rol alan kene tiirlerinin mevsimsel aktivitelerinin belirlenmesinin
gerekliligi tropikal theileriosis’e karsi iilkemizin risk alanlarinin belirlenerek bu bdlgelerde
gerekli kontrol programlarinin uygulanmasini zorunlu kilmaktadir. Bunlardan ayri olarak

hastaligin epidemiyolojisinde ve goriildiigii bolgedeki endemik stabilitenin olusmasinda etkili
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olan bir diger faktérde o bdlgede gozlenen hastalik etkenlerinin farkli izolatlarinin viriilens
farkliliklaridir. Deneysel ¢alismalarda hayvanlarda farkli 7. annulata izolat1 ile olusturulan
enfeksiyon sonucunda bu izolatlardan birinin viriilens, {i¢ tanesinin orta derecede viriilens ve
ikisininde hafif viriilent oldugu goézlemlenmistir (Sayin ve ark 2000). Sonug¢ olarak yapilan
epidemiyolojik caligmalarla hayvanlarda ve kenelerde hastaligin yayginliginin arastirilmasinin
yaninda hastalik olusturan farkli izolatlarin viriilens degerlerinin belirlenerek o bolgelerde
olusan endemik stabilitenin ve farkli bir izolata bagl olusabilecek yeni bir epideminin oniine

gecilmesini saglayacak verilerin elde edilmesinde biiyiik 6nem tasimaktadir.
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Sekil 1.5. Aydin yoresinde Hyalomma detritum’un yagam dongiisii (Devam)



Sekil 1.5. Aydin yoresinde Hyalomma detritum’un yagam dongiisii; Doymus disi kene ken
emip doyduktan sonra topraga diiser ve yumurtlar. Daha sonra yumurtadan ¢ikan
ac larvalar uygun konaktan kan emerek doyduktan sonra aymi konak iizerinde
gomlek degistirerek a¢ nimfler olusur. A¢ nimfler ayni konaktan kan emerek doyar
ve konagi terk ederek uygun yerlerde (barmaklarin ¢atlak ve yariklarinin derin
kisimlarinda) kisi gecirirler. Havalarin tekrar 1sinmaya basladigi ilkbahar
doneminde kis1 gegirdikleri yerlerde gomlek degistirip a¢ olgunlar olustururlar ve
bunlarda kan emmek i¢in uygun konagi aramaya baslarlar. Yeni konakta kan
emme esnasinda erkek keneler disilerle ¢iftlesirler. Disi kene erkege nazaran daha
uzun siire konak lizerinde kan emer (yaklasik bir hafta). Ciftlesmis disi kene
doyduktan sonra kan emmeyi birakir ve yumurtlamak amaciyla topraga diiser ve

yasam dongiisiinii tamamlar.
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1.7. Tropikal Theileriosis’in Tanis1 ve Tedavisi
1.7.1. Klinik Tam

Hastaligin endemik olarak goriildiigii bolgelerde tan1 genellikle klinik ve makroskobik
bulgular ile yaz aylarinda hayvan iizerinde goriilen kene varligina dayanarak yapilmaktadir.
Laboratuar sartlarinda en sik kullanilan yontem ise giemsa ile boyali ince yayma kan frotileri
ile lenf ya da karaciger biyopsilerinde mikroskopta parazit varligimin gosterilmesi esasina
dayanir (Pipano 1994, Sergent 1945). Ancak bu yontemle akut vakalar ile kronik vakalar1 ve
tastyicl hayvanlarin ayirimini yapmak kolay degildir. Bu yontemin avantajlar1 arasinda 6rnek
almimin kolay olmasi, tagima ve saklamasinin rahat olmasi, teshis igin tek bir mikroskobun
yeterli olmasi sayilabilir. Bununla birlikte, hazirlanan frotiler iy1 kalitede olmali ve lenf
yumrusundan hazirlanan biopsilerde makrosizontlarin normal azurofilik graniiller gibi
artefaktlar ile karnistirnlmamasi gereklidir (Lawrence ve ark 1994). Hastaligin erken
doneminde hazirlanan kan frotilerinde piroplasmlar ile enfekte eritrositler ¢cok az veya hig
rgoriilmeyebilir, bu durum tasiyict konumdaki hayvanlarla rahatlikla karisir. 7. annulata
enfeksiyonlarinda, perifer kandan hazirlanan frotilerde sizontlara ¢ok nadir olarak rastlanir.
Piroplasmlarla enfekte eritrosit sayis1 hastaligin ilerleyen donemlerinde artar ve %90
seviyelerine ulasabilir, ancak bu durum hastaliin asil tablosuna karsilik gelmemektedir.
Hastaliktan kurtulan hayvanlarda piroplasmlar uzun siire kanda kalir, ancak bu kalict
piroplasmlarin direkt mikroskobik baki ile tanis1 her zaman miimkiin olamamaktadir (Pipano
ve ark 1974).

Theileria tiirlerinin eritrositler i¢cindeki piroplasm formlari morfolojik olarak yuvarlak,
comak, oval, hag, anaplasmoid ve virgiil sekillerinde bulunabilir (Mimoglu ve ark 1969,
Uilenberg 1981). T. annulata enfeksiyonunun cografik dagilimi géz oniinde tutuldugunda,
T.buffeli (Purnell 1978) ve ozellikle Sudan’in giiney kesimlerinde 7. parva (Lomuro 1992)
gibi diger Theileria tlrlerinin de es zamanli olarak goriildiigi bolgelerde bu tiirler ile
kesisebilmektedir. Bu bdlgelerde parazitin farkli formlarmin ytlizdesine bakilarak ayirim
yapilabilmektedir. Ornek olarak, T. parva’nm piroplazm formlar1 genelde kiigiik ve gomak
seklinde iken 7. annulata piroplazmlar1 baskin olarak orta boylu, yuvarlak ve oval formlarda
goriiliir. 7" buffeli de ise comak sekilli, genelde uzun ve eritrosit igindeki yapilar ile ¢izgi iliski
halindeki piroplasm formlar1 baskindir. Ancak, hastalik esnasinda piroplasmlarin bu formlar
degiskenlik gostermekte ve etkenlerin ayirici tanisina olanak vermemektedir (Norval ve ark

1992, Uilenberg 1981).
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1.7.2. Antikor veya Antijen Kullanilarak Yapilan Serolojik Tan1

Hastaliga yakalanan hayvanlarda 7. annulata’ya karst olusan antikorlarin
belirlenmesinde kullanilan en yaygin serolojik teknik indirekt floresans antikor (IFAT)
testidir. IFA testinde piroplasmlar ya da hiicre kiiltiirlerindeki sizontlar kullanarak hazirlanan
preparatlar antijen olarak kullanilir. IFA, 7. annulata’nin prevalans ¢aligmalar1 ve agilanmig
hayvanlardaki antikor yanitinin belirlenmesinde yogun olarak kullanilan bir testtir (Pipano ve
ark 1974). Yapilan bir calismada, IFA testinin mikroskobik olarak kan frotilerinde
piropalsmlarin tespitine oranla daha iyi bir yontem oldugu gosterilmistir (Darghouth ve ark
1996b). Bununla birlikte, IFA testinin bir takim eksi yonleri vardir. Subjektif olmasi ve
T.parva, T. annulata, T. mutans ve T. taurotragi tiirleri arasinda belli derecelerde capraz
reaksiyon goriilmesi testin 6zgiilliigiinii olumsuz etkilemektedir (Burridge ve ark 1974). Ayni
zamanda, Babesia bigemina, B. bovis, Anaplasma marginale ve A. centrale gibi diger
piroplasmalar ile ¢apraz reaksiyon verebilmektedir (Burridge ve ark 1974, Kiltz ve ark 1986,
Kocan ve ark 2000, Molad ve ark 2006). IFA testinden ayr1 olarak, komplement fikzasyon ve
hemagliitinasyon inhibisyon testleri de Theileria’ya karsi olusan antikorlarin belirlenmesinde
kullanilmis, ancak 6zgiilliiklerinin diisiik olmasindan 6tiirii pek tercih edilmemislerdir (Norval
ve ark 1992).

Enzim bagimli immunosorbent testi (ELISA), son yillarda veteriner hekimlikte
hastaliklarin tanis1 ve epidemiyolojik calismalarda giderek yaygin sekilde kullanim alani
bulmustur (Voller ve ark 1976). ELISA, IFA testine nazaran daha duyarl ve 6zgiil olusu, ¢ok
sayida Ornegin incelenebilmesi ve ucuz olmasi ile daha avantajlidir (Kemeny ve Chantler,
1988). Tropikal theileriosis’e yakalanan hayvanlarda etkene karsi olusan antikorlarin
belirlenmesi amaciyla bircok caligma yapilmistir. Bu calismalarda parazitin piroplasm ve
makrosizont doneminlerine ait islenmemis (ham) antijenler ayr1 olarak ya da bir arada
kullanilmigtir (Beniwal ve ark 1997, Prasanth ve ark 1995, Reddy ve ark 1994, Sundar ve ark
1993, Kachani ve ark 1992b, Gray ve ark 1980). Ancak bu antijenler kullanilarak yapilan
testler duyarlilik ve ozgiilliilk yoniinden tam manasi ile incelenmemistir. Kachani ve ark.
(1992) tarafindan, ham piroplasm antijenleri kullanarak yapilan ELISA’nin, bagisik
hayvanlardan alinan serum Ornekleri ile hem sizontlardan hazirlanan antijenlere goére daha
etkili oldugu hem de daha az 6zgiil olamayan baglanma gosterdigi bildirilmistir. Bununla
birlikte, ham antijenler kullanilarak yapilan ELISA ile elde edilen sonuglar IFA testi ile elde
edilenlere nazaran daha diisiik duyarlilik ve 6zgiilliige sahiptir (Kachani ve ark 1992a, 1994,
1996).
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Son yillarda, parazitin omurgali konaktaki farkli yasam donemlerine (sporozoit, sizont,
meroziot/piroplasm) 6zgii antijenler belirlenmis ve bunlar ELISA’da kullanilmistir. Bu
antijenler arasinda, sporozoit yiizey antijeni; SPAG-1 (Hall ve ark 1992, Williamson 1989),
merozoit rhoptri antijeni; Tamr-1 (Shiels ve ark 1994), 32 kilo dalton (kDa) meroziot ve
piroplasm yiizey antijeni; Tams-1 (Shiels ve ark 1995), T. annulata yiizey antjeni; TaSP
(Schnittger ve ark 2002), sizont ylizey antijeni; TaD (Schneider ve ark 2004), sizont proteini;
TaSE (Schneider ve ark 2007), mitokondriyal HSP70; TamtHSP70 (Schnittger ve ark 2000)
yer almaktadir. SPAG-1 rekombinant proteini kullanilarak yapilan indirekt ELISA (enzim
isaretli immunaracili test) testi sonucunda bu proteinin dogal sartlarda enfeksiyona yakalanan
hayvanlarin belirlenmesinde re enfekte olmamis yada tekrarli kene enfestasyonuna maruz
kalmamis hayvanlarda bu antijene karsi olusan antikor miktarinin tani i¢in yeterli diizeyde
olmadig1r goriilmiistir (Matita 1994, Williamson ve ark 1994). Tamr—1 (merozoit rhoptri
antijeni) kullanilarak yapilan ELISA testi ile bu proteinin tani i¢in uygun oldugu belirtilmistir
(Matita 1994). Yapilan bir diger calismada bu antijenin sporozoitler ile enfekte hayvanlarin
belirleyebilmis, ancak atteniiye hiicre kiiltiir ile asilanan hayvanlarda bu proteine kars1 gelisen
antikor yanitin yeterli diizeyde olmadig1 ve preimmun hayvanlardaki antikor diizeyine yakin
yada ¢ok az yiiksek olarak seyrettigi belirtilmistir (Ilhan ve ark 1998). Tams-1 rekombinant
antijeni kullanilarak yapilan ¢alismalarda enfekte hayvanlarda {i¢ aydan onceki donemlerde
IFA testi daha giivenilir sonu¢ verdigi goriilmiistiir. TaD immunojenik bir protein olmasina
karsin patojen olmayan ovine Theileria tiirleri ile capraz reaksiyon vermektedir. TaSE
immunojenik bir proteindir, ancak bu proteine kars1 gelisen antikor titresi ve bunun tant
amaciyla kullanilmasina iligkin sinirh sayida calisma yapilmistir (Schneider ve ark 2004,
2007). Mitokondriyal HSP70; TamtHSP70 antijenine karst gelisen bagisik yanitin
belirlenmesi amaciyla yapilan ¢aligmada bu proteine karsi olusan antikor yanitin ¢ok diisiik
oldugu gozlemlenmistir (Seitzer ve ak 2007).

Bu tekniklerin yaninda, omurgali konakta 7. amnulata’nin varligini belirlemede
kullamilan iki farkli yontem daha vardir. ilki, omurgali konakta enfekte 16kositler i¢indeki
makrosizontlarin belirlenmesinde kullanilan in vitro perifer kan mononiikleer hiicrelerinin
izolasyonudur, bu yontemle 7heileria makrosizontlar: ile enfekte hiicrelere doku kiiltiiriinde
in vitro ortamda c¢ogalma sansi vererek liremelerini saglayip enfeksiyonun belirlenmesidir
(Kariuki ve ark 1995, Stagg ve ark 1974, Sharma ve Brown 1981). Ikincisi ise tasiyici
hayvanlarin belirlenmesinde kullanilan ksenodiagnoz (xenodiagnoz)’dur, bu yontemde
enfeksiyonu tasidigi diisiiniilen hayvanlarin iizerinde beslenen keneler doyup diistiikten sonra

gomlek degistirerek muhtemel enfeksiyona ait sporozoitleri tiikriikk bezlerinde bulundururlar

34



ve bu keneler duyarli hayvanda beslenerek enfeksiyonun yeni hayvana nakledilip
edilmedigine bakilarak uygulanan bir yontemdir (Dolan 1986, Sergent 1945). Tarif edilen bu
son iki yontem uzun ve zahmetli oldugu i¢in rutin uygulamalarda sik¢a bagvurulan bir yontem
degildir.

1.7.3. Molekiiler Tam

Son yillarda, molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler enfeksiyona yol acan etkenlerin
molekiiler diizeyde belirlenmesine olanak saglamistir. Rekombinant DNA teknolojisi
sayesinde, parazite 6zgii DNA bolgeleri plazmid vektorlere klonlanarak enfekte hayvanlarda
Theileria DNA’smin varligi duyarli ve 6zgiil olarak belirlenebilmektedir (Allsopp ve ark
1993, Conrad ve ark 1987). Ozgiil DNA problari, hastaligin prepatent, patent ve iyilesme
donemi ile tasiyict konumdaki hayvanlarda hastali§a yol agan etkene 6zgii DNA bolgelerini
belirlemektedir (Figueroa ve Buening 1995). Daha Onceleri, parazite ait piroplasm ve sizont
donemlerinin morfolojik farklarina gore ayirimlari yapilamayan tiirlerde bu ydntemler
sayesinde , parazit tiirii ile o tiire ait farkli suslarin ayirimi miimkiin kilinmistir (Norval ve ark
1992). Afrika’nin dogusu ve merkezinde goriilen 7. parva enfeksiyonlarinin belirlenmesi i¢in
bircok calisma yapilmistir. Restriksiyon enzimleri ile kesilen 7. parva’nin klonlanmis
lenfoblastoid hiicre kiiltiirii ve farkli bolgelerden izole edilen suslarinda DNA problari
kullanilarak yapilan bir calismada, 7. parva’nin antijenik olarak farkli alt klonlarinda ve farkli
bolgelerden izole edilen suslarinda belirgin bir farklilik goriilmiistiir (Bishop ve ark 1994,
Conrad ve ark 1987). T. annulata’nin populasyon genetigi ¢aligmasinda restriksiyon enzimi
ile kesilen bolgelerinin boy farkliliklarinin (RFLP; restriction fragment length polymorphism)
belirlenmesinde de DNA problarindan faydalanilmistir (Ben Miled ve ark 1994). Son yillarda
yapilan populasyon genetigi calismalarinda ise RFLP yonteminden daha ziyade genom
tizerinde bulunan pespese sirali tekrarl niikleotid bolgeler (tandem bolgeler) polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ile ¢cogaltilarak 6rnekler arasindaki farkli populasyonlar daha etkili analiz
yontemleri ile belirlenbilmektedir (Weir ve ark 2007).

Hizli ve tiire 6zgili tam sistemi gelistirilmesi i¢in yapilan calismada, ribozomal
RNA’nin kiiclik alt iinitesinin (ssurRNA) her bir parazit tiirline 6zgii bdlgelerine ait
oligoniikletid problar tasarlanmis (Allsopp ve ark 1993) ve bu problar kullanilarak alti farkl
parazit tliri hem direkt olarak hem de PZR ile c¢ogaltilmis parazit ssu rRNA genine
hibridizasyonu ile tespit edilmistir. Bu gen bolgesine 6zgli oligoniikleotid problar PZR i¢in
cesitli arastirmacilar tarafindan kullanilmistir (de Kok ve ark 1993, Ilhan ve ark 1998).

Polimeraz zincir reaksiyonunun sundugu avantajlardan biride hem omurgali hem de

35



omurgasiz konaklardan aliman DNA oOrneklerinde parazite ait ¢ok kiiglik miktarlardaki
DNA’y1 kolayca ve 6zgiil olarak cogaltabilmesidir. Son yillarda, 7. annulata’nin teshisinde
bir ¢cok farkli PZR metodu kullanilarak hem vektor kenelerde (d'Oliveira ve ark 1997b, de
Kok ve ark 1993) hem de omurgali konakta (d'Oliveira ve ark 1995, Ilhan ve ark 1998,
Shayan ve ark 1998, Gubbels ve ark 1999, Leemans ve ark 1999b, Martin-Sanchez ve ark
1999) parazitin teshisi yapilmistir. PZR tekniginde kullanilan primerler 18S ssu rRNA genini
(de Kok ve ark 1993, Georges ve ark 2001, Gubbels ve ark 1999, Ilhan ve ark 1998),
T.annulata major ylizey proteini (Tams-1) genini (d'Oliveira ve ark 1995, Kirvar ve ark 2000,
Martin-Sanchez ve ark 1999), 1s1 sok protein 70 (HSP70; heat shock protein 70) genini
(Shayan ve ark 1998), beta tubulin (B-tubulin) genini (Caccio ve ark 2000) ve mitokondriyal
sitokrom genini (Criado ve ark 2006) cogaltarak parazitin teshisine olanak saglamistir.
Yukarda belirtilen genlerin PZR teknigi ile ¢ogaltilarak etkenin teshisine olanak saglamasinin
en 0nemli avantajlarindan biri daha onceleri kullanilan mikroskobik yontemlere nazaran daha
duyarli ve 6zgiil olmasidir. Yapilan ¢aligmalarda, N516/N517 primerler ¢ifti kullanarak PZR
ile cogaltilan Tams1 geninin duyarliliginin 2 — 3 parazit / pl kan (d'Oliveira ve ark 1995),
Tams1-T3/Tams1-T5 ve Tams1F/Tspms1R primerleri kullanarak nested PZR ile ¢ogaltilan
Tamsl geninin duyarliligmmin 1 parazit / ul kan (Kirvar ve ark 2000), 989-1347 primerler
ciftleri kullanarak PCR ile ¢ogaltilan ssu rRNA geninin duyarliliginin 1 parazit / 4 ul kan
(IThan ve ark 1998) oldugu bulunmustur. Son yillarda gelistirilen RLB (reverse line blot)
hibridizasyon teknigi bircok Theileria ve Babesia tiirlinlin es zamanli teshisine olanak
saglamigtir (Gubbels ve ark 1999). Bu yontemde Theileria ve Babesia tiirlerinin 18S ssu
rRNA geninde ortak olarak bulunan bolgelere 6zgiil olarak baglanan primerler kullanarak bu
tiirler arasinda farklilik gosteren V4 bolgesi PZR yontemi ile g¢ogaltilip, daha sonraki
basamakta cogaltilan ornekler her parazit tiirline ait 18S ssu rRNA genindeki 6zgii V4
degisken bolgesine baglanan oligoniikleotid problarin baglandigi membran iizerine konularak
tiir ayirimi1 yapilmaktadir. Yapilan ¢alismada, RLB-F/RLB-R primerleri kullanarak ¢ogaltilan
ve RLB hibridizasyonu ile belirlenen 18S ssu rRNA geninin duyarliliginin 7. annulata igin 3
parazit / pl kan (Gubbels ve ark 1999) oldugu belirlenmistir. Bu yontem ile sigirlarda goriilen
yedi Theileria (T. annulata, T. parva, T. mutans, T. taurotragi, T. velifera, T.buffeli /
orientalis grup ve T. orientalis) ve lic Babesia (B. bovis, B. divergens ve B. bigemina) tliriiniin

teshisi yapilabilmektedir.
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1.7.4. Tedavi

Tropikal theileriosis ve ECF’ye yakalanan hayvanlarin tedavisinde kullanilan en etkili
ila¢ buparvaquone’dur (McHardy ve ark 1985, Singh ve ark 1993). Yapilan deneysel enfekte
sigirlarda, 5 mg/kg veya 2.5 mg/kg dozlarda intramuskuler tek dozluk enjeksiyonun hastaliga
yol agan sizont ve piroplasmlar1 elimine ettigi gosterilmistir (Singh ve ark 1993). Bununla
birlikte, hastaligin ge¢c donemlerinde ve 2.5 mg/kg dozlarda kullanimini takiben hayvanlarda
ikinci bir doz daha uygulanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir (McHardy ve ark 1985, Mishra ve
ark 1993).

1.8. Tropikal Theileriosis de Korunma ve Kontrol Yontemleri
1.8.1. Direcli Irklarin Kullanilmasi

Kenelerle bulagan hastaliklarin kontroliinde gecerli olan metotlardan biride direncli
irklarin gelistirilmesidir, bu amagla Hindistan’da uygulanan programda ithal hayvanlarin
sayis1 azaltarak tropikal theileriosis’ in prevalansi diistiriilmiistiir (Glass ve ark 2005). Uzun
vadede, hem theileriosis hem de vektor kene enfestasyonuna direncgli irklarin kullanilmasi
hastaligin kontroliinde O©nemli olmaktadir (Brown 1990). Farkli iilkelerde yapilan
calismalarda, Avrupa iilkelerinden ithal edilen sigir irklariin yerli irklara oranla tropikal
theileriosis’e karsi daha duyarl olduklar1 goriilmiistiir (Darghouth ve ark 1999, Hashemi-
Fesharki 1988). Bos taurus ve Bos indicus / Bos taurus melezi (Sawihal) sigirlarda T.annulata
sporozoitlerinin farkli dozlar1 kullanilarak olusturulan deneysel enfeksiyonda, gelisen klinik
belirtilerin Bos taurus irki buzagilara nazaran melez irkta doza bagli oldugu ve bununda
Sawihal melezlerindeki irk direncine bagli olabilecegi diisiilmiistiir (Preston ve ark 1992). Bir
baska calismada, saf kan Sawihal 1rki buzagilarda, holstayn 1rki buzagilara oranla hastaligin
daha az oldiirlicii oldugu gosterilmistir (Glass ve ark 2005). Sudan’da yapilan bir diger
deneysel ¢alismada, 7. annulata’nin letal dozlarn ile enfekte edilen yerli Kenana irki ve
Friesian ki sigirlardan, Friesian irki sigirlarin tiimiinde goriilen mortaliteye karsin Kenana
ikt sigirn sadece iki adedi tedaviye ihtiya¢ duymustur. Bununda Kenana irki sigirlarda
enfeksiyon esnasinda goriilen diisiik sizont parazitozu ve azalmis 16kopeni ile iligkili olarak
meydana gelen diisiik lenfoid doku hasariyla ilgili oldugu sdylenmistir (Bakheit ve Latif
2002). Direngli 1rklarin se¢imi ve bunlarin yetistirilmesinde karsilasilan en 6nemli problem
hem diregli hem de yiiksek verime sahip olan hayvanlarin seleksiyonu ve yetistirilmesinin
zorlugudur. Bu bakimdan direnge sebep olan genler belirlenebilir ve bu gen bolgeleri yliksek

verimli irklara aktarilabilirse (Spooner ve Brown, 1991) hastaliga bagli gelisen ekonomik
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problemler ortadan kalkabilecektir. Hastalikla miicadelede bir diger 6nemli noktada hastaligin
naklinde rol oynayan vektor kenelerdir. Kene enfestasyonlarina daha direngli 1rklarin
kullanilmasi tropikal theileriosis’ in dolayli yolla kontroliinde 6nem tasimaktadir. Bos indicus
melezi sigirlarin Bos taurus ki sigirlara nazaran %10 ila %40 oraninda daha az kene
tasidiklar belirtilmistir (Campbell, 1978). Burundi’de yiiksek verimli kiiltlir irk1 sigirlar ile
yerli Ankole sigir irk1 arasinda yapilan g¢aprazlamalar sonucu {iiretilen melez irklarin kene
(6zellikle Rhipicephalus appendiculatus kenesi) enfestasyonlarina kars1 direnglerinin
karsilastirildigr bir ¢alismada, Ankole/Sahiwal melezlerinin kayda deger oranda direncli

olduklar1 gosterilmistir (Moran ve ark 1996).
1.8.2. Vektor Miicadelesi

Endemik bolgelerde, ciftlik yonetimi ve vektér kene miicadelesi theileriosis’in
etkilerini azaltmada geleneksel olarak uygulanan etkili yontemlerdir. Hastaligin naklinin
onlenmesinde belirlenen ana hedef, vektor kene ile duyarlt hayvanin temasini 6nleme yoluyla
hastaligin omurgali konaga naklinin engellenmesi ya da endemik stabilitenin olusmasi igin
hayvanlar1 hastaliga en direngli olduklar1 donemde kasten enfeksiyona yakalanmalar1 i¢in
kene enfestasyonuna maruz birakilmasidir (Brown 1990). Kene enfestasyonlarinin kontrolii
sigirlarin ve bunlarin bulundugu barinaklarin akarasit ile muamelesi yoluyla yapilmaktadir.
Bununla birlikte hayvan barinaklarinda vektor kenelerin kis1 gegirmek i¢in saklanabilecekleri
yarik ve catlaklarin kapatilmasi ya da akarasitler ile muamelesi de Onemlidir. Kene
miicadelesinde akarasitler banyo, spray, dokme, damlatma, serpme, hap ya da enjeksiyon
tarzinda kullanilmaktadir. Akarasitlerin kenelerle bulasan hastaliklarin  kontrolii igin
kullanilmasinda karsilasilan birgok problem vardir; (i) banyo yonteminde tiim hayvanlarin
uygun sekilde akarasite maruz kaldigindan emin olunmalidir, (ii) uzun siireli ayni akarasitin
kullanimi kenelerde direng gelismesine yol agabilmektedir, (iii) devamli akarisit kullanimi
bolgede endemik instabilite gelismesine ve akarasit kullaniminda meydana gelebilecek her
hangi bir aksakliga bagli hayvanlari tekrar kene enfestasyonuna maruz kalmasi ile salgin riski
olusabilmektedir (Tait ve Hall 1990). Akarasit kullaniminin bir bagka dezavantaji da artan

maliyetleri, hayvansal {iriinlerde ve ¢evrede kalint1 birakmalaridir (Norval ve ark 1992).
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1.8.3. Kemoterapi

Tropikal theileriosis’e karsi as1 kullaniminin tam olarak yaygin olamadigi bolgelerde
hastalik akarasitler ve kemoterapi yoluyla yapilmaktadir. Daha 6nceleri yapilan ¢alismalarda,
antibakteriyel ve antiprotozoal etkiye sahip birgok ila¢ bildirilmis, ancak bunlardan higbirinin
antitheilerial etkiye sahip olmadigi goriilmiistiir (Neitz 1957). Bunlardan biri olan tetrasiklin
gurubu antibiyotiklerin klinik bulgular {lizerinde az da olsa etkiye sahip oldugu bildirilmistir
(Hashemi-Fesharki ve Shad-Del 1974). Daha sonraki donemlerde, theileriosis’e kars1 etkili
ilaclar gelistirilmistir. Bunlardan ilki antimalaryal bir ilag olan naphtoquinone tiirevi
menoctone’dur (McHardy ve ark 1976), bu ilag hastaliga kars1 etkili olmasina karsin oldukga
pahalidir. Bir digeri ise, 7. annulata enfeksiyonlarina karsi oldukca etkili olan
halofuginone’dur (Schein ve Voigt, 1979), ancak bu ilacin toksik dozu terapotik dozuna ¢ok
yakindir. Daha sonra, naphtoquinone’ un farkl bir tiirevi olan parvaquone’un 7. annulata’ya
kars1 etkili oldugu bulunmustur (Gill ve ark 1984). Parvaquone’u takiben gelistirilen
buparvaquone ona nazaran ¢ok daha etkili bir ilag olmustur (McHardy ve ark 1985).
Buparvaquone’un, 7. annulata’ya kars1 gosterdigi yiiksek etkisi ve giivenilirligi sayesinde su
anda diinyada antitheilerial olarak kullanilan en yaygin ilagtir. Su anda ticari olarak farkh
firmalar tarafindan cesitli isimler adi altinda buparvaquone etken maddeli bircok ilag
bulunmaktadir (Butalex, Theilerol, Parvakuvil, Buparvon vb.). Ilacin son yillarda giderek
artan yaygin kullanimi beraberinde bir¢cok soruna da yol agmistir. Bunlarin basinda hastaligin
endemik olarak goriildiigli Tiirkiye ve Tunus gibi iilkelerde ilagla yapilan tedavilere tam bir
yanit alinamamasi bulunmaktadir. Bu da parazitin ilaca kars1 gelistirdigi muhtemel dirence

bagli olabilmektedir (T. Karageng, M. Darghouth, kisisel bilgi).
1.8.4. Asillama
1.8.4.1. Kan Transfiizyonu ile Asilama

Sigirlarda tropikal theileriosis’e karsi kan transfiizyonu yoluyla asilama denemeleri
1920 ila 30’lu yillarda Cezayir’de T. annulata’nin diisiik viriilense sahip saha izolatlari ile
enfekte hayvanlardan alinan kanin enfekte olmayan hayvanlara verilmesi yoluyla yapilmustir.
Diisiik viriilense sahip sus ile enfekte edilen hayvandan alinan kan sigirdan sigira mekanik
olarak nakledilerek parazitin merozoit formuna doniisebilme yetenegi kaybolmus ve bu kanlar
transfiizyon yoluyla enfekte olmayan hayvanlara verilerek korumada kullanilmigtir. Bu
caligmalarda, virtilent olmayan bir sus bulmak amaciyla bir¢ok izolat denenmis ve son olarak
Kouba izolatinin piroplasm olusturma yetenegini kaybettigi goriilmiistiir. Yapilan

pasajlamalar esnasinda kullanilan hayvanlarda susa bagli olarak %3,2 oraninda mortalite
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goriilmiistiir (Sergent 1945). Israil’de diisiik viriilense sahip Cezayir suslar1 (Kuoba ve
Brunette) kullanilarak yapilan asilamalarda hayvanlarda bolgesel suslara karst gelisen
korumanin zayif oldugu goriilmiis ve bu sorunu agmak i¢in iki agsamali bir asilama protokolii
uygulanmustir. Ilk olarak, hayvanlar diisiik viriilense sahip yabanci (o bolgeye ait olmayan) bir
susla inokule edilmis ve bunu takip eden ikinci ayda ilk asilamada olusan kismi korumayi
arttirmak i¢in hayvanlar viriilensi yiliksek bolgesel bir sus ile tekrar inokule edilmislerdir
(Adler ve Ellenbogen 1934). Yine 1940’11 yillarda Israil’de buna benzer bir ¢alismada, diisiik
viriilense sahip Tunus isolat1 ile enfekte edilen hayvanlar iki ay sonra bolgesel bir izolat ile
tekrar enfekte edilerek izolatlar arasindaki muhtemel farkliliklar ve farkli izolatlarin sagladig:
bagisikliga bakilmistir (Pipano 2006). Bu tiir asilarin alict hayvanlara tropikal theileriosis ve
kan yoluyla bulasan diger hastaliklarin nakledilmesi yoOniinden biiyiik risk tasimaktadir.
Avustralya’da Bovine LoOykoz virusuna karsi yapilan tarama sonucu, babesiosis ve
anaplasmosis’e karsi kullanilan asilarin bir kisminda kontaminasyon olustugu belirlenmistir

(Rogers ve ark 1988).
1.8.4.2. Enfeksiyon ve Tedavi Yontemi

Enfeksiyon ve es zamanli olarak yapilan tetrasiklin uygulamasinin 7. annulata’ya
kars1 etkili oldugu gosterilmistir. Enfekte edilen ve klortetrasiklin’in farkli dozlar1 kullanilarak
yapilan calismada , hayvanlarda orta siddette bir enfeksiyona rastlanmig ve bu hayvanlarda
oldiirticii homolog suslara kars1 kalic1 direng gelismistir (Gill ve ark 1976). T.annulata’nin
sporozoitleri kullanilarak enfekte edilen ve bunun takiben buparvaquone ile tedavi edilen
hayvanlarda enfeksiyonun gelismesi engellenmis ve bu hayvanlarin tamamen ya da kismi
olarak duyarli halde kaldiklar1 goriilmustiir (Ngumi ve ark 1992). Etkinliginin iyi olmasina
karsin, bu yontemin pahali olusu ve soguk zincir gerektirmesi sebebiyle yaygin kullanim alan1
bulamamistir. Bunun yaninda bu yontem o bolgede bulunan tiim 7. annulata suslarma karst
koruma saglayamamakta ve o bolgeye asilama yoluyla yeni bir parazit varliginin aktariimasi

s0z konusu olmaktadir.
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1.8.4.3. Hiicre Kiiltiirii Asilar:

Hiicre kiiltiirti asilari, tiim diinyada endemik bolgelerde kullanilan ve makrasizontlarin
hayvana inokule edildikten sonra konak mononiikleer hiicrelerine girerek yerlesme
ozelliginden faydalanilarak gelistirilmis bir yOntemdir. Kan transfiizyonu ile asilamada
kullanilan yonteme benzer sekilde sizontlar ile enfekte hiicre kiiltiirler in vitro ortamda
pasajlanarak viriilensi atteniiye edilmektedir (Darghouth ve ark 1996a, Pipano ve Shkap
2000).

Sizont hiicre kiiltiirii asilarinin iiretimi ve kullanimi bir ¢ok arastirmaci tarafindan
tanimlanmistir (Pipano 1997, Norval ve ark 1992, Boulter ve Hall 1999). Tsur ve Pipano
(1966) T. annulata’y1 in vitro olarak basarili sekilde kiiltiire etmisler ve tropikal theileriosis’e
kars1 hiicre kiiltlirii asilarinin kullanimina olanak saglamiglardir. 7. annulata ile enfekte
hiicrelerin uzun siire kiiltiire edilmesi parazit viriilensinde azalmaya yol agmaktadir (Tsur ve
Pipano 1966). Tam atteniiasyon ise kiiltiire edilen sizontlarin hayvanlarda parazitemi veya
klinik ve parazitolojik belirtilerinin goriilmemesi ile sekillenmektedir (Pipano 1977). Buna
ragmen, makrosizontlara karsi IFAT ile Olgiilen antikor yanit viriilent sizontlarla olusan
enfeksiyonlardaki seviyeler ile benzerlik gostermektedir (Pipano 1997). Parazitin ilk viriilensi
ile attentiasyonu icin gerekli olan siirenin belirlenmesini saglayan her hangi bir belirteg
bulunmamaktadir. Bununla beraber farkli izolatlar arasinda tam bir atteniiasyon i¢in gerekli
olan zaman degisiklik gostermektedir (Hooshmand-Rad 1973, Pipano 1997). Attentiasyon ile
populasyonda bulunan genotip sayisinda seleksiyona bagli olusan azalma arasinda bir iliski
oldugu, homolog suslarla olusturulan re enfeksiyonlara karsi optimal koruma saglarken
(Darghouth ve ark 1996a, Gill ve ark 1980), heterolog suslara karsida iyi bir direng
gelistirdigi  bildirilmistir (Darghouth ve ark 1996a, Hashemi-Fesharki 1991). Duyarh
konumdaki yerli ve egzotik hayvanlarda etkili koruma saglamaktadir. Virilent 7. annulata
suslaria 6zgii antikor kulanilarak yapilan ¢alismada in vitro kosullarda antikor duyarliliginda
farklilagmalar goriilmiis, antikor tarafindan belirlenen antijenin parazit donemine 6zgii oldugu
ve aynmi zamanda bu antijenin viriilent suglarda hiicre yiizeyinde sentezlendigi ve
atteniiasyonla birlikte azaldig1 belirlenmistir (Sutherland ve ark 1996, Preston ve ark 1998).
Ayn1 zamanda, attentiasyonun belli seviyelerde enfekte hiicrelerin T hiicre uyarim yetenekleri
ve trettikleri sitokin diizeyleri ile iliskili oldugu, bu iki faktorii yliksek diizeyde iiretilen
hiicrelere nazaran daha diisiik seviyelerde iireten klonal hiicrelerin hastaligin siddetini de daha

az indiikledigi goriilmiistiir (Brown 1997, Brown ve ark 1998).
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Re enfeksiyonun olmadigi durumlarda, asilamalar1 takiben bagisiklik bir (Pipano
1977) ila ii¢ bucuk y1l (Zablotskii 1991) arasinda kaliciligini siirdiirebildigi bildirilmis olsa
da baz1 hayvanlarda asilama sonrasindaki donemlerde klinik theileriosis goriilebilmekte
(Pipano ve Shkap 2006) ve yine kullanilan doza bagli olarak kimi asilamalar sonrasinda yedi
ay gibi bir donem sonunda koruma olmamaktadir (Ouhelli ve ark 1994). Bu da dogal yolla
olusan re enfeksiyonlarin yetersiz oldugu bélgelerde hayvanlarin tekrar asilanmaya ihtiyag
duyacagii gostermektedir. Bununla beraber, ayni hiicre kiiltiirii asisinin kullanilmasina bagh
olarak ilk inokule edilen donor 16kosit hiicrelerine karst hayvanda gelisen allojenik yanitta
olusan dolagimdaki antikorlar parazitin alict hayvana transferini bloke edebilmektedir. Yine
de, farkli konak MHC feotipine sahip ikinci bir asilamanin yapilmasi bagisikligi
giiclendirmektedir (Pipano ve Shkap 2006). Asilama Oncesinde, alict hayvanin ve donor
hiicrelerin sigir 16kosit antijen (BoLA) yapisinin belirlenmesinin gerekli olmadigi ve
T.annulata parazitlerinin hiicre kiiltiirii agilarindan konaga aktarilmasinin doku uyusumundan
bagimsiz oldugu gosterilmistir (Innes ve ark 1989). Bu durum, 7. parva’da gozlenen ve
parazitin konaga aktarilmasinda donor ile aliciya ait MHC smif I genotiplerinin benzer olmasi
gerekliligi durumu ile tam bir zitlik olusturmaktadir (Dolan ve ark 1984).

Theileria parva ile enfekte hiicre kiiltiirlerinin in  vitro attenliasyonuna
immunojenitenin kaybolmasi eslik etmektedir (Brown 1981), bu farkliliklara bagl olarak
ECF’nin kontroliinde enfeksiyon ve tedavi yontemi, tropikal theileriosis i¢in hiicre kiiltiiri
asilart kullanilmaktadir. Viriilent hiicre kiiltiirlerinin erken dénem pasajlar1 esnasinda gen
ekspresyonundaki degisimlere bagli olarak seleksiyon olustugu 6ne siiriilmiistiir (Sutherland
ve ark 1996) bununla birlikte atteniiasyondaki molekiiler etkilesmeler tam olarak
belirlenememistir. Enfekte hiicrelerde goriilen matriks metalloproteinaz aktivitesinin
atteniiasyona bagli olarak kaybedilmesinin metastaz, abomasal ulser olusumu ve kaseksi gibi
klinik belirtilerin goriilmemesine etkisinin olabilecegi one siiriilmektedir (Adamson ve ark
2000, Adamson ve Hall 1997, 1996). Ayn1 zamanda konak hiicre ¢ekirdegine taginan parazite
ait proteinlerinde atteniiasyonda gen ekspresyon profilini etkileyebilece§i ve parazit
tarafindan kodlanan konak c¢ekirdek proteini TashHN’in atteniiye hiicrelerde daha fazla
sentezlendigi belirlenmistir (Swan ve ark 2003), bununla birlikte bu proteinin viriilens {izerine
etkisinin nasil oldugu tam olarak agik degildir. Tiirkiye kokenli hiicre kiiltiirli iizerinde yapilan
bir caligma da parazitin merozoit formuna farklilagmasinda azalma oldugu ve atteniiye ile
atteniiye edilmemis hiicreler arasinda mRNA seviyesinde farkli gen ekspresyon profili
belirlemistir. Bununla birlikte, yiiksek oranda piroplasm iiretmeyen ancak viriilensi yiiksek

olan saha izolatlarinin atteniiasyonda yalniz basma bu olgunun yeterli olamayacagini
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gostermektedir (Somerville ve ark 1998b). Hiicre kiiltlirii asilarinin piroplasm ve tastyici
hayvanlarin olusumundan koruyamadigi bilinmektedir (Zablotskii 1991). Bu tiir piroplasm lar
beslenen kenelerce olusturulan siiper enfeksiyonlar ile ya da inokule edilen asida bulunan
kimi az sayidaki makrosizontun farklilagsmasi yoluyla olugsmusabilmektedir.

Hiicre kiiltiirii asilarinin iiretiminin nispeten ucuz olmasina ragmen, iiretilmelerinin
oldukca zahmetli olmasi, soguk zincir gerektirmeleri, asinin dogru sekilde uygulanmasinda
deneyime ihtiya¢ duyulmasi gerekmektedir. Asilarin ¢ézdiiriilmeyi takiben +4°C’da bir ila iki
ay kadar zarar gormeden tutulup kullanilabilecegi bildirilmesi (Zhang 1991) soguk zincir
gereksinimini bir asamaya kadar kolaylastirmaktadir. Hiicre kiiltiirii agilarinda goriilen bir
diger dezavantajda asilama sonrasi laktasyondaki veya gebe olan hayvanlarda gegici ates
olusturabilme riskidir (Hashemi-Fesharki 1988). Asilamay1 takiben sekiz ila 11. giinlerde
eritrositlerin %1’inden azinda piroplasmlarin goriilebilmesi ve ortalama 40°C’a varan ates ile
asilanan bolgeye en yakin lenf yumrusunda olusan sizontlar (%1-2) goriilen en belirgin klinik
bulgular arasindadir (Darghouth 2008, Seitzer ve Ahmed 2008). Bu bulgulara bakarak
attenliye hiicre Kkiiltiiri asilamalari, her ne kadar hastaligin endemik olarak gorildigi
bolgelerde kontrol amaclh kullanilan baslica yontem olsa da, asilanan hayvanlarda gozlenen
gegici ates yiikselmesi ve az da olsa piroplasmlara rastlanmasi agilamanin hayvanlari tasiyict
hale getirerek enfeksiyonun devamina olanak saglayabilmektedir. Bu durum endemik instabil
bolgeler acisindan 6nem tasimaktadir. Kandan izole edilerek elde edilen asilar her ne kadar
duyarli hayvanlarda denenmis olsa da ileriki donemlerde bunlarin tekrar viriilens hale
doniisme riskleri tamamem ortadan kalkmamaktadir (Pipano 1997). Ayrica son yillarda
yapilan ¢aligmalarda asilanan hayvanlar da gelisen bagisik yanitta enfekte hiicre yilizeyinde
MHC smif I molekiilleri tarafindan sunulan parazit aracili peptidlerin CTL tarafindan
tanindig1 bunlarin 7. annulata’ya karst koruyucu hiicre aracili bagisikligin olusmasinda
gerekli peptidler oldugu belirlenmis ve parazite 6zgii, MHC-I aracili CTL yanitin sadece
hastaliga bagisik hayvanlarda belirlenip, hasta yada duyarli olanlarda goriilmedigi
vurgulanmistir (Seitzer ve Ahmed 2008). Buna ek olarak, asili hayvanlarda gelisen korumanin
heterolog suslara karsi zayif olmasinda farkli suslara 6zgii olusan CTL yanitin roliiniin
olabilecegi belirtilmis (Darghouth 2008) ve son yapilan ¢alismada asilanmis hayvanlar da
olusan CD8 T hiicre yanitin parazit suslarina 6zgii oldugu, bununla birlikte bagisik yanit
olusan populasyon i¢inde ve klonlanmamis parazit populasyonundadaki hedef antijenlerde,
suslara 6zgii CD8 T hiicrelerinin heterojenite gosterdigi belirlenmistir (Machugh ND ve ark,
2008). Hiicre kiiltliri agilarinin koruyuculugun da enfekte hiicre yiizeyinde sunulan parazit

suslarma ait farkli peptidlerin olusu ve CTL yamtta gozlenen farkliliklar bize tropikal
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theileriosis’e karsi korumada CTL hiicreleri tarafindan taninan bu peptidlerin belirlenerek
bunlara yonelik sub unit asilar gelistirilmesinin 6nemini gdostermektedir. Bu sebeple her ne
kadar atteniiye hiicre kiiltiirii asilarinin basarili olarak kullaniliyor olmalarina karsin etkili sub

unit agilarin getistirilmesi ile bu kisitlayici etkiler ortadan kaldirilabilecektir.
1.8.4.4. Sub — unit Asilar

Ateniliye hiicre Kkiiltiirleri kullanilarak yapilan asilamalarda elde edilen basarili
sonuclara ragmen, bu asilarin kullanilmasinda bir takim 6nemli sakincalar bulunmaktadir.
Bunlar arasinda, 20°C’da bir hafta ve 4°C’da iki ay (Zhang 1991) olan bozulmadan kalma
stireleri, nakledilirken soguk zincire ihtiya¢ olmasi, laktasyondaki ve gebe hayvanlarda
asillamaya bagli olusabilen gecici ates (Hashemi-Fesharki 1988), hiicre kiiltiirleri ile olusan
bagisikligin piroplasmlarin olusmamasini tam olarak engelleyememesi ve hayvanlarin tasiyici
olmas1 (Zablotskii 1991), asilanan hayvanlara diger patojenlerin bulasabilme  riski
sayilabilmektedir. Ayrica, ateniiye hiicre kiiltiirii asilarimin hazirlanmasi zahmetli ve 6zen
gerektirmektedir. Sayilan bu sakincalarin dnlenebilmesi i¢in alternatif yol olan subunit agilar
kullanilabilir. Bu tiir agilamalarda kullanilabilecek koruyucu antijenleri kodlayan genlerin
belirlenebilmesi i¢in yapilan ¢aligmalar halen devam etmektedir. 7. annulata’nin
sporozoitlerine karst kullanilabilecek asilar sayesinde parazitin enfektif dozunda yani
hiicreleri enfekte eden parazit sayisinda azalmaya bagli klinik bulgularin azalmasi
saglanabilir, bunun yaninda mononiikleer hiicrelerin ¢ogalmasinin ve patolojik etkilerinin
kontrolii icin makrosizont donemine spesifik antijenler kullanilarak subunit asilar
gelistirilebilir ve son olarak eritrosit enfeksiyonunun azalmasi ve hastaligin vektor kenelere
naklinin engellenmesi i¢in merozoit/piroplazm donemine karsi gelistirilen subunit agilar
kullanilabilir (Weir 2006). Bu giine kadar kullanilan antijenlere asagi basliklar halinde
deginilmistir.

e Sporozoit Antijenleri

Enfekte kenelerle tekrarlanan enfestasyona maruz kalan hayvanlarda sporozoitlere
karst humoral bagisiklik olustugu bilinmektedir (Williamson 1988). Inaktive edilmis
sporozoitler kullanilarak yapilan deneysel ¢alismada, hayvanlar tekrar enfeksiyona maruz
birakildiklarinda makrosizont gelisiminde yavaslama goriilmiistiir. Bununla birlikte, dogal
ortamda sporozoitlere kars1 gelisen bagisikligin hayvanlar1 tropikal theileriosis’e karsi tam
olarak korumasinin beklenemeyecegi ileri siiriilmiistiir (Williamson ve ark 1989). T.parva

sporozoitlerinin dolagimda on dakikadan az siireyle kaldigi belirtilmistir (Fawcett ve ark
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1982a,b). Bu durum, bagishk sistemine ait elemanlarin sporozoitleri belirleyerek
etkisizlestirebilmesi i¢in kisa bir siire olmasina karsin, enfektif dozun azalmasina ve buna
bagli olarak parazitin diger sathalarina karsi koruyucu bagisikligin gelismesine olanak
saglayabilir (Weir 2006).

Theileria annulata sporozoitlerine karsi gelisen humoral bagisikliktan sorumlu antijeni
kodlayan gen bolgesi 1989 yilinda belirlenerek, SPAG-1 olarak isimlendirilmistir
(Williamson ve ark 1989). Yapilan IFA testleri ile sporozoitlere 6zel monoklonal antikorlari
(mAb) ireten hibridoma hiicreleri belirlenmis ve bu monoklonal antikorlar kullanilarak
yapilan in vitro ¢alismada sporozoitlerin mononiikleer hiicreleri enfekte etme becerilerinin
monoklonal antikorlardan biri olan mAb 1A7 tarafindan biiyiikk olciide bloke edildigi
gbzlenmistir. Daha sonra yapilan ¢aligmalarda, SPAG—1’in 907 amino asitten olusan 91,6 kilo
dalton (kDa) molekiiler agirlikta bir protein oldugu belirlenmistir (Hall ve ark 1992).
Proteinde PGVGV ve VGVAPG peptit motiflerinden olusan tekrarli bolgelerin genin N—
terminal kisminda bulundugu ve bu motiflerin sigir elastinlerinde bulunan tekrarli bolgeler ile
amino asit diizeyinde yiiksek benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Proteinin N—terminalindeki
signal peptidler bu proteinin parazit tarafindan {iretildikten sonra dis ortama gittigini
gostermekte ve bu yapit cogu hidrofobik olan 18 amino asitten olusmaktadir. C — terminalde
bulunan 24 amino asitlik hibrofobik alanin membran baglanma bolgesi oldugu
distintilmektedir. SPAG-1 ile sigir elastini arasindaki tekrarli alanlarin benzerligi iki sekilde
aciklanmistir. Bunlarin ilkinde, parazitin konak proteinleri ile benzerlik gdsteren alanlari
kullanarak bagisik yanittan korundugudur. Ancak bu durumda, SPAG-1 proteini kullanilarak
yapilan asilamalarda konakta ya oto immun hastalik tablosu ya da proteine kars1 bagisik yanit
gelistirmeme goriilmelidir. Elatsin reseptorlerinin VGVAPG elastin peptidlerine baglanarak,
T. annulata sporozoitlerinin tercihen invaze olduklar1 monositik hiicrelerin pozitif
kemotaksisinde rol oynadigi bilinmektedir (Blood ve ark 1988, Mecham ve ark 1989, Robert
ve ark 1989). Buna bagli olarak yapilan ikinci muhtemel agiklamada, parazitin proteindeki
benzer alanlar1 konak hiicreleri belirlemede baglayici olarak kullandigini farz etmektedirler.
Daha sonralari, sporozoit ylizey antijeninin tek bir gen tarafindan kodlandigi, farkl alleller
arasinda yliksek oranda polimorfizm gosterdigi ve bu allellerden birinde VGVAPG motifinin
olmadigi belirlenmistir (Katzer ve ark 1994). Bu da elastin baglanma ve bagisik yanittan
korunma varsayimlarina siiphe diistirmektedir. Farkli alleler karsilastirildiginda SPAG—-1"in
en fazla korunmus olan bdlgesinin C—terminal kismu1 oldugu ve bununda as1 gelistirilmesinde
kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir. Ilerleyen dénemlerde, 1A7 monoklonal antikoru kullanilarak

C—terminal kisimda proteini notralize eden bolgenin varligi tespit edilmis (Boulter ve ark
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1994) ve bunu takiben SPAG-1’in C—terminal kismi hepatit B merkez antijeni ile
birlestirilerek {tiretilerek (Boulter ve ark 1995, 1997) sigirlarin asilanmasinda kullanilmistir.
Asilanan hayvanlardaki sporozoit ylizeyini belirleyen antikor titresi oldukca yiikselmistir.
Ayrica yapilan ¢aligmada, SPAG—1’in iyi bir T hiicre yanit olusturdugu ve hem B hiicre hem
de T hiicre epitopu igerebilecegi belirtilmistir. Ayn1 zamanda, asilanan hayvanlarda kontrol
grubuna kiyasla klinik belirtilerin goriilmesinde azalma ve makrosizontlar1 goriilme siiresinde
uzama meydana gelmistir. Sporozoit asilarinin korumada oynadigi rol tam anlami ile
belirlenememekle birlikte bununla ilgili; (a) sporozoit oponizasyonu; (b) antikor bagiml
hiicre aracilt sitotoksisite (ADCC) ve (¢) komplement aracili sporozoit ndtralizasyonu gibi

birgok mekanizmalar 6ne siiriilmiistiir (Musoke ve ark 1992).
e Makrosizont antijenleri

Konakta dogal koruyucu bagisikligin gelismesinde makrosizontlar ile enfekte
l6kositlere karst olusan hiicre aracili cevabin 6nem tasidigi ve tropikal theileriosisi’e karsi
gelistirilen rekombinant asilarda sizont safhasinin biiyiilk 6neme sahip oldugu belirtilmistir
(Preston ve ark 1999). Tropikal theileriosis’e karsi gelisen dogal bagisiklik genelde diger
suglara karsida koruma saglamaktadir (Weir 2006). Ayn1 zamanda, 7. annulata ile bulasmada
patogenez enfekte lokositlerde goriilen kontrolsiiz ¢ogalma sonucu olusur. Bu nedenle,
parazitin bu donemine kars1 gelistirilecek olan agilar hem konak hiicre ¢ogalmasini hem de
metastazini engelleyebilir ya da azaltabilir. Sonug olarak da, hastaligin siddeti azaltilmis olur
(Weir 2006).

Theileria parva’da, CD8" T hiicrelerinin enfeksiyonun kontroliinde énemli rol oynagi
gosterilmistir (McKeever ve ark 1994). Ayni1 zamanda, sitotoksik T lenfositlerin (CTL)
yiiksek ozgiilliikle sadece sizontlar ile enfekte hiicreleri belirledigi ve CTL yanitin parazit
susuna Ozgli olarak gelistigi bilinmektedir (Morrison ve ark 1987a,b, Morrison 1996,
Morrison ve ark 1996). Makrosizontlarin parazitin hiicre i¢i donemi olduklarindan konakta
koruyucu bagisikligin gelismesi icin parazit ile enfekte hiicrelerin belirlenmesi gerekmekte ve
bagisik yanit i¢in gerekli antijenlerin tipki 7. parva’da oldugu gibi konak hiicre ylizeyindeki
MHC simif I molekiilleri tizerinde (Morrison ve McKeever 1998) bagisiklik hiicrelerine
sunulmas1 gerekmektedir. MHC smif I molekiilii {izerinde parazite ait antijenlerin
sunuldugunun belirlenmesi teknik agidan zorluklarida beraberinde getirmistir. Bilindigi lizere
parazite ait antijenlerin konak hiicre ylizeyinde sunulmasi i¢in énce MHC 1 isleminden
gecmesi ve bunun sonrasinda MHC simif I molekiilii vasitasi ile enfekte konak yiizeyinde

hiicresel bagisiklik hiicrelerine sunulmasi gerekmektedir. Bu amagla, 7. parva’da parazit
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tarafindan salgilandiktan sonra konak hiicre i¢inde islenerek MHC sinif I molekiilleri tizerinde
sunulan proteinlerin belirlenmesi i¢in proteinlerin Saccharomyces cerevisiae’de fonksiyonel
analizlerini iceren ve ‘signal dizilim yakalayici (signal sequence trapping)’ olarak adlandirilan
yontem kullanilmistir (Musembi ve ark 2000). Daha sonraki donemlerde 7. parva’nin genom
diziliminin belirlenmesi ile yapilan in siliko ¢alismalarla salgisal signal peptidlerini kodlayan
genler arastirilmistir (Gardner ve ark 2005). 7. parva’nin birinci kromozomunda belirlenen
986 genden 55’inin parazit tarafindan salgilanarak konak sitoplazmasina gegtigi ongoriilmiis
ve bunlarin 36’s1 klonlanarak immuno—screening metodu ile MHC I ile sunulan antijenlerin
belirlenmesine ¢alisilmistir (Graham ve ark 2006). Bu metod temel olarak, transfekte antijen
sunan hiicrelerin bagisik sigirlardan izole edilen CTL hiicreleri ile belirlenmesi esasina
dayanmaktadir. Sonug itibari ile, CTL hiicreleri tarafindan belirlenen antijenleri kodlayan alt1
gen (T kompelks protein 1 g-alt iinitesi, uzama baglatici faktor 1A, 1s1 sok protein 90 (HSP90),
sistein proteaz ve iki hipotetikal proteindir) tespit edilmistir (Graham ve ark 2006). Bunlarin
bes tanesinin (HSP90 proteini hari¢) immunojeniteleri test edilmis ve sporozoitlerin 6ldiirticii
dozlar1 ile re enfekte edilen hayvanlarda hayatta kalmanin istatistiksel olarak CTL hiicre
yanitina bagl oldugu bildirilmistir. 7. parva’da belirlenen bu bes antijenden biri olan;
polimorfik immunodominant molekiil (PIM) bir seri monoklonal antikor kullanarak yapilan
caligmada belirlenmis ve immun elektron mikroskop ile makrosizontlarin yiizeyinde yerlestigi
bulunmustur (Shapiro ve ark 1987). Bu antijen farkli izolatlar arasinda degismek kosuluyla
6895 kDa molekiiler agirliga sahiptir ve aymi zamanda sporozoitler tarafindan da
tiretilmektedir (Toye ve ark 1991). MAb’ler ile belirlenebilmesine ek olarak, bu antijenin
bagisik hayvan serumlart kullanilarak yapilan Western blot yontemi ile farkli 7. parva stoklar
arasinda degisimler gdsteren antijenik epitoplarin iiretildigi sizontlar ile enfekte hiicrelerde de
belirlenmistir (Toye ve ark 1991). iki farkli 7. parva stogundan elde edilen cDNA dizilimleri
karsilastirildiginda, iki stok arasinda 5’ yoniindeki 71 amino asitten ve 3’ yoniindeki 208
amino asiten olusan korunmus bolgelere karsin 5" ve 3’ korunmus bolgelerini biri birine
baglayan merkezi degisken bolgede amino asit benzerligi %50 seviyesine gerilemistir (Toye
ve ark 1995a,b,c). Proteinin merkezi bolgesinde ¢ok sayida tekrarli peptit motifi bulundugu ve
bunlarin en belirginin ise QPEP’den olusan tandem tekrarlari oldugu bildirilmistir. p67
proteinine benzer olarak, PIM’e kars1 gelistirilen monoklonal antikorlarinda in vitro ortamda
sporozoitleri inhibe ettigi belirlenmistir (Toye ve ark, 1995c¢). Southern blot yontemi ile
PIM’in farkli 7. parva stoklar1 arasinda biiylikliik farkina sahip tek kopyali bir gen oldugu
belirlenmistir (Toye ve ark, 1995a). Buffalo kaynakli PIM ile Muguga stokuna ait PIM

karsilastirildiginda 5" yonilindeki dizilimlerinde yiiksek diizeyde sinonim olmayan yer
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degistirmelerin oldugu belirlenmistir. Sinonim olmayan yer degistirmeler farkli bir amino asit
kodlamasina sebep olan DNA dizilimindeki tek niikleotid degisiklikleridir. Sinonim (ds) ve
sinonim olmayan (dy) yer degistirme indeksleri parazit popiilasyonlarinin karsilastig
seleksiyonlarin belirlenmesinde faydali bir yoldur. Yapilan analizler sonucunda, Muguga PIM
proteininin 3’ yoniinde 55 ve 66. bazlarinin oldugu bolgelerde iki intron oldugu goriilmiis
(Toye ve ark, 1995a) ve bu intronlar sigir ve buffalo kaynakli bir¢ok gen diziliminde
bulunmustur. Bu bulgular, PIM proteinini kodlayan gen bdlgesinde, konagin bagisiklik
sistemimin etkisi ile, hizli bir degisim olustugunu gostermektedir (Toye ve ark, 1995a). T
hiicre epitoplarina ilave olarak PIM proteinin B hiicre epitoplar1 da igermektedir. Yapilan
calismada, PIM proteininin iizerinde en az on adet B hiicre epitopu oldugu gosterilmistir
(Toye ve ark 1996). Bu da PIM proteininin hem hiicresel hem de humoral bagisiklikta rol
oynadigim gostermektedir. Sigir anti serumu polimorfik merkezi bolgedeki tetra peptid alanla
giiclii reaksiyon gostermis, ancak in vitro olarak sporozoitleri nétralize edememistir. Buna
karsin murine kaynakli mAb’ler ile ayni peptid bolgesini belirlemesi itibari ile PIM ile
asilanan hayvanlarda notralizan antikorlarin gelisebilecegi diisiiniilmektedir (Toye ve ark
1996).

Son dénemde, T. annulata genomunda PIM ortologu olan protein belirlenmis ve TaSP
(Theileria annulata Yiizey Proteini) olarak isimlendirilmistir (Schnittger ve ark 2002). PIM’e
benzer olarak, TaSP’ta tek kopya gendir ve makrosizont ile sporozoit donemlerinde
iretilmektedir. Bununla beraber, PIM’i kodlayan genle karsilastirildiginda genin daha kiiciik
olan 315 amino asitlik, 36 kDa molekiil agarliginda olan TaSP’1 kodladig1 belirlenmistir.
TaSP ile PIM arasinda %55 diizeyinde amino asit benzerligi (5’ ve 3" kesimlerde %93 ve
merkezi bolgede %10) bulunmakta ve PIM’e analog olarak TaSP merkezi bdlgesinde amino
asitlerin ¢gogunlukla negatif ytliklii oldugu belirlenmistir (Schnittger ve ark 2002). Proteinin N
terminalinde 19 amino asitten olusan signal dizilim ve C terminalinde ii¢ adet transmembran
alan bioinformatik olarak belirlenmis ve bu da proteinin N terminal ve merkezi kisimlarinin
hiicre disinda lokalize oldugunu gostermistir (Schnittger ve ark 2002). Farkli cografik
bolgelere ait izolatlar karsilastirildiginda sadece farkli cografik bolgeler arasinda degil ayni
zamanda tek izolata ait farkli klonlarda da farkliliklar gorilmustiir. Farkli izolatlara ait
TaSP’1n ilk 37 ve son 121 amino asitlik kisminin iyi sekilde korunmus olmasina karsin 154—
171 amino asitlerde arasindaki merkezi bolgesinde degisiklikler ve biiyiiklik farklar
bulunmustur (Schnittger ve ark 2002). Bu genel yapt PIM’e benzerlik gdstermesine karsin
TaSP molekiiliine ait merkezi bolge daha kisa olup, alleller arasindaki polimorfizim daha

azdir ve karakteristik tekrarli motifler bulunmamaktadir. Arastirmacilar tarafindan farkliligin
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mutasyon ve intragenik rekombinasyonlar sonucu gelistigi tahmininde bulunulmustur
(Schnittger ve ark 2002). T. annulata’nin farkli izolatlar1 ve farkli bolgelerden izole edilen
hiicre kiiltiirleri kullanilarak yapilan ¢aligmada, proteinin amino asit diizeyinde yiiksek oranda
farkliliklara rastlanmistir (Awadia ve ark 2008).

TaSP molekiiliiniin 26157 inci amino asitlerinden olusan kismi rekombinant olarak
iiretilmis ve buna kars1 gelistirilen antiserumlar kullanilarak yapilan IFA testi sonucunda
molekiiliin parazit cekirdegi ile makrasizontlarin yiizeyinde yogunlastigi bulunmustur.
T.annulata ile enfekte sekiz farkli serum kullanilarak yapilan ¢alismada tiim serumlarin
rekombinant protein ile, PIM’deki sonuclara benzer olarak, kuvvetli reaksiyon gosterdigi
bulunmus (Schnittger ve ark 2002). Bu da TaSP molekiilii tizerinde B hiicre epitoplarinin
varligin1 ve bu molekiile kars1 konagin gelistirdigi humoral bagisik yaniti gdstermektedir.
Bununla birlikte 7. parva ve T. annulata arasinda herhangi bir ¢apraz reaksiyon olup
almadigimni belirlenmemistir. Ayrica, Cin’de Theileria spp. ile enfekte kiiclik ruminantlarda
alman serum Ornekleri kullanilarak yapilan ¢alismada, serum 6rneklerinin ¢cogu hem ELISA
hem de Western blot ile TaSP ile capraz reaksiyon gostermistir ve bu iki tiir arasinda yiiksek
oranda benzerlikler oldugunu diisiindiirmiistiir (Miranda ve ark 2004).

TaSP biyoinformatik olarak incelendiginde, sigir MHC simnif 1 (A20) molekiiliine
baglandig1 diisiiniilen 22 epitoptan sadece altisinin polimorfik merkezi bolgede yerlestigi
belirlenmistir (Schnittger ve ark 2002). Bu epitoplardan 14 adedinin korunmus bolgelerde
olmas1 bize bu protein ile asilamadan sonra gelisebilecek bagisikligin heterolog suslarla
olusan re enfeksiyonlara kars1 koruma saglayabilecegini diisiindiirmekle birlikte bununla ilgili
bir ¢alisma yapilmamustir.

Buna ilave olarak daha sonraki donemlerde yapilan calismalarda, 7. annulata’nin
sporozoit, sizont ve piroplasm donemlerinde eksprese edilen bir protein belirlenmis ve TaD
olarak adlandirilmistir (Schneider ve ark 2004). Yapilan ¢alismada, bu proteinin tek bir gen
bolgesi tarafindan kodlanan, 19,5 kDa molekiiler agarliginda, dimerik yapiya sahip oldugu
gosterilmistir. TaD proteini 7. parva genom veri tabam ile nukleotid seviyesinde %70
homoloji gostermektedir. Konfokal mikroskobik analizler bu proteinin baskin olarak parazit
sitoplazmasinda bulundugunu gostermis olmakla birlikte proteinin TaD proteinine karsi
gelistirilen antiserum kullanilarak yapilan incelemede sizont yliyindede yerlesim gosterdigi
belirlenmistir (Schneider ve ark 2004). TaD proteininin N terminalinde (1-29) endoplazmik
retikulum membranina baglanmasini saglayan sinyal dizilimi, merkezi kisminda ise sistein
amino asitlerinden olusan bdlge belirlenmistir. Proteinin C terminalinde (528-537) ve N

terminal kisimlar1 farkli 7. annulata izolatlar arasinda korunmus oldugu, merkezi kisminda ise
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sistein rezidiileri haricinde amino asit yer degistirmeleri gozlenmistir. Proteinin farkli cografik
bolgelerden elde edilen 7. annulata izolatlar1 arasinda gosterdigi farklihi§in parazitin konak
bagisiklik sisteminden korunmasinda rol oynayabilecegini akla gatirmektedir. Yapilan
biyoinformatik incelemelerde sigir MHC siif I A20 molekiiliine baglanma kapasitesine sahip
12 bolge belirlenmistir (Schneider ve ark 2004) ve bunlarin parazite karsit konakta gelisen
sitotoksik T hiicre yanitta rol oynayabilecegi ve TaD proteininin parazite karsi asilamalarda
kullanilabilecegi ongoriilmiistiir (Schneider ve ark 2004).

Ilerleyen donemlerde yapilan calismalar sonucunda, tek bir gen bolgesi tarafindan
kodlanan, 37 kDa agarliginda, piroplazm ve sizont donemlerinde eksprese edilen, farkli
parazit suslar1 arasinda yiiksek oranda (%95) korunmus olan 7. annulata proteini (TaSE)
identifiye edilmistir. TaSE proteinin parazit icerisinde, parazit membraninda ve konak hiicre
sitoplazmasinda yerlestigi ve bunlara ilaveten konak hiicre mikrotubulleri ile birlikte yerlesim
gosterdigi belirlenmistir. Proteinin yerlesim bdlgeleri goz Oniine alindiginda hiicre
transformasyonunda rol alabilecegi Ongoriilmiis, buna ilaveten korunmus amina asit
dizilimlerine sahip olmasi ve konak hiicre sitoplazmasina salgilanmasi proteinin smif I
molekiilleri tarafindan konak tarafindan sunulabilecegini ve sub unit asilamalarda

kullanilabilecegini akla getirmistir (Schneider ve ark 2007).
e Merozoit / Piroplazm Antijenleri

Ankara (A;) hiicre kiiltiiriinden elde edilen meroziotlerin yiizeyindeki 7. annulata
immunodominant merozit ve piroplazm antijeni olan Tams-1’in belirlenmesi ile bu protein
lizerine yogun ¢aligmalar yapilmistir. Daha sonraki ¢aligmalarda, TaA; stogundan elde edilen
klonlarda bu molekiile ait 30 kDa ve 32 kDa molekiiler agarliginda iki varyant belirlenmistir
(Dickson ve Shiels 1993). Farkli cografik bolgelere ait izolatlar karsilastirildiginda bunlar 30
/32 kDa’luk yapilarina gore siniflandirilabilmektedir. Alleler arasinda korunmus antijenik
epitoplar olmasina karsin, her proteine 6zgiin epitoplar belirlenmistir (Dickson ve Shiels,
1993). T. sergenti iizerinde yapilan calismalar sonucunda baskin meroziot/piroplazm ylizey
antijenini (MPSA) kodlayan gen belirlemistir (Sugimoto ve ark 1991). Sonraki ¢aligmalarda,
32 kDa’luk bu proteindeki antijenik farklililk ve 23 kDa meroziot/piroplazm proteini
belirlenmistir (Kubota ve ark 1996, Zhuang ve ark 1995).

TaMSI1 geni tizerinde yapilan RFLP analizleri daha 6nce belirlenen iki antijenik forma
ait varyant fragmentler belirlenmis ve buna ek olarak sanilanin aksine farkliligin daha fazla
oldugu ongoriilmistiir. Analizler sonucunda Tams-1 geninin tek kopya gen oldugu ve bundan

dolay1 farkli haploid genotiplere uygun genin farkli allellerine ait RFLP profilleri
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belirlenmistir (Shiels ve ark 1995). Tams-1 alarak isimlendirilen gene ait farkli boyutlardaki
alleleri Tams-1 (30 kDa) ve Tams1-2 (32 kDa) olarak adlandirilmistir. Her iki varyantta 281
amino asitten olugan, N—terminal kisimlarinda signal sekansa ve C—terminalinde ise GPI
motifi bulunan proteinlerdir. Tams-1 geninin 7. buffeli / orientalis grubu, T. sergenti ve T.
parva (TpMSI) tirlerindeki ortologlari karsilastirildiginda yiiksek oranda polimorfizm
gozlenmis bu da proteinin N terminaldeki 50 ve 60. kismindaki muhtemel glikolizasyon
baglanma bolgesinden kaynaklanabilecegi, Tamsl-1 ve Tamsl-2 polipeptidleri arasinda
gozlenen molekiiler agirhk farkinin  bu  glikolizasyon  kismindaki  farkliliktan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmiigtiir. Ancak bu Ongorii daha sonra yapilan calismada
molekiiliin N kisminda glikolizasyon baglanma bdlgesi oldugu gosteren her hangi bir kanita
rastlanmamasi sonucu (Katzer ve ark 2002) g6z ardi edilmistir. Aynt zamanda bu calismada
Tams-1 genine ait protein eksprese eden kisimlarin bazi boliimleri birbiri iistiine gelecek
sekilde epitoplart belirlenmeye ¢alisilmis ve sonucta molekiikiin tamamina kars1 gelistirilen
antiserum ile bir monoklonal antikorun proteinin birbirinden bagimsiz epitoplari ile reaksiyon
verdigi goriilmis ve bununda proteinin tersiyer konformasyonuna bagh olustugu
belirlenmistir. Ayrica proteinin korunmus bdlgelerine ait epitoplarin tersiyer yapi tarafindan
maskelenerek konak bagisik yanitina karsi korurken, farklilasmis bolgelerin konakta bagisik
yanit olusmasi i¢in bagisiklik hiicrelerine sunuldugu gosterilmistir. Buna ek olarak TaMS1
proteininin  kendi ile birleserek kompleksler, belkide parazit yiizeyinde kafes
seklindepolimerik yapilar olusturabilecegi gosterilmistir (Katzer ve ark. 2002). Bu dordiinciil
yapilarin parazitin meroziot ve piroplazm formlar1 ylizeyinde koruyucu bir Ortii
olusturabilecegi tahmininde bulunulmustur (Weir 2006). TaMS1 geninde goriilen ¢esitliligin
arastirilmasinda yapilan caligmalarda kullanilan izolatlarda (Tunus, Kuzey Afrika, Gliney
Avrupa, Orta Dogu ve Hindistan) hem amino asit hem de niikleotid bazinda ayni oranda
bagkalik (cesitlilik yada faklilik) goriilmiis ve Tunus populasyonlarinda yliksek oranda
heterojeniteye rastlanmistir (Gubbels ve ark 2000, Katzer ve ark 1998, Shiels ve ark 1995).
Yukarida belirtilen sonuglar ile yapilan dN/dS analizleri, T.annulata Tams-1 proteinlerinde
pozitif seleksiyon olustugunu gostermistir. Buna ek olarak cografik yerlesim ve sekans
dizilimi arasinda herhangi bir korelasyona rastlanmamistir (Weir 2006). Amino asit
dizilimleri birbirleri ile karsilastirildiginda proteine ait korunmus boélgelerin molekiiliin
merkezi degisken kisminda KE (Lys-Glu) ve KEL (Lys-Glu-Leu) korunmus motiflerinide
icine alacak sekilde daginik olarak yerlesim gosterdigi belirlenmis ve eritsosit invazyonunda
rol aldiklar1 diisiiniilmiistiir (Molano ve ark 1992). intragenik rekombinasyonda rol alan alti

bolge belirlenmis ve molekiiliin korunmus kisimlarinin fonksiyonel/yapisal rol alirken,
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degisken bolgelerin konak bagisiklik sisteminden korunmak igin gelisim esnasinda
farklilastig1 one siirtilmiistiir (Gubbels ve ark 2000).

Escherichia coli ve Salmonella typhimurium kullanilarak Tamsl-1 ve Tamsl-2
proteinlerinin i¢ bdlgeleri rekombinant olarak iiretilip sigirlarin agilanmasinda kullanilmis ve
tlim rekombinant proteinler bagisik sigir serumlari tarafindan belirlenmistir (d'Oliveira ve ark
1996). Daha sonra yapilan ¢alismada, Tams-1 rekombinat proteini ile agilanan hayvanlarda
T.annulata kan stabilat1 ile olusturulan re enfeksiyonlara karsi korunma olusmus ve her hangi
klinik belirti gézlenmemistir. Kontrol grubuna kiyasla parazitemi seviyesin PCV sonuglari
daha diisiik ¢ikmistir. Asilanan hayvanlardan re enfeksiyon olusturulmadan 6nce alinan serum
ornekleri kullanilarak yapilan IFA testi sonucunda piroplasmlarin yilizey kisimlarinda
reaksiyon olusmustur (d'Oliveira ve ark 1997a). Korunma dolasimdaki anti-Tamsl
antikorlarinin merozoitlere baglanip onlar1 opsonize ederek ya da eritrositlere invazyonu
inhibe ederek gelismis olabilir. Bununla birlikte re enfeksiyonda kullanilan yontem sebebiyle
calismada gozlenen klinik bulgularin sadece parazitin eritrositik donemine karsi gelistigi
belirtilmistir (d’Oliveira ve ark 1997a). Ayrica, asilanan iki hayvanda rekombinant proteinlere
kars1 her hangi bir reaksiyon gézlenmemis ve bu hayvanlardaki bagisikligin T hiicre bagimli

oldugu diisliniilmiistiir (d’Oliveira ve ark 1997a).
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BOLUM 2. ELISA iLE SEROLOJIK TESHISTE KULLANILMAK UZERE
PROTEINLERIN BELIRLENMESI

2.1. Genel Bilgi

Tropikal theilerisosis’in endemik olarak goriildiigii tilkelerde hastaligin kontroliinde en
stk olarak kullanilan yontem atteniiye edilmis canli hiicre kiiltiirii ile agilamadir (Brown,
1990). Hastaligin kontroliinde kullanilan asilamalarin etkinliginin, asilanan hayvanlarin saha
sartlarinda olusan tekrarlayan re enfeksiyonlara kars1 verecegi yanitin belirlenebilmesi 6nem
tasimaktadir. Ayrica hastalifin endemik olarak seyrettigi bolgelerde yeni dogan buzagilarda
hastaliga karsi olusan yanit, bdlgeye yeni getirilen hastaliga karst duyarli hayvanlarda
korumada kullanilan asilarin etkinligi ve o boélgedeki parazit populasyonunda olusabilecek
muhtemel antijenik farklilagmalar ile bu faklilagmalara bagli olusabilecek yeni epidemilerin
belirlenmesi hastaligin kontroliindeki diger 6nemli parametrelerdir. Saha sartlarindan toplanan
orneklerde hastaligin o bolgedeki seyrinin yani bdlgedeki hayvanlarin kaginin agilanmus,
kacinin hastaligi atlatarak bagisik hale gelmis oldugunun ayrimi, olusan tekrarlayan
enfeksiyonlarin sikliginin ve belli bolgelerde asilanan hayvanlarda asinin koruyuculugunun
belirlenmesi i¢in kullanilan yontemlerden biri de parazite karsi gelisen bagisik yanit sonucu
olusan o&zgiil antikor miktarlarinin Slglimii ve karakterizasyonudur. Bu amagcla asinin
etkinliginin arastiritlmasinda en sik kullanilan serolojik yontemlerden biri piroplasm ve / veya
makrosizont antijenleri kullanilarak yapilan indirekt floresan antikor (IFAT) testidir (Pipano
ve Cahana 1969, Pipano ve ark 1969). Ancak, IFA testi kullanilarak yapilan ¢aligmalar
parazitin farkli yasam dongiilerinde ortak olarak go6zlenen antijenler ile reaksiyon
gostermesinden dolayr asilanmig/re enfekte olmamis hayvanlarin ne asili / re enfekte nede
dogal olarak enfeksiyonu atlatip bagisiklik kazanmis hayvanlardan ayirimi yapamamaktadir
(Knight ve ark 1998). Bununla birlikte, parazitlerin yasam dongiilerinde her asamada
sentezlenen farkli ve sadece o ddneme Ozgii antijenler bulunmaktadir. Ornek olarak;
Leishmania tiiri parazitlerde bulunan ‘gp63’ isimli yiizey glikoproteini kullanilarak yapilan
caligmalarda mevcut enfeksiyonlarin daha oOnceden gecirilmis olanlardan ayiriminin
yapilabilecegi sOylenmistir (Okong’o—Odera ve ark 1993). Benzer sekilde, Schistosoma
mansoni adl1 trematod da sentezlenen cercerial elastaz enzimi kullanilarak yapilan serolojik
calismalarda bu enzimin epidemiyolojik ¢alismalarda ve hastalar da tedavi donemi sonrasi
olusabilecek cercerial enfeksiyonlar1 6zgiil olarak belirledigi bildirilmistir (Ramzy ve ark

1997).
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Benzer sekilde, 7. annulata’nin farkli yasam donemleride 0zgiil olarak parazit
tarafindan sentezlenen ve konak hayvanda humoral bagisik yanit olusturan antijenlerin
belirlenmesi sayesinde asilanmis hayvanlarin dogal yolla enfeksiyona yakalanmis ve/veya re
enfekte hayvanlardan ayirimina yardimer olabilir.

Theileria annulata sporozoitleri ile olusan dogal enfeksiyonlarda konak bagigiklik
sistemi parazitin farkli yasam dénemleri olan sporozoit, makrosizont, merozoit ve piroplasm
donemlerine karst yanmit olusturur. Ancak, parazitin atteniiye edilmis ve piroplasm
olusturmadigi diisliniilen (Pipano 1977) hiicre kiiltiirleri ile asilanmis hayvanlarda konak
viicudunda parazitin sporozoit, meroziot ve piroplasm donemlerine karsi bagisik yanit
olusmaz, asilanmis hayvanlar sadece parazitin makrosizont doneminde sentezlenen proteinler
ile karsilasir ve bunlara kars1 yanit olusturur. Parazitin sporozoit veya piroplasm dénemlerine
0zgii proteinler kullanilarak yapilan serolojik testler sadece dogal yolla enfekte hayvanlari
belirleyip bunlarin asilanmis hayvanlardan ayrimina olanak saglayabilir. Buna ek olarak,
parazitin makrosizont donemine 6zgii antijenler kullanilarak yapilan serolojik testler yardimi
ile hem agilanmis hemde dogal enfekte hayvanlar belirlenebilir. Tropikal theileriosis’in
epidemiyolojik calismalarinda kullanilabilecek bir diger yontemde parazitin farkli yasam
donemlerine 6zgiil olan bu antijenlerin bir arada kullanilarak test edilen serum ornekleri
hakkinda daha kapsamli bilgi edinilmesidir. Bu amagla; makrosizont donemine 0zgii
antijenler kullanilarak hayvanlarin enfeksiyonu tasiyip tasimadiklar1 (hem asili hemde dogal
enfekte hayvanlarin belirlenmesi) belirlendikten sonra pozitif olan Orneklerde parazitin
sporozoit donemine Ozgiil antijenler kullanilarak hayvanlarda enfeksiyonun dogal yolla
olusup olusturulmadig: ayirt edilebilir. Bir diger yolda asilanmada kullanilan ateniiye parazit
susunun hayvanlarda piroplasm olusturma yetisini tam olarak kaybedip etmediginin
belirlenmesidir. Parazitin piroplasm dénemine 6zgii antijenler kullanilarak asili hayvanlarda
bu doneme 0Ozgli antikorlarin varligr arastirilabilir. Bu sebeple parazitin farkli yasam
donemlerine 6zgii antijenlerin kullanilmasi yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarda hastaligin
prevalansi hakkinda kapsamli bilgi edinilmesini saglayip daha etkili kontrol programlarinin
olusturulmasina fayda saglayacaktir (Ilhan 1999).

Son yillarda, parazitin omurgali konaktaki farkli yasam donemlerine (sporozoit, sizont,
meroziot/piroplasm) 6zgli antijenler belirlenmis ve bunlar ELISA’da kullanilmigtir. Bu
antijenler arasinda, sporozoit ylizey antijeni; SPAG-1 (Hall ve ark 1992, Williamson ve ark
1989), merozoit ylizey antijeni; Tamr-1 (Shiels ve ark 1994), 32 kilo dalton (kDa) meroziot ve
piroplasm ylizey antijeni; Tams-1 (Shiels ve ark 1995), merozoite rhoptri antijeni; TA08425
(genedb ID) (Ilhan ve ark 1998). T. annulata ylizey antjeni; TaSP (Schnittger ve ark 2002),
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sizont ylizey antijeni; TaD (Schneider ve ark 2004), sizont proteini; TaSE (Schneider ve ark
2007), mitokondriyal HSP70; TamtHSP70 (Schnittger ve ark 2000). Ozellikle, T. annulata’
nin genomik diziliminin belirlenmesi (Pain ve ark 2005) ve biyoinformatik yontemlerin
yardimu ile parazitin farkli donemlerinde yliksek oranda sentezlenenen, dizilimde belli amino
asit alanlarina sahip antijenik 6zellikleri olan proteinlerin belirlenmesine olanak saglamistir.
Bu proteinler arasinda 23 kDa’luk piroplasm yiizey proteini, Mero—1, sub—telomerik bolgede
bulunan SVSP gen ailesi i¢inde belli genler arasindaki korunmus bolgelerin sentezledigi ortak
protein bolgelerinin rekombinant proteinleri, RP2 ve RP4 (Weir 2006) bulunmaktadir.
Bahsedilen proteinler ile ilgili bilgiler ileriki kisimlarda verilecektir.

Bu boliimde;

L. Biyoinformatik yontemler kullanilarak 7. annulata’nin  makrosizont
donemine 6zgii proteinlerin belirlenerek klonlanip iiretilmesi ve proteinlere
kars1 bagisik yanitin deneysel enfekte hayvan serumlar: ile western blot
metodu kullanilarak incelenmesi,

II. TaSP’1in immunodominat makrosizont antijeni olup olmadiginin belirlenmesi
ve immunodominant bantlarin tanimlanmasi,

I11. TaSP, Ta9 ve Ta9.4 rekombinant antijenleri kullanilarak indirek ELISA
testlerinin gelistirilmesi,

amaclanmistir. Bu dogrultuda belirtilen amaglarin gergeklestirilmesinde kullanilan yontem,

elde edilen sonuglar ve tartisma her amag i¢in ayr1 olacak sekilde anlatilmistir.
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2.A. Biyoinformatik Yontemler Kullamilarak T. annulata’min Makrosizont Donemine
Ozgii Proteinlerin Belirlenmesi, Bu Proteinlerin Klonlamp Uretilmesi ve
Proteinlere Karsi Bagisitk Yamtin Deneysel Enfekte Hayvan Serumlan

Kullanilarak Western Blot Metodu ile incelenmesi

Theileria annulata’nin genom diziliminin belirlenmesi ve dizilimde protein kodlayan
gen bolgelerinin ortaya ¢ikarilmasi (Pain ve ark 2005) epidemiyolojik ¢alismalar ile tropikal
theileriosis’e karst yeni, kolay ve etkili sub unit asilarin gelistirilmesinde kullanilabilecek
antijenleri kodlayan genlerin belirlenmesi i¢in alternatif yontemlerin kullanilmasina olanak
saglamigtir. Giin gectikce artarak ¢cogalan ve igerisinde farkli organizmalarin gen dizilimlerini
barindiran veri tabanlarinda, yapilacak caligmalarda belirlenen amaca uygun olarak, ilgili
antijenleri kodlayan gen bdlgelerinin belirlenmesinde kullanilan biyoinformatik yontemler
sayesinde bu veri tabanlarindaki bilgileri yorumlayarak uygun gen bdlgelerini belirleme
olasilig1 ortaya ¢cikmustir (Fields ve ark 1999). Genom dizilimi belirlenmis patojen tiirlere
karst uygulanacak asilama programlarinda kullanilmak {izere antijenlerin belirlenmesi
amaciyla kullanilan farkli yaklagimlar mevcuttur. Bu calismalarda énemli sayida gen veya
bunlarin iirlinlerinin 6zgiil ve duyarh bir bagisik cevap olusturup olusturmadigina bakilmistir,
ancak bu amagla kullanilan yontemlerde ¢ok sayida gen bdlgesinin klonlanmasi ve elde edilen
iiriinlerin  fonksiyonel/immunolojik analizlerinin yapilmasi uzun ve zahmetli caligmalar
gerektirmektedir. Son yillarda yapilan ¢alismalarin temelini belirlenen biyoinformatik
yontemlerle ilgili etkenin genom incelemeleri ve bunu takiben yapilan immunolojik analizler
olusturmaktadir. B grubu Streptokoklara (GBS) karsi koruyucu asilamalarda kullanilamak
iizere ylizey iliskili, salgisal proteinlerin belirlenmesi i¢in yapilan biyoinformatik incelemede
sekiz farkli GBS genomu incelenmis ve etkene ait genomun %80’inin bu suslar arasinda ortak
olarak bulundugu, 765 genin ise biitiin suslar arasinda degiskenlik gosterdigi ve bunlardan
589 gen bolgesi ise as1 ¢aligmalarinda kullanilabilecek ylizey iligkili, salgilanan proteinler
oldugu belirlenmistir (Maione ve ark 2005). Klonlanip, eksprese edildikten sonra in vivo
ortamda agilama caligmalarinda kullanilan proteinler arasinda bir tanesinin sugslar arasinda
ortak olarak goriilen antijen, {i¢ tanesininde ise suslar arasinda farklilik gdsteren antijenler
oldugu ve asilamanin hayvanlarda degisken bir koruyuculuk sekillendirdigi gozlenmistir
(Maione ve ark 2005). Sonugta, canli bakteri ylizeyinde sunulan antijene baglanan antikor
seviyesine bakilarak antijenin bakteri yilizeyinde sunulma miktar1 ile antijenin olusturdugu
koruyucu bagiliklik arasinda korelasyon oldugu gozlenmistir (Maione ve ark 2005). Bu

yontemle elde edilen koruma tiim suslara karsi esit oranda olmamasina ragmen dort proteinin
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kombine halde kullanilmasi ile yapilan asilamalarda hayvanlarin farkli suslarla tekrarlayan
enfeksiyonlara kars1 korundugu goriilmiistiir. Bu ¢aligmayla elde edilen sonuglara dayanarak
biyoinformatik yoOntemlerle belirlenen antijenlerin etkinliginin 6zglil olarak yiizey
membraninda sunulmasinin 6nemli oldugu goriilmektedir. Ayni zamanda belirlenen
antijenlerin suslar arasindaki farkli diizeylerdeki yiizey sunumlari, molekiillerin
biyoinformatik yontemler ile belirlenmesinde yiiksek diizeylerde eksprese edilmelerinin yan
sira farkli suslar arasinda ortak olarak korunmus fonksiyonel isaret ve membran baglanma
motiflerinin  belirlenmesinin  6nemine isaret etmektedir. Streptococcus pneumoniae
(Wizemann ve ark 2001), Chlamydia pneumoniae (Montigiani ve ark 2002), Porphyromonas
gingivalis (Ross ve ark 2001) ve Neisseria meningitis’e (Pizza ve ark 2000) kars1 asilama
programlarinda kullanilacak antijenler veri tabaninda kayitl proteinlere benzerlikleri ve motif
isaretlerinden yararlanilarak yapilan biyoinformatik ¢aligmalar ile belirlenerek bu antijenlerin
eksprese eden rekombinant proteinler ileriki asi caligmalarinda kullanilmak {izere
belirlenmistir. Mycoplasma tuberculosis tarafindan salgilanan proteinlerin  koruyucu
bagisiklikta rol oynamasi bu etkene karsi asilama programlarinda kullanilabilecek antijenlerin
belirlenmesinde SignalP ve benzeri biyoinformatik programlar1 kullanilarak etkenin
genomunda bulunan muhtemel salgilanan proteinleri belirlemislerdir. Yine T hiicre
epitoplarini belirleyen model esleme algoritim programlar1 yardimiyla ¢oklu epitop iceren
proteinlerin in vitro ¢alismalarda kullanilmasi amaciyla da biyoinformatik yontemler
kullanilmistir (De Groot ve Rappuoli 2004). Protozoal bir etken olan Trypanozoma cruzi’ye
kars1 as1 calismalarinda kullanilacak antijenlerin belirlenmesinde birlestirilmis immunolojik
ve biyoinformatik ¢aligmalar yapilmistir (Bathia ve ark 2004). Okaryotik hiicrelerde yiizey
proteinleri bulunduklar1 membranlara glikosil-fosfatidilinositol (GPI) alanlar1 ile kovalent
olarak tutunurlar. Genelde GPI tutucular proteinlerde ¢ok sik olarak goriilen degisikliklerden
(modifikasyon) biri degildir ve proteinlerde bu motifin bulunmasi yapilacak biyoinformatik
calismalarda ayiric1 bir parametre olarak kullanilabilir. 7. cruzi’ye karsi gelisen koruyucu
bagisikligin sekillenmesinde GPI tutuculu proteinlerin etkinliginin bilinmesi asilamalarda
kullanilabilecek antijenlerin belirlenmesinde eksprese edilen sekans isaretleyicileri (Expressed
Sequence Tag: EST) ve genom dizilim belirleme (GSS: Genome Sequence Survey) veri
tabanlarinin incelenmesine olanak saglamistir (Bathia ve ark 2004). Salgilanan ve GPI
tutucular ihtiva eden proteinlerin belirlenmesinde 2500 dizilim igerisinde yapilan aragtirmada
karakteristik olarak bu 6zellikleri igeren 19 dizilim belirlenmis ve bunlarinda sekiz tanesinin
parazitin birgok yasam doneminde sentezlenen ve iyi korunmus ylizey proteini oldugu

belirlenmistir. Belirlenen bu proteinler eukaryotik plazmidler igerisine klonlanarak farelerde
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DNA asilar1 olarak kullanilmistir. Bagisik serumlarla yapilan ELISA sonuglari hayvanlarda
antijenlere 6zgl poliklonal serumlarin olustugunu gostermistir (Bathia ve ark 2004).

Theileria parva’ya karst hayvanlarda koruyucu bir bagisik yanitin olusabilmesi i¢in
sizontlarla enfekte l6kositlerin yiizeyinde bulunan MHC sinif I molekiillerince sunulan
parazite ait peptidlerin CD®" sitotoksik T hiicreleri tarafindan belirlenmesi gerekmektedir
(Morrison ve ark 1995). T. annulata’ya kars1 gelisen bagisik yanitta olusan sitokin profili ve T
hiicrelerinin litik etkisine bakildiginda CD*" ve CD*" hiicreleri bagisikhigin olusmasinda rol
oynamaktadir (Ahmed ve ark 1989, Preston ve ark 1999). Bagisikligin gelismesinde
makrofajlart enfekte eden diger patojen organizmalarda oldugu gibi T hiicre bagimli ve T
hiicre bagimsiz bagisiklik sistemlerinin ortakligiyla olustu§u ve makrofajlarin uzun siireli
bagisiklikta 6nemli rolii oldugu bilinmektedir (Ahmed ve ark 1989, Preston ve ark 1999).
Teorik olarak, proteinler iizerinde T hiicre epitoplarinin bulunmasi bu proteinin antijenik
oldugunu isaret etmektedir. Proteinler {lizerinde bu motiflerin in siliko olarak incelenmesi
yoluyla bu motifleri kodlayan genlerin antijenitelerinin belirlenebilecegi Ongoriilebilir.
Biyoinformatik yontemlerle yapilan incelemede makrosizont antijeni olan TaSP molekiiliiniin
korunmus ve degisken bolgeleri tizerinde MHC siif I molekiilleri belirlenmistir (Schnittger
ve ark 2002). Ancak, sigir T hiicre epitoplarimin belirlenmesinde kullanilan mevcut
programlarim azlig1 ve genelde insan MHC allelerinin belirlenmesin kullanilan programlarin
sigir epitoplarinin  belirlenmesi amaciyla kullanilmast ve B hiicre epitop belirleme
programlarinin genelde veri tabaninda kayitl olan ve fonksiyonel olarak B hiicre epitoplarini
icerdigi bilinen motifler ile benzerliklerinin karsilastirilmasi prensibine dayandigi icin epitop
belirlemede kullanilan programlarin uygulanabilirligini kisitlamaktadir (Reitmaier 2007). Bu
asamada 7. annulata antijenlerinin icerdigi epitoplarin belirlenmesinde kullanilacak
programlar ile elde edilecek sonuglar tartismali olacaktir. T hiicre yanitina ilaveten
makrofajlar uzun siireli bagisikligin gelismesinde 6nemli rol oynamaktadir (Preston ve ark
1999). Ne yazik ki, makrofajlarda parazite bagli goriilen uyarilmanin nasil gergeklestigi tam
olarak anlasilamamustir. Biyoinformatik yontemlerin sinirli olmasi parazite karsi gelisen dogal
bagisiklikta gorev alan antijenleri belirlemek i¢in kullanilabilecek yontemlerin 6zgiilligiini
sinirlamaktadir. Bununla birlikte, dogal bagisiklikta rol oynayabilecek antijenlerde bulunan
motiflerin belirlenmesi in siliko genom arastirilmalarinda alternatif olarak kullanilabilir.
T.annulata’nin invazif hiicre dis1 donemleri olan sporozit ve merozoit donemlerinde bulunan
ylizey proteinlerinin kisa siireli de olsa sigir bagisik sistemi ile karsilastigi ve bunlara kars1 bir
yanitin olustugu gbz Oniine alindiginda bu donemlere 6zgii antijenlerde bulunan motiflerin

belirlenmesinde de  biyoinformatik  yontemlere  basvurulabilir.  Bu  proteinlerin
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belirlenmesinde; (1) antijenlerin parazitin hiicre digi donemlerinde sentez edildiginin
belirlenmesi, (2) parazit tarafindan salgilaniyor olmasi ve (3) parazit ylizeyine baglanmasi
gibi Ozellikleri kullanilabilir. Parazite ait makrosizont donemi hiicre i¢i olup oldukca
komplekstir. Parazitin bu donemine ait sentez edilen sekans isaretleyicileri (Expressed
Sequence Tag: EST) verilerine bakildiginda ¢ok sayida gen (1407) tarafindan protein sentezi
yapilirken bu say1 merozoit (855) ve piroplasm (838) donemlerinde azalmaktadir (Pain ve ark
2005). Sporozoit donemine ait EST verileri mevcut olmadig i¢in parazitin bu dénemine ait
veri bulunmamaktadir. 7. annulata’nin kodladigr Tams-1, SPAG ve TaSP gibi proteinlerde
isaret peptidleri bulunmaktadir (Katzer ve ark 1994, d'Oliveira ve ark 1996). Buna ek olarak,
TaSP molekiilde muhtemelen proteinin parazit mebranina baglanmasini saglayan {i¢
transmembran alan bulunmaktadir (Schnittger ve ark 2002). SPAG ve Tams proteinleri GPI
tutunma alan1 (GeneDB) ihtiva etmektedir. Genellikte bu tiir proteinlerde transmembran alan,
sitoplazma icerisinde bir uzanti halinde bulunmakta ve 6zellikle plasma membraninin hiicre
dis1 kisminda lokalize olmaktadir. Protozoalarda, GPI baglayicilarin agirlikli islevi hiicre
ylizey proteinlerini lipid katmanla birlestirmektir (Turner 1994). Bundan dolayi, parazitlerin
hiicre dis1 invazif donemlerinde genlerin kodladigi proteinlerde GPI tutucular belirginken,
parazitin hiicre i¢i donemlerinde ¢oklu transmembran alanlar kullanilmaktadir. Bu veriler géz
oniline alindiginda isaret peptidleri ve GPI baglayicilarin birlikte bulunmasi sporozoit ya da
meroziot yiizey antijenleri i¢cin Onemli bir isaret oldugu gorilmektedir. 7. annulata
genomunda 3793 proteini kodladig1 diisiiniilen gen bolgeleri arasindan saha sartlarinda
epidemiyolojik c¢aligmalar ile asilama programlarinda kullanilabilecek olas1 antijenlerin
belirlenmesi (Weir 2006) ve bu proteinlerin yapilacak c¢alismalar ile desteklenmesi dnem

tasimaktadir.
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2.A.1. Gerec¢ ve Yontem

2.A.1.1. Cahismada Kullanillan Parazit Materyali ve Protein Ekstraktlariin

Hazirlanmasi

Calismada 7. annulata’nin 16 farkli izolat1 (Ankara / D7, Ankara / TaA2, Ankara /
A46, Ankara/J1 — 1, HAO, Pendik, Aydin, Diyarbakir, Yenihisar, Caceras, BAT — 2, JED—4,
Umbaneai, Shambai, Gharb, Ode), 7. parva Muguga ve T. lestoquardi Lahr ait makrogizont
hiicre kiiltiirleri ile enfekte olmayan sigir lenfosarkoma (BL20) hiicreleri kullanilmistir
(Cizelge 2.A.1). SDS-PAGE ve western blotlama c¢alismalarinda kullanilan protein
ekstraktlar1 yukarida belirtilen taze, in vitro hiicre kiiltiirlerininden hazirlanmistir. Ozet olarak;
25 ml’lik flasklar i¢inde bulunan 10 ml miktarindaki iki giinliik hiicre kiiltiirlerinin thoma
laminda yapilan hiicre sayimi ve canlilik oranlar1 belirlendikten sonra 15 ml’lik steril plastik
tiiplerde 1500 devirde +4°C’de 10 dakika santrifiij edilerek hiicrelerin dip kisimda toplanmasi
saglanmigtir. Cokeltinin {ist kismindaki sivi dikkatlice dokiilerek dipte kalan ¢okelti 10 ml bir
kezlik fosfat tampon soliisyonu (1 x PBS; 80 g NaCl, 2 g KCI, 14.4 g Na,HPO,, 2.4 g
KH,PO4 450 ml distile su igerisinde, pH 7.4) i¢inde tekrar siispanse edilerek yukaridaki
sekilde santrifiij edilip hiicreler dipte toplanmistir. Bu islem toplam ii¢ kez tekrar edilerek
hiicrelerin yikanmasi saglanmustir. Daha sonra yikanan hiicreler mililitresinde 10° hiicre
olacak sekilde bir kezlik protein ekstraksiyon soliisyonu (i¢erisinde 0.25M Tris-HCI, pH 6.8,
%4 SDS, %20 gliserol, %10 B-merkaptoethanol, %0.001 bromofenol mavisi ihtiva eden dort
kezlik soliisyondan diliiye edilerek hazirlanmistir) kullanilarak sulandirilmis ve protein
ornekleri ii¢, dort kez siringa yardimi ile ince uglu igneden gecirildikten sonra 5 dakika
boyunca kaynayan suda bekletilmistir. Son asamada ise Ornegin igerisinde pargalanmayan
kismin dipte toplanmasi amaciyla 14000 devirde +4°C’de bes dakika boyunca santrifiij

edilerek iistteki s1vi bagka bir tiipe aktarilarak kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmustir.

60



Cizelge 2.A.1. Protein ekstraktlarinin hazirlanmasinda kullanilan parazit stoklarinin tiirii ve

orijinini
Parazit tird Ulke ok Orgzl:‘lyada isim Materyal Kaynak

Theileria annulata Tiirkiye Ankara/D7 Kiultir Edinburg Uni..CTVM

" " " " TaA2/Ankara " " "

oo "o Ad6 . " "

nooo AR I . " "

" " " " HAO . ADU . Vet.Fak.Parazit.AD.

" " " " Pendik ) Ozkoc ve Papino,1981

" " " " Aydin . ADU.Vet.Fak.Parazit. AD.

" " " " Diyarbakir " Weir, 2006

" " " " Yenihisar ) ADU.Vet.Fak.Parazit. AD.

" " Ispanya Caceras " " "

" " Tunus BAT2 . " "

" " Tunus JED-4 . BenMiled ve ark., 1994

" " Sudan Umbaneai . Shiels ve ark., 1986

nooow Sudan Shambai . " "

" " Misir Gharb . Oubhelli ve ark., 1989

" " Hindistan Ode . Baylis ve ark., 1992
Theileria parva Kenya Muguga " Oura ve ark., 2003

"
Theileria _ iran Lahr Kivrar ve ark., 1998
lestoquardi
"

BL20 Iskogya Glasgow Bilinmiyor
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2.A.1.2. Theileria annulata’mn Makrosizont Dénemine Ozgii Proteinlerin

Biyoinformatik Yontemle Belirlenmesi

Biyoinformatik kisaca bilgi teknolojisinin molekiiler bioloji alaninda uygulanmasi
olarak tanimlanabilir. Daha kapsamli bir anlatimla biyoinformatik uygulamalar biyolojik
bilgilerin degerlendirilmesi ve analizinden kaynaklanan teorik ve pratik sorunlarin ¢6ziilmesi
amaciyla veri tabanlari, algoritimler, bilgisayar ve istatistiksel tekniler ile teoriler
olusturularak bunlarin ilerletilmesine olanak saglamaktadir. Bu yolla arastirmacilar veri
tabanlarinda bulunan bilgileri ¢esitli biyoinformatik programlar ile degerlendirerek kendi
calismalarinda kullanarak uzun, zahmetli ve pahali olan laboratuvar calismalarinda hem
zaman kazandirmakta hem de bilgilerin daha dogru olarak degerlendirilmesine olanak
saglamaktadir. 7. annulata’nin genom dizilimi Pain ve ark (2005) tarafindan yayinlandiktan

sonra http://www.genedb.org/ internet adresindeki veri tabaninda annote edilmis halde

bulunmaktadir. EST verileri en son 2005 yilinda bu veri tabanina eklenmis ve arastirmacilara
yapacaklari ¢aligmalarda kaynak olusturmustur. Bu veri tabaninda annote edilen gen bolgerine
ait ayrintili bilgi mevcut olup arastirilmak istenen gen bdlgesine ve bu genin kodladigi
proteinin ozellikleri ayrintili olarak verilmistir.

Signal P, protein kodlayan gen bdlgeleri tarafindan sentezlenen peptid zincirlerinin N
yada C terminal kisimlarinda bulunup bunlarin hiicre igerisinde kullanilacaklar1 bolgelere
tasinmasindan sorumlu kisa (3—30 amino asit uzunlugunda) peptid zincirleridir. Sentezlenen
proteinler tagidiklar1 Signal peptid de bulunan amino asitlerin hidrofobik ve/veya pozitif yiiklii
olmasina gore aract molekiiller yardimi ile endoplazmik retikulum, g¢ekirdek, ¢ekirdekeik,
mitokondriyal matriks yada peroksizomlara taginip buralarda islendikten sonra hiicrede ¢esitli
biyolojik ya da immunolojik faaaliyetlerde kullanilmaktadir. Glikofosfotidilinoitol (GPI),
proteinlerde sentezlenme sonrasi olusan degisikliklerle C terminal uga baglanan bir
glikolipidtir. Hidrofobik fosfotidil-inositol group i¢inde bulunan iki yag asidi yardimi ile bu
proteinler hiicre ylizeyine baglanirlar. Transmembran domain (TMD), transmembran
proteinlerin tek transmembran alfa helikal kismini belirtmekte ve genel olarak proteinleri
olusturan peptid dizilerinin tiimiiniin ya da belli kisimlarinin membrana gdémiilii olarak
bulundugunu belirtmede kullanilan bir terimdir. Expressed sequence tag (EST), genom i¢inde
sentezlenen mRNA’lardan olusturulan c¢cDNA dizilerinin kisa alt dizilimleri olarak
tanimlanmaktadir. Gen kopyalarinin belirlenmesi, gen bolgelerinin tanimlanarak bunlara ait
dizilimlerin belirlenmesi ve proteinlerin sentezlenme miktarmin karsilagtirilmasinda

kullanilmaktadir.
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Theleria annulata’nin ¢ekirdek genomu (8.35 Mb), T. parva (8.3 Mb) ile benzer
biiyiikte olup, boyutlar1 1.9-2.6 Mb arasinda degisen dort kromozom ile 6 kb biiyiikliigiinde
bir mitokodrial genom ve birde biiyiikliigli tam olarak bilinmeyen apikoplast genomunlarini
icermektedir. G+C igerigi %32.54 olup genomda 3792 protein kodlayan gen bolgesi oldugu
tahmin edilmektedir. Bu genlerin 3265 tanesi T.parva genomunda bulunan genler ile ortolog
ozellik gostermesine karsin, 493 genin ortologu yoktur, ayrica 7. annulata genomunda
bulunan 34 gende sadece bu tiire 6zgiidiir. 7. annulata genomu hakkindaki ayrintili bilgi
Cizelge 2.A.2°de verilmistir. Buna ek olarak, toplam 49 tRNA ile bes ribozomal RNA
(rRNA) geni bulunmaktadir. 7. annulata ve T. parva genomunda benzer uzunluk, diizen ve
baz kompozisyonuna sahip telomerik ve subtelomerik alanlar bulunmaktadir (Pain ve ark
2005). Subtelomerik genlerin biiyiikk ¢ogunlugunun salgr proteinlerini  kodladig:
diistiniilmektedir. 7. annulata genomunda kodlalan {i¢ biiyiik coklu kopyaya sahip gen ailesi
bulunmaktadir. Bunlar, telomerler ile baglanti noktasinda yer alan ve 64 paralog gen ihtiva
eden Sfi, dort kromozoma dagilmis halde bulunan ve 83 paralog gen igeren Tar ve

subtelomerik bolgede yer alip 51 paralog genden olusan SVSP gen aileleridir.
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Cizelge 2.A.2. Theileria annulata ve T. parva genomunda bulunan protein kodlayan genlerin

kompozisyonu (Pain ve ark 2005).

Theileria

Ozellik T.annulata T'.parva

Cekirdek genomu

Boyut (bp)

Contig sayilar1

Kromozom sayist (Mb)

Toplam G+C igerigi (%)

Protein kodlayan gen sayis1

Intron igeren genler (%)
Ortalama gen uzunlugu (bp)
Kodlayan bolge yiizdesi
Kodlayan bolge yiizdesi (intronlarla
birlikte)
Ortalama (orta) intergenik uzunluk (bp)
Intergenik bolgelerin G+C icerigi (%)
Ortalama (orta) intron uzunluk (bp)
Intronlarin G+C igerigi (%)

Protein kodlamayan RNA
tRNA

5SrRNA

5.88, 188, 28S rRNA iinitesi

Mitokondriyalgenom (kb)
Apikoplastgenomu (kb)

8351610

4(1.9-2.6)

325

3792

70.6
1,606
72.8
81.8

396 (263)
225
69 (48)

22.2

47
3
2
6

Bilinmiyor

8308027

34.1

4,035

73.6
1,407
68.4
80.2
402 (281)
24.9
94 (63)

23.6

47

39.5
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Ortolog genler arasinda sinonim ve sinonim olmayan degisimlerin oranit (dN/dS)
genler iizerindeki gelisme ile ilgili (evrimsel) baskinin degerlendirilmesi, ayrica immunojenik
ozellik gosterebilecek genlerin belirlenmesinde kullanilabilmektedir (Endo ve ark 1996, Pain
ve ark 2005). 7. annulata’da, Plasmodium’a benzer sekilde merozoit yiizey proteinlerini
kodlayan genlerde dN/dS oranlar1 yliksek bulunmus ve bu proteinlerin immun seleksiyonda
rol oynayabilecekleri diisiiniilmiistiir (Gubbels ve ark 2001, Hall ve ark 2005). Makrosizont
doneminde signal peptidi (SP) iceren polipeptidlerin dN/dS oranlar1 yiiksek bulunmasina
karsin bu oranin merozoit doneminden daha diisiikk oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte,
16kosit sitoplazmasina salinan ve herhangi bir membran baglanma motifi i¢cermeyen
makrosizont proteinlerinde dN/dS orani yiiksek olarak bulunmustur. Konaga salgilanma ile
iliskili olarak belirlenen yiiksek dN/dS orani bu genlerin diizenleyi rollerini yansitabilecegi
diistiniilmistiir. Alternatif olarak bu yiliksek oran yikimlanan proteinlerin doku uyusum
kompleksleri ile enfekte hiicre yiizeyinde sunularak immun sisteme maruz kalinmasinida
ifade edebilmektedir. Bunu incelemek i¢in yapilan g¢aligmalarda polipeptidlerin ¢ogunda
PEST motiflerine rastlanmistir (Pain ve ark 2005). PEST motifi; prolin (P), glutamik asit (E),
serin (S) ile threonin (T) amino asitlerinden olusan ve sentezlenen polipeptidlerde hizl
protein yikimlanmasi i¢in signal peptid gorevini goren alanlardir. PEST motifi igeren
proteinlerin biiyiik bolimiinii ¢cekirdek lokalizasyon sinyali iceren TashHN, TashAT ve SUAT
proteinleri olusturmaktadir (Pain ve ark 2005).

Biyoinformatik yolla 7. annulata’min makrosizont donemine Ozgii proteinlerin
belirlenmesinde bu veri tabani baz alinarak kodlanan proteinler Signal P, GPI anchor, TMD
ihtiva edip etmedikleri, hangi protein ailesi igerisinde yer aldiklari, EST verileri ve dN/dS
oranlarma bakilarak birbirleri arasinda karsilastirilmis ve elde edilen veriler ilgili proteinlerin
parazitin hangi yasam doneminde ne miktarda iiretildigine bakildiktan sonra tiim veriler excel
formatinda bir sayfada toplanarak yukaridan asagiya dogru dizilip uygun olanlari segilmistir.
Daha sonra klonlanarak rekombinant olarak c¢ogaltilip western blotlama yontemi ile ilgili
proteinlere karsi hayvanlarda olusan humoral yanit acgisindan degerlendirilmistir. Ek olarak
parazitin merozoit/piroplasm donemlerinde sentezlenen 30/32 kDa’luk merozoit/piroplasm
yiizey antijeni, Tams-1/2, 23 kDa’luk piroplasm ylizey proteini, Merol, sporozoit ylizey
antijeni olan SPAG-1 ile makrosizont doneminde sentezlenmesine karsin saperon proteini
olarak gorev yapan TA10720 ve TA06470 gibi HSP90 homolog proteinleri ile yine
makrosizont doneminde salgisal protein olarak goérev alan SVSP gen ailesinde bulunan

proteinlerin ortak korunmus bdlgelerini kapsayan RP2 ve RP4 rekombinant proteinleri
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mevcut gliserol stoklarindan tiretilip piirifikasyona tabi tutulduktan sonra konak tarafindan

olusan humoral yanit yoniinden western blot yontemi ile incelenmistir.
2.A.1.3. Belirlenen Proteinleri Kodlayan Gen Boélgelerinin Klonlanmasi

Biyoinformatik yontemler kullanilarak belirlenen proteinler Gateway Teknolojisi
(Invitrogen) kullanilarak klonlanmistir. Bu sistem kisaca proteinleri kodlayan ilgili gen
bolgelerinin genomik DNA’dan adaptorlii primerler kullanilarak PZR yontemi ile
cogaltildiktan sonra lamda bakteriofaj sistemleri icerisine adaptorler yardimiyla 5'—3'
yoniinde, 0zgiil olarak enzimler vasitasi ile (BP rekombinasyon islemi) baglanmasi ve bunu
takiben istenilen gen bolgesini i¢inde barindiran E.coli hiicreleri ¢ogaltilarak proteinlerin
iiretilmesi ve affinite kromotografi yontemi ile saflagtirilmalar1 agsamalarindan olusmaktadir
(Sekil 2.A.1). Biyoinformatik yolla belirlenen proteinlerin klonlanarak rekombinant olarak
tiretilmeleri i¢in kullanilan adaptorlii primer ¢iftleri Artemis V9 bilgisayar programi yardimi
ile proteinleri kodlayan bolgeleri ¢ogaltacak sekilde tasarlanmistir. Kullanilan primer
ciftlerinin dizilimleri, c¢ogaltilan bolgenin uzunlugu (bp) ve bolge tarafindan kodlanan
proteinlerin molekiiler agarliklar1 (kDa) Cizelge 2.A.3’de gosterilmistir. Gen bdlgelerini
cogaltmada kullanilan her primer cifti 5' yoniinde ileri ve geri yonlii a#tB (ileri yonlii a#tB
adaptori; GGGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC TTC-, geri yonli attB
adaptorii; GGGG AC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTC CTA-) adaptdr sistemleri
icermekte ve proteini kodlayan gen bolgesini ¢cogaltan ilgigli bolgelere 6zgii primerler ise ileri
ve geri yonll a#tB adaptorlerine 3' yoniinde eklenerek kullanilmaktadir. Bu amacla uygulanan
PZR 50 pl’lik son hacimde, 45 mM Tris — HCI, pH 8.8, 11 mM (NH4),SOy4, 4.5 mM MgCl,,
0.113 mg / ml BSA, 4.4 uM EDTA, herbir dATP, dCTP, dGTP ve dTTP’ tan 1 mM, 1 U
Ampli Tag DNA polimeraz (Applied Biosystems), 10 uM ileri ve geri yonlii primer ¢ifti ile
2 ul DNA o6rnegi igermistir. Reaksiyon Techne TC-512 marka otomatik termal sikluslu
makine kullanilarak yapilmistir. 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
(65°C’de 1 dakika) asamalarindan olusmak iizere 30 siklus ve 65°C’de 10 dakikalik son

uzama olacak sekilde ger¢eklestirilmistir.
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[ gen bolgesi | |
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vektori

BP Reaksiyonu: BP clonase™ enzim karisimi yardimi ile a#B substrati (a#/B — PCR {iriinii)
ile atfP substratin1 (donor vektdr) rekombine ederek a#L igeren giris klonunu
olusturmaktadir.

renvoiet] @R 4 ) e

hedef
vektor

giris
klonu

LR |clonase™

o] @) 4 ) e

sentez
vektOri

LR Reaksiyonu: LR clonase™ enzim karigimi yardimi ile azfL substrati (giris klonu) ile a#R
substratini (hedef vektor) rekombine ederek a#B igeren sentez vektoriini
olusturmaktadir.

Sekil 2.A.1. Bakteriofaj lambda integraz (Int) ve E.coli integrasyon konak faktor
proteini (IHF) ihtiva eden BPclonase™ enzim karisimi tarafindan
katalize edilen lizojenik yol ile bakteriofaj lambda integraz (Int),
eksiyonaz (Xis) ve E.coli integrasyon konak faktor proteini (IHF)
ihtiva eden LR clonase™ enzim karisimi tarafindan katalize edilen
litik yolla olusan Gateway rekombinasyon reaksiyonunun sematik

gorunumul.
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Cizelge 2.A.3. Biyoinformatik yontemlerle belirlenen proteinlerin klonlamasinda tasarlanan primer ¢iftleri ve bunlarin dizilimleri

Gen ad1 (Genedb)  Uriin Dizilim® Mol.agirhk  Cogaltilan
(kDa) bolge uzunlugu (bp)

TA20440 (Lkistm)  Hipotetikal membran proteini F;GGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC GAAAATTTTAACAATAAAAGGTGT 12 318
R;GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTA TTGAGACTCCATGTCTCTCATGGT

TA20440 (ILkisim) " " F;:GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC TCTCGTTCTTTAATCAGCACTTCT 5 141
R;GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTA CTCCCGAAAATCAAATGTGAGTAA

TA13755 (Lkisim)  Hipotetikal protein F;:GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC  GAACTTTTACCACACACCGGTGAT 16 442
R;GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTA GGGTTTTTCAAATCCTGAAGGTAC

TA13755 (ILkisim) " " F;GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC  TCGAGGTTCCTGGACGTCCAATAC 14 357
R;GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTA AAAAGATACCTTTTCATTCAGCAA

TA06510 " " F;GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC GATATTGAGGAGGATCTACGTAGA 34.6 804
R;GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTA ACTTGATAATCTGTATGGGATTTT

TA11610 HSP70 F;GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC ACAGGACCAGCTATTGGAATTGAC 71 1935
R;GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTA ATCCACCTCCTCTACAGTTGGGCC

TA17315 (Lkisim)  Yiizey proteini (TaSP) F;GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC GGTCCATTTCTTCCTTTAGATCGAC 19.1 516
R;GGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTA CCTTCGGGCGCTTATCATGATCGGA

TA17315 (ILkisim) " " F;GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC CCATGGCAATACGCTCTAACATTG 14.3 378
R;GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTA AGAGCTGGACCTGGCAGGGTGAGA

TA17315 " " F;GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC CCATTCGTGCCCAAGACATCGCAAT 6.3 162

(IILkisim) R;GGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTA CTTGTCACATAACCACCAGTCAAA

TA15685 Hipotetikal protein (Ta9.1) F;GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC ATGGATCCTGAAGATGGATCTGAG 28 714
R;GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTA TTATCTTGGTGTTACTTGTACCCA

TA15690 " "(Ta9.2) F;GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC ATGGATCCTGATGGAGCTGAACCT 359 954
R;GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTA TCAAGAAAGTGCTTGTCTAATAAA

TA15695 " "(Ta9.3) F.GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC ATGGATCCTGATGGAGCTGATGG 19 474
R;GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTA CTAATTCTTCTCTTCCCATGGTTT

TA15705 Hipotetikal protein (Ta9) F;GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC  ATGGATTCTTCTGATTCTGATGAA 34.9 951
R;GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTA ATCCTTTTCTTCCCATGGTTTGGC

TA15710 " "(Ta9.4) F;GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC ATGGATCCTGATGGATCTGAACCT 37.9 1020

R;GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTA TTATTGTTTTTCTATATCACGTTT

(*); dizilimin 5'- 3' yonii yazilidir. Ileri yonlii attB adaptorii; GGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC-
Geri yonli attB adaptorii;, GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTA-

N
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Elde edilen PZR iiriinleri +4°C’de tutulmustur. Daha sonra her PZR iirliniinden 25 pl
olmak kosuluyla mililitresinde 10 pl ethidiyum bromid bulunan %1,5’lik agaroz jelde 100
voltluk akimda bir saat clektroforeze tabi tutulmus ve son olarak ultraviole 1s1k altinda
goriintiilenmigstir. Jel elektroforezi sonrasi c¢ogaltilan ilgili gen bolgeleri (Cizelge 2.A.3)
ultraviyole 1s1k altinda goriintiilendikten sonra bilinen uzunluktaki (bp) iiriinler jelden
kesilerek ayrilmis ve QIAGEN gel purifikasyon kiti (QIAGEN, Almanya) kullanilarak
purifiye edilmislerdir. Bu ama¢ dogrultusunda jelden steril bistiiri yardimiyla kesilerek alinan
bantlar tartilarak agirliklar1 gram cinsinden belirlenmis ve agirliklarinin ti¢ katt kadar QG
sollisyonu eklenerek 50°C’de 10 dakika boyunca inkiibe edilerek jelin erimesi saglanmistir.
Daha sonra erimis jeli igeren sivi pipetle alinarak i¢inde jelden ayrilan DNA’nin baglanmasini
saglayan kolonlar (QIAquick spin column) bulunan 2 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine
konularak bir dakika boyunca santrifiij edilerek DNA’ nin kolona baglanmasi saglanmistir.
Bunu takiben kolona bagli DNA 500 pl QG soliisyonu eklenerek bir dakika santrifiij
edilmigtir. Daha sonra 750 pl PE soliisyonu eklenerek iki kez bir dakika santrifiij edilmistir.
Son asamada kolona bagli DNA’nin elde edilebilmesi i¢in 50 ul Eliisyon soliisyonu eklenerek
bir dakika boyunca oda 1s1sinda bekletilmis ve bunu takiben kolon temiz 1,5 ml mikrosantrifiij
tiipline konulmus ve bir dakika boyunca santrifiij edilerek purifiye edilen DNA’nin tiipe
alinmasi saglanmigtir. Tiipte toplanan PCR iriiniiniin miktarmin (ng / pl) belirlenmesi
amaciyla 260/280 nm absorbans araliginda spektrofotometrik 6l¢timleri yapilmistir. PCR ile
cogaltilan adaptorlii DNA firiinlerinin pDONR221 plazmid vektorlere BP rekombinasyon
reaksiyonu ile klonlamada 100 femtomol (fmol) a#tB-PZR iiriinii kullanilmistir. Reaksiyonda
nanogram (ng) cinsinden kullanilacak DNA miktar1 asagidaki formiil (Formiil 1) kullanilarak
hesaplanmistir. Formiil 1’de ‘N’ harfiyle belirtilen ¢ogaltilacak gen bolgesinin uzunlugunu
belirtmektedir. Ornek olarak BP rekombinasyon reaksiyonunda (Sekil 2.A.1) 100 fmol at#tB-
PZR iirtini kullanilmalidir. PZR ile ¢ogaltilan gen bdlgesinin uzunluguda 2.5 kilobaz (kb)
kabul edilirse reaksiyonda kullanilacak PZR iiriinii miktarinin asagidaki formiil kullanilarak
[ (100 fmol) . (2500 bp) . (660 fg / fmol) . (1 ng/ 10° fg) = 165 ng ] hesaplandiginda 165 ng

oldugu bulunmaktadir.

Formiil 1: ng = (fmol) . (N) . (660 fg / fmol) . (1 ng / 10° fg)

Yukaridaki formiil kullanilarak BP rekombinasyon reaksiyonunda kullanilacak DNA

miktarlar1 herbir gen bolgesi i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmistir. Daha sonra her gen bdlgesine ait
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attB-PZR iirlinii sirayla ayr1 donor vektorlere BP rekombinasyon reaksiyonu ile klonlanmustir.
Kisaca, 1,5 ml’lik santrifiij tiipii icerisine 100 fmol oraninda (1-10 pl) a#tB-PZR firiini,
{izerinde kanamisin direng geni bulunan pDONR221™ vektdr (Invitrogen) (2 pl), SXBP
Clonase™ tampon soliisyonu konularak 16 pl son hacime kadar TE soliisyonu, pH 8.0
eklenerek oda 1sisinda hafifce karigtirilmigtir. Daha sonra —80°C’de bekletilen BP Clonase™
enzim karigimi buz istlinde yaklasik iki dakika siireyle ¢ozdiiriildiikten sonra iki defa kisa
stireli vortekslenerek karistirilmigtir. Herbir tiipe 4 pl BP Clonase™ enzim karigimi eklenerek
karistirlmis ve 25°C’de bir saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. BP rekombinasyon
reaksiyonu ile attB-PZR {iriinii plazmid vektdr icerisine klonlanmistir. Bir saat sonunda BP
rekombinasyon reaksiyonu durdurulmasi amaciyla her bir reaksiyon tiipli igerisine 2 pl
Proteinase K soliisyonu eklenerek 37°C’de bir saat boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Reaksiyon sonucunda igerisinde klonlanan attB-PZR iiriinlinii igeren pDONR221™ vektor
E.coli hiicreleri igerisine kimyasal yolla transforme edilmistir. Transformasyon isleminde, 1,5
ml’lik santrifiij tipl igerisinde 50 pl kimyasal olarak yeterli hale getirilmis DHS5a™
(Invitrogen) hiicresi iistiine bir pl BP rekombinasyon iiriinii eklenerek hafifce karistirildiktan
sonra buz lizerinde 30 dakika boyunca inkiibasyona birakilmistir. Bunu takiben hiicreler
42°C’lik su banyosunda 30 saniye boyunca 1s1 sokuna tabi tutulduktan sonra tekrar buz {istiine
alinmistir. Is1 sokuna tabi tutulan hiicrelerin zengin bir medyum igerisinde hizli bir sekilde
iiremesi amaciyla iizerine oda 1sisindaki 450 pl S.0.C. medyumu (%2 Tripton, %0.5 Maya
Ekstarkti, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO,4, 20 mM glukoz)
eklenerek 37°C’lik ¢alkalamali inkiibator iginde 200 rpm de, bir saat boyunca tiipler yatay
konumda olacak sekilde inkiibe edilmistir. Daha sonra 6nceden hazirlanan ve igerisinde 50
pg/ml kanamisin bulunan LB agar (LB agar; 1 litresinde 100 mg NaCl, %10 Tripton, %5
Maya ekstrakti, %10 agar bulunan soliisyon) lizerine 20 ve 50 pl olacak sekilde ekilerek gece
boyu kolonilerin iiremesi i¢in 37°C’de bekletilmistir. Ertesi giin iireyen kolonilerden segilerek
icerisinde 50 pg/ml kanamisin LB medyum (LB medyum; 1 litresinde 100 mg NaCl, %10
Triptone, %5 Maya ekstrakti bulunan soliisyon) icinde 37°C’de ¢alkalamali inkiibatorde bir
gece ¢ogalmaya brrakilmistir. Ureyen kolonilerden QIAGEN Plazmid DNA ekstraksiyon Kkiti
(QIAGEN, Almanya) kullanilarak i¢inde klonlanmis pDONR221™ plazmid vektorlerin
ptrifikayonu yapilmistir. Kisaca, 10 ml medyum +4°C’de, 8000 rpm’ de ii¢ dakika boyunca
santrifiij edilerek FE.coli hiicreleri dipte toplanmustir. Bu hiicreler 250 pl P1 soliisyonu
kulanarak tekrar sulandirilarak yeni bir mikrosantrifiij tlipline konulmustur. Bunun iistiine 250
ul P2 soliisyonu eklenerek iyice karigmasi saglanmig ve 350 pl N3 soliisyonu eklenerek iyice

karistirilarak 13000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifuj edilmiglerdir. Santrifiij isleminden
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sonra istte kalan kisim dikkatlice alinarak QIAprep spin kolonlar1 igerisine konularak 30-60
saniye boyunca santrifiij edilmis ve dipte toplanan s1vi dokiilerek kolona 0.5 ml PB soliisyonu
eklenmis ve 30-60 saniye santrifiij edilerek yikanmasi saglanmistir. Daha sonra 0.75 ml PE
soliisyonu eklenip 30-60 saniye santrifiij edilerek bir kez daha yikanmistir. Dipte toplanan
stvi dokiildiikten sonra kolonda kalmis olan tim yikama soliisyonunun giderilmesi i¢in
santrifiij islemi tekrarlanmistir. Son agsamada kolona bagli DNA’nin elde edilmesi i¢in 50 ul
Eliisyon soliisyonu eklenerek bir dakika boyunca oda 1sisinda bekletilmis ve kolon temiz 1,5
ml mikrosantrifiij tlipline konulup bir dakika boyunca santriflij edilerek DNA’nin tiipe
elisyonu saglanmistir. Elde edilen plasmid DNA miktar1 spektrofotometre kullanilarak
belirlenmistir. 1 pg piirifiye plazmid DNA’s1 restriksiyon enzimleri ile kesilerek agaroz jelde
(%1,5) 100 voltluk akimda bir saat boyunca elektroforeze tabi tutulmus ve kesilen iiriinlerin
uzunluklarina bakilarak ilgili gen bolgesinin vektor igerisine klonlanip klonlanmadig:
dogrulanmistir.

Piirifiye haldeki pDONR221™ plazmid vektor igerisinde olusturulan giris klonu
olusturulduktan ilgili gen bolgesi atfR- iceren hedef vektdr (pDEST17™, Invitrogen) igerisine
klonlanarak a#¢B- ihtiva eden sentez klonu olusturulmustur. Sentez klonu olusturmak amaciyla
uygun atfL- ve attR- ihtiva eden hedef vektdér (pDEST17™, Invitrogen) kullanilarak LR
rekombinasyon reaksiyonu (Sekil 2.A.1) gerceklestirilmistir. LR rekombinasyon reaksiyonu
1,5 ml’lik santrifiij tiipii icerisine herbir reaksiyonda 100—300 ng miktarinda (1-10 pl) giris
klonu, iizerinde ampisilin direng geni bulunan pDEST17™ hedef vektérii (Invitrogen) (2 ul),
5XLR Clonase™ tampon soliisyonu konularak 16 pl son hacime kadar TE soliisyonu (pH 8.0)
eklenerek oda 1sisinda hafif¢e karistirllmigtir. Daha sonra —80°C’de bekletilen LR Clonase™
enzim karigimi buz iistiinde yaklasik iki dakika siireyle ¢ozdiiriilmiis ve iki defa kisa siireli
vortekslenerek karistirilmistir. Her tiipe 4 pl LR Clonase™ enzim karisimi eklenerek
karistirlmis ve 25°C’de bir saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. LR rekombinasyon
reaksiyonu giris klonu igerisindeki gen bolgesi hedef vektordeki ilgili bolgesine attB- yardimi
ile klonlanmustir. Bir saat sonunda LR rekombinasyon reaksiyonu durdurulmasi amaciyla her
tipli icerisine 2 ul Proteinase K soliisyonu eklenerek 37°C’de on dakika boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Reaksiyon sonucunda klonlanan plasmid E.coli hiicresine (DH5a)
transforme edilmis ve ilgili gen bolgesi QIAGEN Plazmid DNA ekstraksiyon kiti (QIAGEN,
Almanya) kullanilarak piirifiye edilmistir. Piirifiye plasmid DNA’nin 1 pg’1 ilgili restriksiyon
enzimi ile kesilerek agaroz jelde 100 volt akimda bir saat boyunca elektroforeze tabi tutulmus
ve kesilen lirnlinlerin uzunluklarina (bp) bakilarak istenilen gen bolgesinin vektor igerisine

klonlanip klonlanmadigi dogrulandiktan sonra plazmid DNA 6rnekleri (1-2 pg) 37 °C’de bir
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gece boyunca kapaklari acik olarak bekletilerek DNA’nin kurumasi saglanmis ve bu 6rnekler
sekans analizlerinin yapilmasi igin ticari bir sirkete gonderilmistir (MWG Biotech, Almanya).
Dizilim analizleri 7. annulata genomundaki ayn1 gen bolgesi ile Clustal X bilgisayar programi
ile benzerlikleri yoniinden incelenmistir. Dizilim sonuglar1 ayn1 plazmidlerin ilgili proteinleri
sentez edebilmeleri i¢in transforme edildikleri DH5a hiicreleri igerisinden QIAGEN Plazmid
DNA ekstraksiyon kiti kullanilarak piirifiye edilerek ilgili proteinlerin sentezine olanak veren
BL21-A1 hiicreleri icerisine transforme edilmislerdir. BL21-A1 hiicreleri icerisinde bulunan
ve sentezlenmesinin istendigi proteinleri kodlayan gen bolgelerini igeren plazmid vektorleri
(sentez klonu) iceren koloniler kullanilarak proteinler asagida anlatildigi sekilde elde

edilmistir.
2.2.1.4. Klonlanan Gen Bolgelerince Kodlanan Proteinlerin Uretilerek
Saflastiriimasi

Klonlanan gen bolgelerince kodlanan proteinlerin iiretilerek saflagtirilmasi igin /on ile
OmpT proteazi ihtiva etmeyen bir E.coli susu olan BL21-A1 kullanilmistir. BL21-A1
hiicrelerinde bahsedilen bu iki proteazin olmayisi heterolog proteinlerin sentezi i¢in uygun bir
sus haline getirmektedir. E.coli’nin bu susa ait kromozoma ait araB lokusunda araBAD
operonunda yer alan T7 RNA polimeraz (T7 RNAP) geni bulunmaktadir. Bu gen bolgesi
yardimi ile T7 RNA polimeraz sentezi L-arabinoz ve glikoz gibi sekerler ile regiile
edilebilmektedir. Aym1 zamanda BL21-Al susu T7 bazli sentez vektorlerden yiiksek
miktarlarda rekombinant protein sentez edilebilmesine olanak saglamaktadir. QIAGEN
Plazmid DNA ekstraksiyon kiti kullanilarak piirifiye edilen plazmid (pDEST17™) DNA
miktar1 spektrofotometrede okunarak belirlenmistir. Her transformasyon reaksiyonu igin bir
tiip BL21-A1 hiicresi kullanilmistir. Buz iizerinde ¢6zdiiriilen hiicrelerin iizerine 5-10 ng
plazmid DNA’s1 eklenerek pipetleme yapmadan elle hafifce vurularak karistiritlip buz
tizerinde 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Bunu takiben hiicreler 42°C’lik su banyosunda
30 saniye boyunca 1s1 sokuna tabi tutulduktan sonra hizli bir sekilde tekrar buz {istiine
alinmistir. Is1 sokuna tabi tutulan hiicrelerin iizerine oda 1sisindaki 250 ul oda 1sindaki S.O.C.
medyumu (%2 Tripton, %0.5 Maya Ekstarkti, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10
mM MgSO,, 20 mM glukoz) eklenerek 37°C’lik ¢alkalamali inkiibator iginde 200 rpm’de, bir
saat boyunca tilipler yatay konumda olacak sekilde inkiibe eklenmistir. Daha sonra igerisinde
100 pg/ml ampisilin bulunan LB agar (LB agar; 1 litresinde 100 mg NaCl, %10 Triptone, %5
Maya ekstrakti, %10 agar bulunan soliisyon) tizerine 20 ve 200 pl olacak sekilde ekilerek

gece boyu kolonilerin iiremesi icin 37°C’de bekletilmistir. Ureyen koloniler segilerek
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icerisinde 100 pg/ml ampisilin LB medyum (LB medyum; 1 litresinde 100 mg NaCl, %10
Triptone, %5 maya ekstrakti bulunan soliisyon) i¢inde 37°C’de calkalamali inkiibatdrde bir
gece ¢ogalmaya birakilmigtir. Medyum iginde tlireyen kolonilerden QIAGEN Plazmid DNA
ekstraksiyon kiti kullanilarak purifiye edilen plazmidler restriksiyon enzimi kullanilarak
kesilmis ve igerisinde ilgili gen bolgesini ihtiva eden koloniler belirlenerek %50 gliserol ile
yar1 yariya sulandirilarak —80°C’de muhafaza edilmistir. Daha sonra rekombinant proteinlerin
tiretilmesi amactyla —80°C’de saklanan gliserol stoklar1 buz iizerine alinarak belli siire oda
1sinda ¢oziilmeye birakildiktan sonra atesten gecirilmis steril 6ze yardimi ile 20 ml LB
medyum (igerisinde 100 mg/ml ampisilin ihtiva eden) igerisine ekilip 37°C’lik ¢alkalamali
inkiibator icinde 200 rpm’de, gece boyunca tiipler dikey konumda olacak sekilde inkiibe
edilmistir. Ureyen hiicrelerin miktarlar1 spektrofotometrede ODgo9’de okunmus ve degerleri
0.6-1.0 olanlar kullanilmistir. Uretilen koloniler 1:20 oraninda diliiye edilecek sekilde
icerisinde 100 mg/ml ampisilin bulunan 200 mI’lik LB medyum igerisine konularak hiicreler
mid-logaritmik faza (ODgpo = = 0.4 yada 2-3 saat boyunca) ulasincaya kadar calkalamali
etivde 200 rpm’de iiretilmis ve orta fazdaki hiicrelere son konsantrasyonu %0.2 olacak
sekilde L-arabinoz eklenerek hiicrelerde rekombinant proteinlerin sentezi indiiklenerk
hiicreler 2—4 saat daha calkalamali etiivde inkiibe edilmislerdir. Siire sonunda hiicreler 14000
rpm’de 15 dakika, +4°C’de santfifiij edilerek toplanmis ve rekombinant protenleri ihtive eden
hiicreler kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmistir. Daha sonra -20°C’den alinan hiicreler
buz lizerinde ¢ozdiiriilmiis ve lizerine 8 ml, 1s1s1 equilibre edilerek 37°C’ye getirilen GuHCl
cokiicti soliisyonu (0.58 ml stok soliisyon A + 9.42 ml stok soliisyon B + 57.3 g guanidin
hidroklorid eklenerek son hacim deionize su ile 100 ml’ye tamamlanarak pH 7.8’e
ayarlanmistir) ile tekrar siispanse edildikten sonra 10 dakika boyunca oda 1sisinda ¢alkalamali
rotorda hiicrelerin yiizeyleri lize edilmis ve ayni zamanda rekombinant proteinleri degrede
edebilecek proteaz gibi enzimler denature hale getirilmistir. Bunu takiben hiicreler buz
iizerine konarak sonikatorde li¢ kez her siklus bes saniye olacak sekilde sonike edilerek
parcalanmalar1 ve iiretilen rekombinant proteinleri agiga ¢ikmasi saglanmistir. Sonikasyon
isleminden sonra karisim 10000 rpm’de, 15 dakika, + 4°C’de santrifiij edilmistir. Ustteki siv1
temiz bir tiipe konarak buz iizerinde bekletilmistir. Bu esnada 6xHis ile isaretli (His-tag)
proteinlerin purifikasyonu i¢in histidinleri baglama yetenegi olan Ni—agaroz taneleri iceren
solisyondan iki ml alinarak 10 ml’lik kolonlar i¢erisine konularak tanelein oda 1sisinda dipte
toplanmalar1 beklenmis ve sonra iistteki siv1 aspire edilmistir. Taneler bir kez deionize su, iki
kezde baglanma soliisyonu (0.58 ml stok soliisyon A + 9.42 ml stok soliisyon B + 48.1 g {ire

eklenerek son hacim deionize su ile 100 ml’ye tamamlanmistir, pH 7.8) ile yikanmistir. Bu
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islem tamamlandiktan sonra buz iizerinde bekletilen sivi igerisinde equilibre edilmis Ni—
agaroz taneleri bulunan kolonlar igerisine konarak histidin isaretli rekombinant proteinleri
agaroz tanelere baglanmalari i¢in 30 dakika boyunda oda 1sisinda ¢alkalamali rotorda yavasca
calkalanarak inkiibe edilmislerdir. Calkalama islemi tamamlandiktan sonra kolonlar dik
konuma getirilerek rekombinant proteinleri baglamis olan tanelerin dibe ¢okmeleri saglanmis
ve listte kalan s1v1 aspire edilip digsar1 atilmistir. Daha sonra dipteki taneler sirasi ile ikiser kez,
pH degerleri kademeli olaral azalan, doérder ml baglanma soliisyonu (pH 7.8), yikama
soliisyonu (7.38 ml stok soliisyon A + 2.62 ml stok soliisyon B + 48.1 g iire eklenerek son
hacim deionize su ile 100 ml’ye tamamlanmistir, pH 6.0) ve yikama soliisyonu (pH 5.3) ile
yikanarak Ni—agaroz taneler iizerine baglanabilecek istenmeyen proteinler elimine edilmistir.
Yikama isleminden sonra, 6xHistidin isaretli rekombinant proteinlerin eliiye etmek amaciyla
kolon diisiik pH’ya sahip 5 ml eliisyon soliisyonu (10 ml stok soliisyon A + 48.1 g fire
eklenerek son hacim deionize su ile 100 ml’ye tamamlanmistir, pH 4.0) ile agarozdan
ayrilarak alttaki tiiplerde saf olarak toplanmistir ve kullanilincaya kadar -20°C’de

saklanmustir.

2.2.1.5. Proteinlerin SDS Polyakrilamid Gel Elektroforezi (SDS-PAGE) ve
Western Blot

Theileria annulata’nin farkli izolatlarina ait hiicre kiiltiirlerinden hazirlanan protein
ekstraktlarinda immunodominant bantlarin belirlenerek izole edilmesi ve ayni zamanda
klonlanarak rekombinant olarak iiretilen proteinlere (Cizelge 2.A.3) karsi sporozoitler ve
yiiksek pasajlt hiicre kiiltiirleri ile enfekte edilen hayvanlardan birincil (primer) enfeksiyon
esnasinda ve 7. annulata Gharb susundan hazirlanan sporozoit stabilati ile olusturulan re
enfensiyonu takiben toplanan serum orneklerindeki bagisik yanit western blotlama ydntemi
ile incelenmistir. Daha sonra elde edilen sonuglar her protein i¢in ayr1 ayr1 degerlendirilerek
en yiksek diizeyde humoral bagisik yanit olusturan protein secilerek epidemiyolojik
caligmalarda denenmek iizere indirek ELISA yoOnteminin gelistirilmesinde kullanilmasi
amaciyla kullanilmistir. Western blotlamada, sporozoitler ve yiiksek pasaj hiicre kiiltiirleri ile
enfekte hayvanlardan toplanan enfeksiyon oncesi sifirinci giin, enfeksiyon sonrasi 35-85-140.
giin serumlari ile 7. annulata Gharb susundan hazirlanan sporozoit stabilati ile olusturulan re
enfeksiyon sonras1 7-28 ve 42. giin serumlar1 ayr1 ayr1 denenmistir.

Bu amagla proteinlerin jel iizerinde molekiiler agarliklar1 gore biiyilikten kii¢iige dogru
dizilmeleri i¢in ilk olarak sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Laemmli (1970), tarafindan belirtilen yonteme gore Biorad Protean II ve mini Protean II gel
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elektroforez sistemleri kullanilarak yapilmistir. Hazirlanan poliakrilamid gel proteinlerin
molekiiler agarliklarina gore dikey olarak ayrildig1 ayrisma jeli (resolving jel) ve bosluklara
yiiklenen proteinlerin ayrisma geline gelmeden once ayni hizada birarada tutlmasini saglayan
istifleyici jel (stacking jel) olmak {iizere iki farkli poliakrilamid konsantrasyonunda jelden
olugsmaktadir. Mini Protean II sisteminde %12 poliakrilamid konsantrasyondaki 5 ml ayrisma
jeli kullanilmistir. Ayrisma jelinin hazirlanmasinda; 1.6 ml dH,O, 2 ml akrilamid karigimi
(%30 acrylamide, 0.8 N-N Bis-methylene acrylamide, Sigma), 1.3 ml 1.5 M Tris—HCI, pH 8.8
ve 50 pl %10 SDS karigtminin iizerine sirastyla 50 pl taze hazirlanmis %10 amonyum
persulfat (APS, Sigma) ve 2 ul tetra-metil-1,2-diaminoethan (TEMED, Sigma) eklenerek jel
oda 1sisinda 30 dakika boyunca polimerizasyonun olusmasi i¢in bekletilmistir. Polimerize
olan ayrigsma jelinin {lizerine 2 ml %5 konsantrasyonda istifleyici jel (1.4 ml dH,O, 0.33 ml
%30 akrilamid karisimi, 0.25 ml 1M Tris—HCIl, pH 6.8, 20 ul %10 SDS, 20 ul taze
hazirlanmis %10 amonyum persulfate ve 2 ul tetra-metil-1,2-diaminoethan) konulduktan
sonra proteinlerin yiiklenecegi bosluklari olusturmak i¢in bu jelin ig¢ine 10 goézli tarak
konularak jel polimerize olamaya birakilmistir.

Jelin polimerizasyonu tamamlandiktan sonra ilk géze 20 ul 29-205 kDa araliginda
Biorad (Sigma) yada 6175 kDa araliginda BioLab (New England Lab.) protein molekiiler
isaretleyici konulmustur. Diger gozlerde 7. annulata’nin farkli izolatlar1 ile enfekte hiicre
kiiltiirlerinden hazirlanan protein ekstraktlar ile enfekte olmayan sigir lenfosarkom (BL20),
T'.parva ile T. lestoquardi hiicre kiiltiirlerinden hazirlanan protein ekstraktlarindan her goze
ayrt ayri1 gelecek sekilde esit konsantarsyonlarda konulmustur. Yine klonlanan rekombinat
proteinlere karsi olusan bagisik yanitin incelenmesi amaciyla yukarda anlatildigi sekilde
gbzlere konulmustur.

Proteinler elektroforez soliisyonu igerisinde (50 mM Tris, 384 mM glycine, 2 mM
EDTA ve %0.1 SDS) 100 voltluk akimda iki saat boyunca elektroforeze tabi tutulmustur.
Elektroforez sonrasinda proteinler western blotlama yontemi kullanilarak (Towbin ve ark,
1990) nitrocelluloz membrana (Hybond C, Amersham yada Whatmann) transfer soliisyonu
(25 mM Tris, 192 mM glisin, %20 methanol) i¢cinde Bio—Rad Trans blot sistemi kullanilarak
300 mA akim altinda bir saat boyunca aktarilmiglardir. Membrana transfer edilen proteinlerin
belirlenmesi amaciyla membran bir kezlik Panceau—S (Sigma) soliisyonu ile bes dakika
boyandiktan sonra distile su ile yikanarak protein bantlar1 gériintiilenerek protein transferinin
etkinligi kontrol edilmistir. Bunu takiben membran Tris—saline yikama soliisyonu (10 mM

Tris.HCI, pH 7.4, 150mM NaCl, %0.1 Tween 20) ile birkez yikanmistir. Ozgiil olmayan
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baglanmalarin 6nlenmesi amactyla membran, bloklama soliisyonu (%5 yagsiz siit tozu iceren
Tris-saline soliisyonu) ile bir saat boyunca oda 1sisinda ¢alkalama platformu {izerinde hafifce
calkalanarak inkiibe edilmistir. Bloklama islemini takiben, membran 1: 500—1: 800 oraninda
diliiye edilmis sigir serumu ile iki saat (oda 1sisinda) yada gece boyunca (soguk odada +4°
C’de) inkiibe edilmistir. Bunu takiben membran baglanmamis antikorlarin uzaklastirilmasi
amaciyla Tris—saline yikama soliisyonu ile ¢alkalama platformu iizerinde ii¢ kez her yikama
beser dakika olacak sekilde yikanmistir. Yikama islemini takiben membran 1:20000 oraninda
bloklama soliisyonu i¢inde dilliye edilmis alkalen fosfataz ile isaretli ikincil anti — sigir Ig G
serumu (Sigma) ile oda 1sisinda bir saat boyunca inkiibe edilmistir. Ikincil antikor ile
inkiibasyondan sonra membran Tris—saline yikama soliisyonu ile calkalama platformu
izerinde li¢ kez her yikama beser dakika olacak sekilde yikanmistir. Olusan antijen—antikor
reaksiyonu 5-bromo-4-kloro-3-indolin-fosfat (BCIP) and nitroblue tetrazoliyum (NBT)
(Sigma) ile bes ila yedi dakika boyunca inkube edilerek belirlenmistir. Reaksiyon membranin
¢cesme suyu altinda yikanmasi ile durdurulmus ve membran {izerinde olusan bantlar, bunlarin

molekiiler agirliklar1 ve yogunluklari incelenmistir.
2.2.1.6. D7 Hiicre Kiiltiirlerinin Alt Hiicresel Fraksiyonlarina Ayrilmasi

Makrosizontlarla enfekte klonal D7 doku kiiltlirii hiicrelerinde western blotlarda
goriilen immunodominant proteinlerin hiicresel fraksiyonlardaki dagiliminin belirlenmesi
amactyla kiiltiirler Proteoextract® Subcellular Proteome Extraction Kiti (Clabiochem,
Ingiltere) kullanilarak alt hiicresel fraksiyonlarma ayrildiktan sonra sporozoit ile enfekte
hayvana ait RES 42. giin serumu kullanilarak western blotlama ile degerlendirilmistir. Bu
amacla mililitresinde 3-5x10° hiicre bulunan kiiltiirler 14 ml’lik tiiplere konularak 1500
devirde, bes dakika boyunca +4°C’de santrifiij edilerek dipte toplanmis ve iist kisim
dokiilerek uzaklastirilmistir. Dipteki hiicreler iki mL soguk yikama soliisyonu ile tekrar
siispanse edilerek +4°C’ de nazikce calkalanarak bes dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra
100-300xg’de 10 dakika boyunca, +4°C’de santrifiij edilerek hiicreler tekrar dipte toplanmis
ve Ust kisim aspire edilerek atilmistir. Bu iglem iki kez tekrar edilmistir. Daha sonra igerisine
5ul proteaz Inhibitér Kokteyli eklenerek hazirlanan 1ml, soguk ekstraksiyon soliisyonu I
dipteki hiicrelere eklenmis ve nazikce karistirilarak hiicrelerin slispanse olmasi saglandiktan
sonra +4°C’de nazikg¢e calkalanarak 10 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Bu islemden sonra
500-1000xg’de 10 dakika boyunca, +4°C’de santrifiij edilerek hiicreler tekrar dipte toplanmis
ve st kisim (birinci fraksiyon; sitoplazmik proteinler) aspire edilerek temiz bir tiipe

aktarilarak buz iistiinde bekletilmistir. Daha sonra igerisine Sul proteaz Inhibitér Kokteyli
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eklenerek hazirlanan 1ml, soguk ekstraksiyon soliisyonu II dipteki hiicrelere eklenerek
nazik¢e karistirllmis ve +4°C’de nazikge calkalanarak 30 dakika inkiibe edilmistir. Sonra
5000-6000xg’de 10 dakika boyunca, +4°C’de santrifiij edilerek hiicreler tekrar dipte
toplanmis ve iist kisim (ikinci fraksiyon; membran ve mebran organelleri) aspire edilerek
temiz bir tlipe aktarilarak buz iistiinde bekletilmistir. Bu islemi takiben dipteki pellet iizerine,
icerisine 5l proteaz Inhibitér Kokteyli ve 1.5ul (> 375 U) Benzonase”™ nuclease bulunan 1ml,
soguk ekstraksiyon soliisyonu III eklenerek pipete edilmis ve +4°C’ de hafifge calkalanarak
10 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra karisim 6800xg’de 10 dakika boyunca,
+4°C’de santrifiij edilmis ve iist kisim (ligiincii fraksiyon; niikleik asitler) aspire edilerek
temiz bir tiipe aktarilarak buz iistiinde bekletilmistir. Daha sonra dipteki ¢okelti, i¢erisine Sul
proteaz Inhibitér Kokteyli eklenerek hazirlanan 500pl, oda 1sisindaki ekstraksiyon soliisyonu
IV siispanse hale getirilip (dordiincii fraksiyon; sitoskeletal organeller) buz {izerine
aktarilmistir. Hazirlanan fraksiyonlar (I, II, III ve IV) yukarida belirtilen serum (RES 42. giin)
kullanilarak western blotlama ile degerlendirilerek bantlarin alt hiicresel dagilimi

incelenmistir.
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2.A.2. Bulgular

2.A.2.1. Biyoinformatik Yoéntemle Belirlenen T. annulata’min Makrosizont

Dénemine Ozgii Proteinler

Theileria annulata genomunda protein kodlayan genler igerisinden parazitin
makrosizont donemine oOzgli olan ve konak viicudunda humoral diizeyde cevap
olusturabilecek proteinlerin belirlenmesi amaciyla biyoinformatik yontemler kullanilarak
yapilan analizler sonucunda parazitin farkli yasam donemlerinde degisen miktarlarda
sentezlenen toplam 3783 genin 572 tanesinin signal peptid iceren gen, 843 tanesinin her gen
iizerinde farkli sayilarda (1-24) olmak kaydiyla transmembran alan ihtiva eden ve 73
tanesininde GPI anchor igeren gen oldugu belirlenmis ve bu genlerin grafiksel dagilimi Sekil
2.A.2°de gosterilmistir. GPI anchor igceren 73 genden 17 tanesi GPI baglayict ile TMD, 44
taneside GPI baglayic1 ve SP ihtiva etmektedir. Geri kalan 12 genin ise sadece GPI baglayici
icerdigi belirlenmistir. GPI motifi icerip, SP dizilimi bulunmayan gen bolgelerinde ya hatali
GPI Dbelirlenmis yada signal dizilim SignalP2.0 bilgisayar programi tarafindan
belirlenememistir. Signal peptid iceren 572 ve TMD iceren 843 genden 270 tanesi sadece SP
ve 560 tanesi sadece TMD igerirken, 19 gen SP+GPI anchor, 258 gen SP+TMD ve 25 gende
SP+TMD+GPI anchor igerdigi belirlenmistir.
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Sekil 2.A.2. Theileria annulata genomunda kodlanan proteinlerden Signal peptid, GPI

anchor ve/veya transmembran alan ihtiva eden peptidlerin grafiksel dagilima.

Excel formatinda bir araya toplanan genler, SP+GPI baglayic1 icerenlerden baglanarak
EST wverilerine gore yukaridan asagiya dogru siralanmis ve genler igerisinden parazitin
makrosizont donemine 6zgii olanlar ayr1 bir excel sayfasinda toplanarak EST verileri ve
dN/dS oranlarina gore tekrar yukaridan asagiya dogru siralanmustir. Siralanan 113 gen
arasindan dort ve daha fazla TMD igerenler, signal motifi bulundugu halde higbir
transmembran alan ve GPI motifi bulunmayanlar ile diisiik dN/dS oranma (< 0.1) sahip
olanlar (HSP70 hari¢) ¢ikartilmis ve kalan gen bolgeleri Cizelge 2.A.4’da gosterilmistir. En
tistte yer alan TA08425 (Tamr) rhoptri antijeni olup yapilan ¢aligmalar ile bu antijene kars:
gelisen humoral yanit incelenmistir (Ilhan 1999). iki, alt1, yedi, sekiz ve dokuzuncu siradaki
proteinler aranilan 6zelliklere sahip proteinlerdir. Ancak bunlardan dokuzuncu sirada yer alan
TA15040 proteini lizerinde yer alan 5 adet intron proteinin uygun bi¢gimde klonlanabilmesine
olanak vermemistir. Geriye kalan sirasiyla TA06510, TA20440, TA13755, TA17315 (TaSP)
proteinleri ile parazitin makrosizont, merozoit/piroplasm ddénemlerinde goriilen 70 kDa
agarlikdaki 1s1 sok proteinide (HSP70) klonlanarak rekombinant olarak {iretilmistir.

Biyoinformatik yolla belirlenen proteinlerden biri olan TA20980 (7. lestoquardi benzeri
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protein) proteini daha o©nceki ¢alismalarda iyi sonu¢ vermedigi (Ilhan 1999) icin
klonlanmamistir. Dort ve besinci siradaki TA07565 ve TA12850 proteinlerinin sahip
olduklar1 sirasiyla 9.3 ve 8 kDa’luk molekiiler agirliklarmin ¢ok kiigiik olusu ve diger
proteinlerle karsilagtirlldiginda daha diisitk dN/dS oranina sahip olmalar1 sebebiyle bu
proteinlerde klonlanmamislardir.

Degerlendirilen proteinlerden sadece TaSP molekiilinde PEST motifine rastlanirken,
diger proteinlerde hizli protein degredasyonu icin signal peptid gorevini goéren bu motiflere
rastlanmamistir. Yapilan incelemelerde TA15040, TA12850 proteinlerinde bir tane, Tamr-
1’de ise iki tane fonksiyonlari tam olarak bilinmeyen ve ‘FAINT domain’ olarak adlandirilan
alanlar bulunmustur. Bunun yaninda rekombinant olarak iiretilen TA06510, TA20440,
TA13755, TaSP, Tams-1 ve Mero I polipeptidlerinde de birer adet FAINT domain
belirlenmistir.

Cizelge 2.A.4’de belirtilen proteinlerinden TA06510, HSP70, TA15685, TA15690,
TA15695, TA15705 ve TA15710 proteinlerinin SP kisimlar1 haricinde kalan kisimlari
basariyla klonlanarak rekombinant olarak {iretilmislerdir. Bunun yaninda birlestirilmemis
kodlayan bolgesinde iki intron igeren TaSP molekiiliiniin konak hiicre stoplazmasi ile iligkide
olan polimorfik merkezi bdlgesi (L.kisitm) tarafindan kodlanan protein basariyla
iretilebilmigken, iki intron arasinda kalan 100 bp’lik bolge ile konak hiicre sitoplazmasina
dogru yonelmis C terminal kismi tarafindan kodlanan proteinler rekombinant olarak
iretilememistir. Bunun yaninda ii¢ transmembran alan, SP ve bir intron iceren TA13755 geni
tarafindan kodlanan proteine ait ikinci ekson tarafindan kodlanan ve TMD’lerin haricindeki N
ve C terminale yakin polipeptidlerden her ikiside rekombinant olarak iiretilebilmistir. Ancak
SP, ii¢c TMD, GPI anchor ve iki intron i¢ceren TA20440 genine ait ikinci ekson tarafindan
kodlanan polipeptidlerden sadece iki TMD arasinda kalan niikleotidler tarafindan kodlanan
peptidler klonlanarak {iretilebilmistir.

Tams-1/2, Mero I, TashHN, RP2/4, TA06470 ve TA10720 gen bolgeleri tarafindan
kodlanan proteinler daha énceden Glasgow Universitesi Enfeksiyon ve Immiinite Anabilim
dalin Parazitoloji Boliimiinde klonlanmis hali hazirda mevcut olan gliserol stoklarindan

tiretilerek saflastirilmistir.
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Cizelge 2.A.4. Biyoinformatik yolla SP, TMD, GPI anchor, EST verileri ve dN/dS oranlarina gore belirlenen proteinler
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TA08425" TP04 0437 1 1 0 T.parva micronem-rhoptri antijeni Voo \ 1 1 2 0 0,2931 - 105 2
TA06510%¢ TP01_0939 1 0 0 Hipotetikal protein \ 1 \ 0 11 0 0 0,1633 - 36.9
TA16680 TPO1 1165 1 0 1 ATP-bagimli RNA helikaz N0 v 0 2 0 2 0,1353 - 93.2
TA07565 TP04 0076 1 0 0 Korunmus hipotetikal protein Voo \ 0 9 0 0 0,133 - 9.3
TA12850 1 0 0 Korunmus hipotetikal protein \ 2 \ 0 3 0 0 - 8
TA20440 TPO1_0522 1 1 0 Hipotetikal membran proteini \ 3 - 0 2 6 0 0,4003 - 28
(TaSPbenzeri)* ©
TA13755 TP02_0543 1 1 0 Hipotetikal protein \ 3 - 0 6 2 0 0,3236 - 53.4
(TaSPbenzeri)* ©
TA17315 TP04_0051 1 1 0 Yiizey proteini \ 3 - 0 11 7 0 0,2425 1 354
(TaSP)* ¢
TA15040 TP02_0777 1 0 0 Korunmus hipotetikal protein v 3 - 0 20 0 0 0,2127 - 25.5
TA20980 TPO1_0380 1 1 0 Prolinden zengin protein (7. /estoquardi benzeri protein) 1 1 0 \ 0 - 1 0,1573 - 111
(NC1)®
TA11610 TP02_0148 1 1 1 Is1 sok proteini ,70 kDa R 0 - 1 13 31 25 0,0119 - 70
(HSP70)*
TA17050 TPO1_1056 0 1 1 Merozoit / piroplasm yiizey antijeni \ 1 \ 0 0 10 12 0,2751 323
(Tams-1)*2"
TA13810 TP02 0551 0 1 1 ts-chitose tip, 23 kDa piroplasm Voo \ 0 0 9 2 0,1638 - 26.8
(Merol)** yiizey proteini benzeri
TA10720%* TP04_0646 0 1 1 Is1 sok proteini (HSP90 homologu) \ 1 - 0 0 2 1 0,07 - 104.2
TA06470** TPO1_0934 1 1 1 HSP90 homologu saperon proteini \ 0 - 1 0 1 7 0,0416 1 115.6

(*); bu cahisamda kullanilan rekombinant proteinleri belirtmektedir. (*); mevcut gliserol stoklardan iiretilerek saflastirilan proteinleri belirtmektedir. (°); daha énceki

galismalarda kullanilmis olan proteinleri belirtmektedir. (°); bu ¢alismada biyoinformatik yolla belirlenerek klonlanan proteinleri belirtmektedir.



2.A.2.2. Rekombinant Proteinler ve T. annulata’min Farkh izolatilar1 ile Elde

Edilen Western Blot Sonuc¢lar:

Theileria annulata’nin farkli izolatlarina ait hiicre kiiltlirlerinden hazirlanan protein
ekstraktlarinda immunodominant bantlarin belirlenerek izole edilmesi amaciyla 7. annulata
Ankara sporozoit stabilat1 ile enfekte hayvanlarda, 7. annulata Gharb sporozoit stabilati ile
olusturulan re enfeksiyonu takiben (RES) 42. giinde alinan serum 6rnegi kullanilarak yapilan
western blotlama sonuclari Resim 2.A.1°de gosterilmistir. Western blot analizlerinde
klonlanmamis TaA2 ve klonal D7 hiicrelerinden hazirlanan protein ekstraktlarinda 42. giin
serumu sirastyla dort ve li¢ adet dominant bant belirlenmistir. Bu bantlardan yaklasik 32.5-35
kDa arasinda agarlifa sahip olan bant (Resim 2.A.1, A, parcali, kirmiz1 ok) 7. parva ve
T.lestoquardi tiirleride dahil olamak iizere tiim 7. amnulata izolatlarinda goriilen, aym
molekiiler agarliktaki ortak bant olmustur. Bununla birlikte yaklasik 3645 kDa arasinda olan
T.annulata Ankara izolatlarinin klonal olmayan TaA2 hiicre kiiltiirlinden hazirlanan protein
ekstraktlarindaki ii¢ ve klonal D7 hiicre kiiltiiriinden hazirlanan protein ekstraktlarindaki iki
dominant bant ise 7. annulata tiirene 6zgl olarak goriilen bant (Resim 2.A.1. A, ¢ift ¢izgili ve
noktali, siyah oklar) olmustur. Yaklasik =36-45 kDa arasinda molekiiler agirliga sahip
dominant bantlar 7. annulata’nin farkli izolatlar1 arasinda boyut olarak polimorfizm
gostermistir (Resim 2.A.1, B). Ozellikle, T. annulata’nmn Sudan izolatlar1 olan Shambai ve
Umbaneai ekstraktarinda goriilen dominant bantlarin TaA2 izolatina (7.annulata/Ankara)
gore daha yliksek molekiiler agirlikta oldugu gozlenmistir. Bununla birlikte Tunus (JED-4 ve
BAT-2), Ispanya (Caceras), Misir (Gharb), Hindistan (Ode) ve Tiirkiye (Pendik, Diyarbakir,
Yenihisar, Haciali obasi (HAO), Akcaova (A.ova) ve Aydin) izolatlarinda goriilen
T. annulata’ya 6zgii bantlar her ne kadar kendi aralarinda molekiiler agarliklar1 yoniinden
farklilik gosterselerde TaA2 susunda goriilen {i¢ dominant bant ile yaklasik ayni sinirlar
arasinda (=36—45 kDa) molekiiler agarliklara sahip olduklar1 goriilmiistiir. 7. annulata/ Ankara
klonal D7 izolatinda goriilen iki dominant bant ise HAO, A.ova ve Caceras izolatlar

haricinde TaA2 izolatindaki bantlar ile daha fazla benzerlik gostermistir.
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Resim 2.A.1. TaA2, D7 (A) ile T. annulata’nin farkl izolatlarina (B1 ve 2) ait hiicre kiiltiirlerinden hazirlanan protein ekstraktlari ile 48 RES 42.
giin serum 6rnegi kullanilarak yapilan western blotlama sonucunda belirlenen immunodominant bantlar (Devam).



Resim 2.A.1.

TaA2, D7 (A) ile T. annulata’nin farkli izolatlarina (B1 ve 2) ait hiicre
kiltiirlerinden hazirlanan protein ekstraktlar1 ile 48 RES 42. giin serum
Oornegi kullanilarak yapilan western blotlama sonucunda belirlenen
immunodominant bantlar. (A); TaA2 ve D7 protein ekstraktlarinda ~32.5-35
kDa arasinda, 7. parva ile T. lestoquardi gibi diger Theileria tiirlerinde de
goriilen ortak bant (pargali, kirmizi ok) ve =36—45 kDa arasinda 7. annulata’
ya 6zgii olan bantlar (¢ift ¢izgili ve noktali, siyah oklar). (B); TaA2, BL20,
D7 ve T. annulata’nin A46, Ode, Pendik, Shambai, JED-4, Caceras
izolatlarinda yiiksek pasajli hiicre kiiltiirleri ile inokule edilen hayvanlara ait
RES 42. giin serumu kullanilarak western blotlamada goriilen farkli
maolekiiler agarliga sahip immunodominant bantlar. (C); 7. annulata’nin
JED-4, BAT-2, Pendik, Diyarbakir, Yenihisar, Haciali obasi (HAO),
Akcaova (A.ova), Aydin (Cl) ile TaA2, Gharb, Caceras, Ode, A46, J1-1,
Shambai, Umbaneai (C2) izolatlarinda sporozoit ile enfekte hayvanlara ait
RES 42. giin serumu kullanilarak western blotlarda goriilen farkli molekiiler

agirliga sahip immunodominant bantlar.
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Ayni1 zamanda klonlanarak rekombinant olarak {iretilen proteinlere (Cizelge 2.A.3)
kars1 sporozoit ve yiiksek pasajli hiicre kiiltiirleri kullanilarak enfekte edilen hayvanlardan
enfeksiyon Oncesi, birincil enfeksiyon sonrast 35, 85, 140. giin ve 7. annulata Gharb
susundan hazirlanan sporozoit stabilati ile re enfeksiyona tabi tutulmalarini takiben toplanan
7, 28 ile 42. giin serumlar1 (ilhan 1999) kullanilarak western blotlama yontemi ile yapilan
degerlendirme sonuglar1 Cizelge 2.A.5’de verilmistir.

30/32 kDa’luk merozoit / piroplasm ylizey antijeni Tams-1 (Glascodine ve ark 1990)
ve bunun allelik varyanti olan Tams-2 (Dickson ve Shiels 1993) proteinleri ile yapilan
western blotlarda sporozoit ile enfekte hayvanlarda ES 35, 85, 140 ve 210. (REO) uncu
giinlerde antikor yanit olusmustur (Resim 2.A.2, 1A-D). Antikor yamit ES 85. giinde en
yiiksek seviyelerde iken, ES 35, 140, 210. giinlerde daha diisiik antikor seviyeleri
belirlenmistir. Bununla birlikte, yiiksek pasajli hiicre kiiltiirleri ile enfekte edilen hayvanlarda
sadece Tams-1’¢e karst ES 35. giinde orta diizeyde antikor yanit1 gozlemlenmis, ancak antikor
seviyeleri ES 85, 140, 210 (REO) ve RES 7. giinlerde giderek azalarak blotlamalarda olduk¢a
zayif reaksiyon vermeye baslamistir (Resim 2.A.2, 2A-B). RES 28 ve 42. giinlerde ise antikor
diizeyi tekrar ylikselerek ES 35. giinde gozlenen seviyesinden daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Tams-2’ye kars1 yiiksek pasajli hiicre kiiltiirleri ile inokule edilen hayvanlarda
RES 28. giine kadar herhangi bir antikor yanit gdzlemlenmemis, 28 ve 42. giinlerde antikor
seviyesi yiikselerek Tams-1’e kars1 ES 35. giinde gelisen yanit seviyesine ¢ikmustir.

Theileria annulata yiizey proteini, TaSP’a (Schnittger ve ark 2002) karst hem
sporozoit hemde yliksek pasaj hiicre kiiltiirii inokule edilen hayvan serumlarinda blotlama
sonucunda oldukga iyi antikor yaniti olusmustur (Resim 2.A.2, 3A-B ve 4A-B). Her iki grup
hayvanlara ait ES Oncesi serumlar1 ile TaSP arasinda proteinin antijenik 6zelligine bagl
olarak zayif diizeyde 6zgiil olmayan reaksiyon goriilmiistiir. Bunun diginda TaSP’a karsi
sporozoitler ile enfekte hayvan serumlarinda ES 35. giinde orta diizeyde reaksiyon
goriiliirken, antikor seviyeleri ES 85. giinden itibaren giderek artmig ve RES 28 ve 42.
giinlerde proteine karsi oldukg¢a yiiksek antikor yamit goriilmiistiir. Yiksek pasajli hiicre
kiiltiirleri ile inokule edilen hayvanlarda ES 35. giindeki yiiksek antikor diizeyine bagli olusan
reaksiyon 85, 140, REO ve RES 7. giinlerde azalmasina karsin RES 42. giinde blotlama

sonrasi olugan yliksek reaktiviteye bakilarak tekrar yiiksek diizeylere ulastig1 gozlemlenmistir.
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Cizelge 2.A.5. Uretilen rekombinant proteinler kullamlarak elde edilen Western blot sonuglari

Sporozoit enfeksiyonu Atteniiye hiicre kiiltiirii ile enfeksiyon
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Hipotetikal bir protein olan TA06510 ve 1s1 sok proteini; HSP70 rekombinant
proteinlerine karsi sporozoit enfeksiyonu olusturulan hayvan serumlar1 ile ES 35. giinde
baslayan zayif antikor yanit, ES 85, 140, 210 (REO) ve RES 7, 28 ve 42. giinlerde orta
seviyelerde seyretmistir. TA06510 rekombinant proteinine karst RES 28 ve 42. giinlerdeki
yanitin (Resim 2.A.2, 5) HSP70’e kars1 olusan yanita nazaran az oranda da olsa yiiksek
olusuna bagli blotlamada daha iyi reaksiyon goriilmiistiir (Resim 2.A.2, 8 ve 9). Yiiksek
pasajli hiicre kiiltiirleri ile inokule edilen hayvanlarda HSP70’e kars1 sadece ES 35 giinde
zay1f bir reaksiyon olugurken, TA06510 rekombinant proteinine kars1 ES 35, 85, 140 ve 210.
giinlerde blotlama sonucunda orta diizeyde reaksiyon gozlenmistir. Bunun yaninda, TA06510°
e kars1 olusan antikor yanit RES 28 ve 42. giinlerde artmigken, HSP70’e kars1 ayn1 donemde
sadece zayif bir yanit oldugu goriilmiistir.

GeneDB veri tabaninda ts-chitose tip 23 kDa piroplasm ylizey proteini benzeri olarak
adlandirilan Mero I rekombinant proteinine karsi sporozoit ve yiiksek pasajli hiicre kiiltiirleri
ile inokule edilen hayvan serumlar1 kullanilarak yapilan Western blotlarda sadece ES 35 ve
85. glinlerde zayif, ES 140. giinde ise orta diizeyde bir reaksiyon goriilmiistiir. Bunun
yaninda, yliksek pasajli hiicre kiiltiirleri ile inokule edilen hayvanlarda RES 28 ve 42.
giinlerde artan antikor seviyesine bagl blotlarda iyi diizeyde reaksiyon olustugu goriilmiistiir
(Resim 2.A.2, 2A-B).

HSP90 homologu saperon proteini olan TA06470 rekombinant proteini kullanilarak
yapilan western blotlamalarda sporozoit ile enfekte hayvan serumlar1 ile ES ve RES tiim
orneklerde zayif bir reaksiyon olusmus, yiiksek pasajli hiicre kiiltiirleri ile inokule edilen
hayvanlarda RES 28 ve 42. giinlerde ise blotlamalarda iyi diizeyde reaksiyon gdzlenmistir
(Resim 2.A.2, 6 ve 7). TA13755 (IL.kisstm) rekombinant proteinine karsi sadece sporozoit
enfekte serumlarda ES donemde zay:1f bir reaksiyon goriiliirken, diger rekombinant proteinlere
kars1 Western blotlarda reaksiyon gézlemlenmemistir (Resim 2.A.2, 6 ve 7). Bunlarin yaninda
TA06470, TA13755 (I.kisim) ve TashHN rekombinant proteinlerine karst sadece sporozoit ile
enfekte hayvanlardan enfeksiyon dncesi alinan sifirinci giin serumlar ile zayif diizeyde 6zgiil

olmayan reaksiyonlar gézlenmistir.
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Tams-1/2, Mero I, TashHN, RP2/RP4, TaSP, TA06510, TA13755 (L.kissm) ve TA06470

rekombinant proteinleri ile elde edilen Western blot sonuglari1 (Devam),
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Resim 2.A.2. Tams-1/2, Mero I, TashHN, RP2/RP4, TaSP, TA06510, TA13755 (I.kisim) ve TA06470 rekombinant

proteinleri ile elde edilen Western blot sonuglar1 (Devam),
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Tams-1/2, Mero I, TashHN, RP2/RP4, TaSP, TA06510, TA13755 (Lkisim) ve TA06470

rekombinant proteinleri ile elde edilen Western blot sonuglar1 (Devam),
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Resim 2.A.2. Tams-1/2, Mero I, TashHN, RP2/RP4, TaSP, TA06510, TA13755 (L.kistm) ve TA06470 rekombinant

proteinleri ile elde edilen Western blot sonuglar1 (Devam),



Resim 2.A.2. Tams-1/2, Mero I, TashHN, RP2/RP4, TaSP, TA06510, TA13755 (L.kisim) ve
TA06470 rekombinant proteinleri ile elde edilen Western blot sonuclari. (1A,
B, C ve D); TaA2, BL20, Tams-1, Tams-2 ve Mero I proteinleri ile sporozoit
ile enfekte hayvanlara ait ES 35 (1A), 85 (1B), 140 (1C) ve RES 42. (1D) giin
serumlar1 kullanilarak yapilan Western blot sonuglari. (2 A ve B); Tams-1,
Tams-2, Mero I, D7 (37°C), D7 (41°C), piroplasm, TashHN, RP2 ve RP4
proteinleri ile yiliksek pasajli hiicre kiiltiirleri ile inokule edilen hayvanlara ait
ES 35 (2A) ve RES 42. (2B) giin serumlar1 kullanilarak yapilan Western blot
sonuclari. (3 A ve B); TaA2, D7, BL20 ve TaSP proteinleri ile sporozoit ile
enfekte hayvanlara ait ES 35 (3A), 140 (3B) giin serumlar1 kullanilarak yapilan
western blot sonuglart. (4 A ve B); TaA2, D7, BL20 ve TaSP proteinleri ile
yiiksek pasajli hiicre kiiltiirleri ile inokule edilen hayvanlara ait ES 35 (4A),
140 (4B) giin serumlar1 kullanilarak yapilan Western blot sonuglari. (5); D7,
BL20 ve TA06510 proteinleri ile sporozoit ile enfekte hayvanlara ait RES 42.
giin serumu kullanilarak yapilan Western blot sonucu. (6); TaA2, BL20,
TA13755 (Lkisim), TA13755 (ILkisim) ve TA06470 proteinleri ile sporozoit
ile enfekte hayvanlara ait ES 85. giin serumu kullanilarak yapilan Western blot
sonucu. (7); TA13755 (L.kistm), TA13755 (IL.Lkisim) ve TA06470 proteinleri
ile ytiksek pasajli hiicre kiiltiirleri ile inokule edilen hayvanlara ait RES 7, 28
ve 42. glin serumlar1 kullanilarak yapilan Western blot sonuglari. (8); HSP70
rekombinant proteini sporozoit ile enfekte hayvanlara ait ES 35, 85, 140 ve ES
203. giin serumlar1 kullanilarak yapilan Western blot sonugclari. (9); HSP70
rekombinant proteini yiiksek pasajli hiicre kiiltiirleri ile inokule edilen
hayvanlara ait REO, RES 7, 28 ve 42. giin serumlar1 kullanilarak yapilan

Western blot sonuglar. M; molekiiler protein belirleyici (Bio-Rad, Ingiltere).
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2.A.2.3. D7 Hiicre Kiiltiirlerinin Alt Hiicresel Fraksiyonlari

Theileria annulata/Ankara izolatinin klonal D7 hiicre kiiltiirlerinden hazirlanan
ekstraktlarda goriilen immunodominant proteinlerin alt hiicresel fraksiyonlardaki dagiliminin
belirlenmesi amaciyla yapilan Western blotlama sonucu Resim 2.A.3’de gosterilmistir. Kit
kullanilarak sitoplazmik proteinler (birinci fraksiyon), membran ve membran organelleri
(ikinci fraksiyon), niikleik asitler (iiclincli fraksiyon) ile sitoskeletal organeller (dordiincii
fraksiyon) olarak dort alt fraksiyona ayrilan hiicre ekstraktinda goriilen =32-46 kDa
araligindaki dominant bantlar, hazirlanan total hiicre ekstrakti ile birinci ve ikinci
fraksiyonlarinda yogun olarak gozlemlenmistir. Ayrica tim 7T.annulata izolatlar ile T.parva
ve T. lestoquardi tiirlerinde ortak olarak goriilen =32 kDa’luk immunodominant bant ikinci,
ticlincii ve dordiincii fraksiyonlarin tiimiinde gozlemlenmistir. Daha diisiik agarliktaki ikincil
bant (Resim 2.A.3, B) ise (>42 kDa) sadece {igiincii fraksiyonda goriilmiis, buna ilave olarak
ayni fraksiyonda ~44 kDa agarliginda bir, 100-120 kDa araliginda ise dort bant daha
gozlemlenmistir. 100-120 kDa araliginda en diisiik molekiiler agirliga sahip olan bant hem

ticlincli hemde dordiincii fraksiyonlarda tespit edilmistir (Resim 2.A.3, A).
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Resim 2.A.3. Makrosizontlar ile enfekte hiicrelerde Western blotlamalarda goriilen immunodominant proteinlerin alt hiicresel fraksiyonlarindaki

v6

dagilimi. (A); D7 hiicre kiiltiiriinden hazirlanan toplam ve farkli alt hiicresel fraksiyonlarina ait protein ekstraktlart kullanilarak
yapilan Western blot sonucu. Mavi ok isaretleri ile belirtilen bantlar hiicreden hazirlanan total, birinci ve ikinci fraksiyonlarinda
goriilen =42 kDa’luk immunodominant bant1 gostermektedir. Kirmizi ok isaretleri ile belirtilen bantlar hiicreden hazirlanan total,

ikinci, ti¢lincli ve dordiincii fraksiyonlarinda goriilen =32 kDa’luk ortak immunodominant bant1 gostermektedir. (B); D7 hiicre

kiiltiirtinden hazirlanan protein ekstraktlarinda western blotlamada goriilen immunodominant bantlar.



2.A.3. Tartisma

Bu calismada, 7. annulata’nin makrosizont doneminde sentezlenen immonojenik
antijenlerin biyoinformatik/fonksiyonel yontemler kullanilarak belirlenmis ve bunu takiben
Western blot yontemi ile bagisik hayvanlardaki antikor yanit degerlendirilmistir. Elde edilen
sonuclar dogrultusunda en iyi antikor yaniti olusturan antijenin tropikal theileriosis’in saha
sartlarinda enfekte hayvanlarda ELISA yontemi ile tespitinde kullanilmak {izere secilmesi
amaclanmustir.

Biyoinformatik uygulamalar biyolojik bilgilerin degerlendirilmesi ve analizinden
kaynaklanan teorik ve pratik sorunlarin ¢oziilmesi amaciyla veri tabanlari, algoritimler,
bilgisayar ve istatistiksel teknikler ile teoriler olusturularak bunlarin ilerletilmesine olanak
saglamaktadir. Farkli organizmalarin gen dizilimlerini barindiran veri tabanlarinda istenen
amaca uygun antijenleri kodlayan gen bolgelerinin belirlenmesinde biyoinformatik
yontemlerin kullanimi ile amaclanan dogrultuda bilgileri yorumlayarak uygun gen bolgeleri
belirlenebilmektedir (Fields ve ark 1999). T. annulata’nin genom diziliminin belirlenmesi ve
dizilimde protein kodlayan gen bdlgelerinin ortaya g¢ikarilmasi (Pain ve ark 2005) serolojik
calismalarda kullanilabilecek antijenlerin  belirlenmesi icin alternatif yontemlerin
kullanilmasina olanak saglamistir.

Antijenin hiicre ylizeyinde sunulma miktar1 ile antijenin olusturdugu koruyucu
bagisiklik arasinda korelasyon oldugu yapilan c¢aligmalarda gozlenmistir (Maione ve ark
2005). T. annulata’ya kars1 gelisen bagisik yanitta CD*" ve CD** hiicreleri rol oynamakta ve
bagisikligin T hiicre bagimli ve bagimsiz sistemlerin ortakligiyla olustugu ve makrofajlarin
uzun siireli bagigiklikta 6nemli rolii oldugu bilinmektedir (Ahmed ve ark 1989, Seitzer ve
Ahmed 2008, Preston ve ark 1999). Sigirlardaki T hiicre epitoplarinin belirlenmesinde
kullanilan mevcut programlar kisithh olup genelde insan MHC allelerinin belirlenmesin
kullanilan programlarin sigir epitoplarinin belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir. Bunun
yaninda B hiicre epitop belirleme programlarinin veri tabaninda kayithi olan ve fonksiyonel
olarak B hiicre epitoplari igerdigi bilinen motifler ile benzerliklerin karsilastirilmasi
prensibine dayanmasi epitop belirlemede kullanilan programlarin uygulanabilirligini
kisitlamaktadir. Biyoinformatik yontemlerle yapilan incelemede makrosizont antijeni olan
TaSP molekiiliinlin korunmus ve degisken bolgeleri tizerinde MHC sinif 1 molekiilleri
belirlenmis (Schnittger ve ark 2002) ancak bu epitoplarin fonksiyonel analizleri hakkinda her
hangi veri sunulamamustir. Epitop belirleyici programlarin yetersizligi genomda kodlanan

proteinlerin biyoinformatik 6zelliklerinin farkli yontemler ile degerlendirilmesinin Oniinii
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acmustir. Ornek olarak; T.annulata’nin kodladigs Tams-1, SPAG ve TaSP gibi proteinlerde
isaret peptidleri bulunmaktadir (Katzer ve ark 1994, d'Oliveira ve ark 1996, Schnittger ve ark
2002). Bu tiir proteinlerde gbzlenebilen transmembran alan sitoplazma igerisinde bir uzanti
halinde bulunmakta ve 6zellikle plasma membraninin hiicre dis1 kisminda lokalize olmaktadir.
GPI tutucular proteinlerde ¢ok sik olarak goriilen degisikliklerden biri degildir ve bu motifin
bulunmasi1 yapilacak biyoinformatik ¢alismalarda ayirici bir parametre olarak kullanilabilir.
T.cruzi’ye karst gelisen koruyucu bagikligin sekillenmesinde GPI tutuculu proteinlerin
etkinligi bilinmektedir (Bathia ve ark 2004). Buna ek olarak protozoalarda, GPI baglayicilarin
agirlikli islevi hiicre yiizey proteinlerini lipid katmanla birlestirmektir (Turner 1994). Bundan
dolayi, parazitlerin hiicre dis1 invazif donemlerinde genlerin kodladig1 proteinlerde GPI
tutucular belirginken, parazitin hiicre i¢i donemlerinde ¢oklu transmembran alanlar
bulunmaktadir. Sporozoit ve makrosizont doneminde sentezlendigi bildirilen TaSP molekiilde
muhtemelen proteinin parazit mebranina baglanmasini saglayan ii¢ transmembran alan
bulunmakta (Schnittger ve ark 2002), sporozoit ylizey antijeni olan SPAG ve
merozoit/piroplasm ylizey antijeni Tams proteinleri GPI anchor ihtiva etmektedir. Tams-1,
SPAG, Tamr ve TaSP molekiillerine kars1 konak viicudunda antikor yanitin varlig1 yapilan
calismalarda bildirilmistir (Gubbels ve ark 2001, Darghouth 2008, Ilhan ve ark 1998, Seitzer
ve ark 2007).

Farkli bir biyoinformatik parametre olan dN/dS oranlar1 ortolog genler iizerindeki
evrimsel baskinin degerlendirilmesi ve immunojenik 0Ozellik gosterebilecek genlerin
belirlenmesinde kullanilabilmektedir (Pain ve ark 2005, Endo ve ark 1996). T. annulata’da,
Plasmodium’a benzer sekilde merozoit ylizey proteinlerini kodlayan genlerde dN/dS oranlar
yliksek olusu bu proteinlerin immun seleksiyonda rol oynayabileceklerini diistindiirmiistiir
(Hall ve ark 2005, Gubbels ve ark 2001). Makrosizont déneminde SP igeren polipeptidlerin
dN/dS oranlar yiikksek bulunmasina karsin bu oranin merozoit déneminden daha diisiik
oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte, 16kosit sitoplazmasina salinan ve herhangi bir membran
baglanma motifi igermeyen makrosizont proteinlerinde dN/dS oraninin yiiksek oldugu
bilinmektedir (Pain ve ark 2005). Konaga salgilanma ile iliskili olarak belirlenen yiiksek
dN/dS orani bu genlerin diizenleyi rollerini yansitabilecegi diisiiniilmiistiir. Alternatif olarakta
bu yiiksek oranda yikimlanan proteinlerin doku uyusum kompleksleri ile enfekte hiicre
ylizeyinde sunularak immun sisteme maruz kalinmasinida ifade edebilmektedir. Buna uygun
olarak yapilan incelemelerde bu polipeptidlerin ¢ogunda PEST motiflerine rastlanmis ve
motifi iceren proteinlerin biiyiikk boliimiinii ¢ekirdek lokalizasyon sinyali igeren TashHN,

TashAT ve SUAT proteinlerinin olusturdugu belirlenmistir (Pain ve ark 2005).
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Bu calismada 7. annulata’nin makrosizont donemine 6zgii proteinler biyoinformatik
yontemler kullanilarak Signal P, GPI anchor, TMD ihtiva edip etmemedikleri, EST verileri ve
dN/dS oranlar1 ile PEST ve benzeri motif alanlar igerip icermediklerine bakilarak birbirleri
arasinda karsilastirilmast amaclanmistir.  Yapilan incelemelerde parazitin farkli yasam
donemlerinde degisen miktarlarda sentezlenen toplam 3783 genin 572 tanesinin signal peptid,
843 tanesinin her gen iizerinde farkli sayilarda (1-24) olmak kaydiyla transmembran alan ve
73 tanesininde GPI anchor igeren genler oldugu belirlenmistir (Sekil 2.A.2). GPI anchor
iceren 73 genden 17 tanesi GPI anchor ile TMD, 44 taneside GPI anchor ve SP ihtiva
etmektedir. Geri kalan 12 genin ise sadece GPI anchor icerdigi belirlenmistir. Signal peptid
iceren 572 ve TMD igeren 843 genden 270 tanesi sadece SP ve 560 tanesi sadece TMD
icerirken, 19 gen SP+GPI anchor, 258 gen SP+TMD ve 25 gende SP+TMD+GPI anchor
icermektedir. SP+GPI anchor iceren genler EST wverileri ve dN/dS oranlarina gore
siralananarak dort ve daha fazla TMD igerenler, signal motifi bulundugu halde higbir
transmembran ve GPI motifi bulunmayanlar ile diisiik dN/dS oranina (<0.1) sahip olanlar
(HSP70 harig) belirlenerek (Cizelge 2.A.4) excel formatinda siralanmislardir. En iist sirada
yer alan merozoit rhoptri antijeni TA08425 (Tamr—1) SP+GPI+TMD igeren bir protein olup
yapilan denemelerde bu proteinin diisiik pasajli hiicre kiiltiirii ve sporozoitlerle enfekte
hayvanlardan elde edilen serumlar tarfindan taninabildigi, ancak yiliksek pasajli hiicre
kiiltiirleri ile asilanan hayvanlardan elde edilen serum Orneklerinde proteine karsi bir yanit
olmadig1 belirtilmistir (ilhan ve ark 1998). SP+GPI+TMD igeren diger TA06510, TA07565,
TA12850 genleri arasindan sadece en yliksek makroEST verisine sahip olan TA06510
proteini sec¢ilerek klonlanmus, diger proteinleri ise gerek diisiik dN/dS oranlar1 gerekse ¢ok
sayida intron icermeleri sebebiyle klonlanmamiglardir. Parazitin makrosizont doneminde
sentezlenen (MakroEST: 11), C—terminalinde GPI anchor baglanma bdlgesi ile 288-310.
amino asitler arasinda bir adet membran baglanma motifi (TMD) i¢eren, N—terminalinde ise
SP ihtiva eden TA06510 proteini 936 bp’lik tek bir ekson tarfindan kodlanan 36.9 kDa
molekiiler agirhiga sahip bir proteindir. Genelde parazitin makrosizont doneminde sentezlenen
proteinlerde GPI baglayicilarin yer almasi beklenmeyen bir durumdur (Wier, 2006). DGPI
(2.04) programi ile 286. amino asitte belirlenen GPI kesim bdlgesi (0.348) muhtemelen pek
fazla onem arz etmemektedir. Bunun yaninda SP ve tek TMD proteinin salgisal yapida
oldugunu ve muhtemelen sizont membraninda lokalize oldugunu diisiindiirmesine karsin

yapilan analizlerde (http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py?form=toppred) her hangi bir

membran topolojisine rastlanmamistir. Bunun yaninda Western blot sonuglarina goére hem

sporozoit hemde yiiksek pasajli hiicre kiiltiirii ile enfekte hayvan serumlarinda proteine karsi
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olusan antikor yanitin seviyesi diisiik olmasina karsi re enfeksiyon sonrasindaki donemde her
iki grup hayvan serumlarindaki antikor seviyesinde sekillenen artig ilk enfeksiyon esnasinda
proteine karsi olusan B hiicresel yanitin muhtemelen sitotoksik T hiicrelerince lize edilen
enfekte hiicrelerden arta kalan sizont membranlarina kars1 gelisebilecegini akla getirmektedir.
Ancak olusan antikor yanitin hangi doénemde sekillendignin belirlenmesi i¢in ayrintili
laboratuvar ¢alismalar1 yapilmalidir.

Yapilan ¢alismalarda immunujen oldugu bilinen (Seitzer ve ark 2007) TaSP’in
karakteristik 6zelliklerine (SP, TMD, EST ve dN/dS gibi) benzerlik gosteren TA20980,
TA20440, TA13755 proteinleri arasindan TA20980 haricindekiler segilerek rekombinant
olarak iiretilmistir. Biyoinformatik yolla belirlenen 7. lestoquardi benzeri olan ve parazitin
makrosizont ve merozoit donemlerinde sentezlenen, N-terminalinde SP igeren ve
quinonprotein alkol dehidrogenaz benzeri alanlar ihtiva eden TA20980 proteini ile daha
onceki donemlerde ELISA ile yapilan aragtirmalarinda antikor diizeyinin iyi sonu¢ vermedigi
(iThan 1999) bildirilmistir. Parazitin makrosizont ve merozoit dénemlerinde sentezlenen
TA20440 ve TA13755 proteinleri igerdikleri SP ve ilicer membran baglanma alani, EST
verileri ve yiiksek dN/dS oranlari ile TaSP molekiiliinii andirmaktadir. TA20440 rekombinant
proteinine karsit bagisik serumlar ile yapilan blotlamalarda her hangi bir antikor yanita
rastlanmamis olmasi bize bu proteinin bagisiklik sistemi ile karsilasmadigini gdstermektedir.
Pfam 24.0 veri tabaninda yapilan incelemelerde veri tabaninda kayithh protein aileleri ile
istatistiksel 6neme sahip her hangi bir eslesmeye rastlanmamistir. Bunun yaninda TA13755
rekombinant proteinine karsi goriilen diisiik antikor yanit benzer motifleri tasiyan ve
immunojenik oldugu bilinen TaSP, Tams-1 veya SPAG gibi proteinler ile benzer motifleri
tasiyor olmasindan kaynaklandigi diistiniilmiistiir. 7. parva’ya ait PIM ve p150 proteinlerinde
(Baylis ve ark 1993, Toye ve ark 1995b, Skilton ve ark 1998) oldugu gibi, birbirleri ile diigiik
diizeyde dizilim benzerligi gdsteren ancak aralarinda benzer yapili tekrarli motifler (QP
motifleri gibi) bulunan proteinler konak bagisiklik sistemi tarafindan immunojenik olarak
algilanmakta ve bu tlir proteinler arasinda ¢apraz reaksiyonlar goriilebilmektedir. Dizilim
benzerlikleri ve bu tiirlii tekrarli peptid alanlart molekiiller arasindaki benzer fonksiyonlara
isaret edebildigi gibi, PIM ve p150 gibi ortak bir atadan da kaynaklanabilmektedir (Skilton ve
ark 1998). TA20440 ve TA13755 hipotetikel proteinleri arasinda amino asit diizeyinde SP ve
membran baglanma alanlar1 igermeleri haricinde fonksiyonel her hangi bir veri
bulunmamaktadir.

Theileria annulata ylizey proteini, TaSP (Schnittger ve ark 2002) molekiiliiniin,

T.parva’nin polimorfik immunodominant molekiilii (PIM) (Toye ve ark 1995) ile gdsterdigi
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homolojiye bakilarak onun 7. annulata’daki ortologu olan immunodominant protein
olabilecegi belirtilmistir (Schnittger ve ark 2002). Bu ¢alismada rekombinant olarak iiretilen
TaSP molekiiliiniin polimorfik merkezi bolgesi ile yapilan Western blotlar sonucunda hem
sporozoit hemde yiiksek pasaj hiicre kiiltiirii inokule edilen hayvan serumlarinda proteine
kars1 oldukga iyi diizeyde antikor yanit olustugu belirlenmistir. TaSP molekiilii hakkinda bilgi
ve yapilan analizlerde elde edilen sonuglar Béliim 2.3 (TaSP Molekiiliiniin immunodominat
Makrosizont Antijeni Olup Olmadiginin Belirlenmesi ve Immunodominant Bantlarin
Tanimlanmasi)’de ayrintili olarak verilmistir.

Proteinlerde bulunabilecek muhtemel peptid motiflerinin belirlenmesi amaciyla
yapilan incelemelerde sadece TaSP molekiilinde PEST motifine rastlanirken, diger
proteinlerde bu motife rastlanmamistir. Ayrica TA15040, TA12850 proteinlerinde bir, Tamr-
I’de ise iki tane FAINT domain bulunmustur. Bu alanlarin fonksiyonlar1 tam olarak
bilinmemekte ve farkli genler iizerinde farkli sayilarda yer alabilmektedirler (Pain ve ark.,
2005). Bunun yaninda rekombinant olarak tiretilen TA06510, TA20440, TA13755, TaSP,
Tams-1 ve Mero I polipeptidlerinde de birer adet FAINT domain belirlenmis olmasina karsin
bu alanlarin veri tabaninda kayitli olan motifler ile benzerlikleri ¢ok diisiik diizeydir.

Immunodominant Theileria merozoit antijenlerine ait protein ailesi (Pfam 24.0)
igerisinde yer alan 7. annulata’nin 30/32 kDa’luk merozoit/piroplasm yiizey antijeni Tams-1
(Glascodine ef al 1990¢) ve TaA2 stogundan elde edilen klonlarda molekiile ait 30 kDa ve 32
kDa molekiiler agarligindaki iki allelik varyanttan digeri olan Tams-2 (Dickson and Shiels
1993b) proteinleri ile yapilan Western blotlarda 6zellikle Tams-1 rekombinant proteinine
kars1 hem sporozoit hem de yiiksek pasaj hiicre kiiltiirli inokule edilen hayvan serumlarinda
TaSP molekiilii kadar yiiksek olmasa da iyi diizeyde bir antikor yanit olugsmustur. Yiiksek
pasaj hiicre kiiltlirii inokule edilen hayvanlarda re enfeksiyon sonrasi elde edilen serum
orneklerindeki antikor yanit sporozoit ile enfekte hayvanlarin ayni donem ki serumlarina
oranla daha yiiksek olarak belirlenmistir. Tams-2 rekombinant proteinine karsi sporozoit ile
enfekte hayvanlarda Tams-1’e benzer bir antikor cevap olusurken, yiiksek pasaj hiicre kiiltiirii
inokule edilen hayvan serumlarinda enfeksiyon sonrasi donemde bir antikor cevap
goriilmemis, bununla birlikte re enfeksiyon sonras1 28 ve 42. giinlerde gelisen bir antikor
cevap olugmustur. Tams molekiiliintin alleleri (Tams 1 ve 2) arasinda korunmus antijenik
epitoplar bulunmasina karsin, her proteine 6zgiin epitoplar oldugu da belirlenmistir (Dickson
ve Shiels 1993). Tek kopyal1 bir gen olan Tams-1 geni farkli haploid genotiplere uygun olarak
genin farkli allellerine ait RFLP analizlerinde Tams-1 genine ait farkli boyutlardaki alleler

Tams1-1 (30 kDa) ve Tams1-2 (32 kDa) olarak adlandirilmistir. Her iki varyantta 281 amino
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asitten olusan, N—terminal kisimlarinda signal dizilime ve C—terminalinde ise GPI motifi
bulunan proteinlerdir (Shiels ve ark 1995). Tams-2 rekombinant proteinine karsi yiiksek
pasajli hiicre kiiltiirii ile enfekte edilen hayvanlarda enfeksiyon sonrasindaki dénemde antikor
cevap goriilmemesi atteniiasyon ile populasyonda bulunan genotip sayisinda seleksiyona bagl
olusan azalma sonucunda (Gill ve ark 1980) Tams-1 allelik varyantlarim1 kodlayan
genotiplerin seleksiyona ugramasina bagli olarak gelismistir. Bunun yaninda, Tams ile
yapilan asilama ¢alismalarinda homolog suslarla olusturulan re enfeksiyonlara karsi optimal
koruma saglarken (Gill ve ark 1980, Darghouth ve ark 1996a), heterolog suslara karsida iyi
bir direng gelistirdigi bildirilmistir (Hashemi-Fesharki 1988, Darghouth ve ark 1996a). Bu da
bize yiiksek pasajli hiicre kiiltiiri ile enfekte edilen hayvanlarda 7. annulata Gharb
sporozoitleri ile olusturulan re enfeksiyonu takiben eden donemde Tams-2 rekombinant
proteinine karsi olusan antikor cevabi agiklamaktadir.

27 kDa’luk piroplasm yiizey proteini olan Merol; TA13810 geni tarafindan kodlanan
ve T. annulata’nin ikinci kromozomunun merkezi bolgesi lizerinde benzeri iki gen ile birlikte
bir grup olusturmaktadir (Weir 2006). TA13810, ortologu oldugu 7. sergenti’de identifiye
edilen a 23 kDa’luk piroplasm antijeni (Zhuang ve ark 1995) ile %57 homoloji gosteren
(Weir 2006). 24-25. amino asitler arasinda signal dizilim kesim bolgesi bulunan, Tams-1’e
benzer sekilde parazitin merozoit ve piroplasm donemlerinde sentezlenen ve 690 bp
biiyiikliigiinde, tek bir ekzon tarafindan kodlanan bir proteindir (GeneDB). Proteinin C—
terminalinde 204-226. amino asitler arasinda belirlenen membran baglanma motifi igerisinde
GPI baglanma alan1 bulunmaktadir (Weir 2006). Merol rekombinant proteinin ile yapilan
Western blotlamalarda proteine kars1 diisiik diizeyde bir antikor cevap oldugu goriilmiistiir.
SVSP ailesinde yer alan genlerin parazitin makrosizont doneminde sentezlendigi
varsayilmaktadir (Pain ve ark 2005). SVSP gen ailesinde bulunan proteinlerin ortak korunmus
bolgelerini kapsayan RP2 ve RP4 rekombinant proteinleri kullanilarak yapilan blotlama
sonuclarinda bu molekiillerin hi¢ birine karsi antikor cevap goriilmemistir. Bu sonuglar
dogrultusunda SVSP proteinlerine ait korunmus bdélgelerde yer alan ve konak sitoplazmasina
salinarak muhtemel MHC sistemi ile islendikten sonra hiicre ylizeyinde sunuldugu diisiiniilen
(Weir 2006) RP2/RP4 rekombinant proteinlerine karsi konakta herhangi bir yardimci T
lenfosit aracili yanitin sekillenmedigi sOylenebilir. Bununla birlikte RP2 ve RP4 bolgeleri
ailede yer alan tiim genler tarafindan kodlanan ve immunojen olabilecek ortak bir alani ifade
etmeyebilir. Aile icerisinde yer alan diger SVSP proteinlerinin tek tek ele alinarak
icerebilecekleri muhtemel epitoplar yoniinden hem biyoinformatik ydntemler hemde

fonksiyonal testler ile degerlendirilmesi gereklidir.
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Theileria annulata sporozoitlerine karsi gelisen humoral bagisikliktan sorumlu antijeni
kodlayan gen bolgesi olan SPAG—1 (Williamson ve ark 1989), tek bir gen bolgesi tarafindan
kodlanan ve farkl alleller arasinda yiiksek oranda polimorfizm gosteren, sporozoit ylizeyinde
yerlesim gosteren 93kDa molekiiler agirlikta, farkli alleller arasinda korunmus N— ve C—
terminalinde sirasiyla signal peptid (1-19 amino asitler), membran baglanma alan1 (894-916.
amino asitler) ve bunun igerisinde yer alan GPI kesim bolgesi (896. amino asit) olan bir
proteindir (Hall ve ark 1992). Sporozoitlere karsi gelistirilen 1A7 monoklonal antikoru
kullanilarak yapilan ¢alismalarda C—terminal kisimda proteini nétralize eden bolgenin varlig
tespit edilmis (Boulter et al 1994a) ve bunu takiben SPAG—1’in C—terminal kismi1 hepatit B
merkez antijeni ile birlestirilerek iiretilerek (Boulter ve ark 1995) sigirlarin agilanmasinda
kullanilmigtir. Asilanan hayvanlardaki sporozoit yiizeyini belirleyen antikor titresi oldukga
yiikselmistir. Ayrica yapilan ¢aligmada, SPAG—1’in iyi bir T hiicre yanit olusturdugu ve hem
B hiicre hem de T hiicre epitopu icerebilecegi belirtilmistir. Bu c¢alismada SPAG-1
rekombinant proteini kullanilarak yapilan Western blotlarda ne sporozoit ile enfekte
hayvanlardan nede yiiksek pasajli hiicre kiiltiirii ile enfekte hayvanlarda enfeksiyon sonrasi
serumlarinda her hangi bir antikor yanita rastlanmamistir. Enfekte kenelerle tekrarlanan
enfestasyona maruz kalan hayvanlarda sporozoitlere karst humoral bagisiklik olustugu
bilinmektedir ve inaktive edilmis sporozoitler kullanilarak yapilan deneysel caligmada,
hayvanlar tekrar enfeksiyona maruz birakildiklarinda makrosizont gelisiminde yavaslama
goriilmiistiir. Bununla birlikte, dogal ortamda sporozoitlere karsi gelisen bagisikligin
hayvanlar1 tropikal theileriosis’e kargi tam olarak korumasinin beklenemeyecegi belirtilmistir
(Williamson ve ark 1989). Western blot analizleri sonucunda re enfeksiyon sonrasi 42. giinde
SPAG-1 rekombinant proteinine karsi olduk¢a zayif antikor yanita rastlanmis olmasi proteinin
saha sartlarinda kullanilabilirliginin tekrarlayan kene enfestasyonuna maruz kalma ile direk
iligskili oldugunu ve az sayida sporozoit ile enfekte keneler ile olusacak enfeksiyonlarin
belirlenmesinde yetersiz kalacagini gostermektedir.

Is1 soku yada stres proteinleri prokaryot ve okaryot hiicrelerde sentezlenen oldukca
korunmus proteinler olup, proteotoksik 1s1 soku ve diger cevresel stres faktorlerine karsi
hiicrede koruma saglamaktadirlar (Craig ve ark 1993). Is1 soku proteinleri konak—patojen
iliskisinde 6nemli role sahiptirler. Bakteriyel patojenler ve konak hiicre tarafindan iiretilen 1s1
soku proteinleri konak bagisiklik sistemini aktive eder ve patojenleri hiicre icerisinde olusan
stres kosullarindan korurlar (Ottenhoff ve Bevan 2004). Bu proteinler molekiiler agirliklarina
gore biiylik (HSP100 ve HSP90; 75-110 kDa), orta (HSP70; 66—78 kDa, HSP60 ve HSP40)
ve kiigiik (sHSP; 8.5-40 kDa) alt ailelerine ayrilmislardir. Is1 soku proteinleri bulunduklarin
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hiicrelerde yeni sentezlenen proteinlerin {igiinciil ve/veya dordiinciil yapilarini kazanmalar1 ve
1s1 sokuna maruz kalanlarin ise tekrar konformasyonel yapilarina dénmelerinde, hiicre igi
iletisim, protein yikimlanmasi, fiziksel gelisim (Nadeau ve ark 1993, Jakob ve Buchner 1994)
ve kanserli hiicrelerde proteinlerin fosforilasyonunda etkili olmaktadir (Workmann 2004).
HSP70 saperonlar ise sentezlenen proteinlerin dogru olarak katlanarak {igiinciil ve / veya
dordiinciil yapilarim1 kazanmalarma yardimci olup proteinlerin hiicre igerisinde normal
fonksiyonlarini yerine getirmesini saglayan asil yapilardir (Bukau ve Horwich 1998). T.
annulata genomunda HSP70 proteinin kodlayan TA11610 geni yaninda, HSP70 homologu
proteinleri kodlayan iki adet daha gen bolges yer almaktadir (TA14920 ve TA10500:
GeneDB). TAI11610 geni tarafindan parazitin makrosizont, merozoit ve piroplasm
donemlerinde sentezlenen HSP70 proteini 71kDa molekiiler agirliga sahiptir. Bunun yaninda
diger bir grup saperon proteini olan HSP90, Theileria ile enfekte hiicrelerde klonal
cogalmadan sorumlu oldugu diisiiniilen ve temel olarak parazit kdkenli olarak aktive edilen
IxkB kinaz (IKK)’in (Heussler ve ark 2002) biyosentezinde rol oynadigi bilinmektedir
(Broemer ve ark 2004). T. annulata genomunda bulunan TA12105, TA06470, TA10720 ve
TA06845 gen bolgeleri HSP90 homologu proteinleri kodlayan ve ayni aile igerisinde yer alan
genlerdir. TA10720 parazitin merozoite doneminde sentezlenen, 7. annulata’nin dordiincii
kromozom {izerinde yer alan ve 1s1 sok proteini HSP90 homologu olan bir proteindir. Bu
proteinin PlasmoAP programi kullanilark yapilan analizlerinde proteinin parazit apikoplastina
0zgii oldugu belirlenmistir (GeneDB). 104 kDa agirligindaki proteinin peptid zincirinin N-
terminalinde SP (140 amino asitler) ve membran baglanma motifi (21-40 amino asitler)
bulunmaktadir. TA06470 parazitin makrosizont, merozoit ve piroplasm donemlerinde
sentezlenen, birinci kromozom iizerinde yerlesik ve HSP90 ailesine bagli saperon bir
proteindir. 115 kDa molekiiler agirliga sahip olan, peptid zincirinin N-terminalinde SP (1-20
amino asitler) bulunan ve konak ¢ekirdeginde yada sitoplazmasinda yerlestigi diisliniilen bir
proteindir. Bu ¢alismada HSP70, TA06470 ve TA10720 rekombinant proteinlerine karsi
gelisebilecek antikor yanitin incelenmesi amaciyla yapilan Western blotlamalarda sadece
HSP70 rekombinant proteinine kars1 diigiik bir antikor yanit gézlemlenmistir. Daha 6nceki
caligmalarda HSP70 proteinine karsi Western blotlarda pozitif antikor yanitin gelistigi
bildirilmekle (Kachani ve ark 1992b) birlikte mikroarray analizlerinde bu proteinin parazitin
konak viicudunda gecen tiim donemlerinde diger saperon proteinlerine nazaran oldukga
yiiksek oranda sentezlenmesi (Weir W, yayinlanmamis veri) konak bagisiklik hiicrelerinde bu
proteine karsi diisiikte olsa olusan antikor cevabi agiklamaktadir. HSP90 homologu olan

proteinlere karsi antikor cevabin olmayisi muhtemelen bu proteinlerin Theileria ile enfekte
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hiicrelerde klonal ¢ogalmadan sorumlu oldugu diisiiniilen ve temel olarak parazit kokenli
olarak aktive edilen IxB kinaz (IKK)’in (Heussler ve ark 2002) biyosentezinde (Broemer ve
ark, 2004) rol almasindan kaynaklanmis olabilir. Olusan 1s1 soku proteinleri T hiicrelerini
tekrar aktive ederek IL—10 iiretimine indiikleyerek bagisikligi inhibe ederler. Ancak konak
hiicre ve patojen arasindaki iligkide kritik bir role sahip 1s1 soku proteinlerinin bu
fonksiyonlarin1 nasil gerceklestirdikleri olduk¢a kompleks olup, halen tam anlamiyla
anlasilabilmis degildir (Ottenhoff ve Bevan 2004).

Bu calismada, 7. annulata’nin farkli izolatlarina ait hiicre kiiltiirlerinden hazirlanan
protein ekstraktlar1 kullanilarak yapilan Western blot analizlerinde goriilen dominant bantlar
arasinda hem yogunluk hemde biiyiikliikk yoniinden farkliliklar goriilmiistiir. Ayni genotipe
sahip klonal D7 ve D7 hiicre kiiltiirii ile enfekte hayvanlarda beslenen kenelerden elde edilen
sporozoitler ile enfekte bovine lenfosarkoma hiicrelerinden (D7BL12) hazirlanan protein
ekstraktlar1 kullanilarak yapilan Western blotlar sonucu elde edilen bantlar arasinda yogunluk
farkliliklarinin proteinler arasindaki ekspresyon farkliliklarina bagl olabilecegi bildirilmistir
(ilhan 1999). Ayn1 zamanda in vitro klonlama sonrasi hiicre kiiltiirlerinde meydana gelen
adaptasyona bagli gen ekspresyonlarinda degisimler oldugu bilinmektedir (Baylis ve ark
1992, Shiels ve ark 1994, Sutherland ve ark 1996). Bu calismada 7. annulata Ankara izolatina
ait klonlanmamis TaA2, A46 ve J1-1 gibi farkli klonlari, tek bir klon olan D7 ile T. annulata
ile enfekte bovine lenfosarkoma hiicrelerinden (TBL) hazirlanan protein ekstraktlarinda
TaA2, A46, J1-1 ve TBL ekstraktinda D7 ekstraktina gore farklilik gosterdigi gézlenmistir.
Klonal D7 ekstraktinda goriilen =32 kDa agirligindaki ortak bant haricindeki diger bantlar
(=36—42 kDa arasinda molekiiler agarliga sahip bantlar) TaA2 digindaki ekstraktlarda belirgin
bir yogunlukta goriilmemektedir. Bununla birlikte TaA2 ekstraktinda en iistte dominant olarak
goriilen =45 kDa’luk bant D7 ekstraktinda goriilmemektedir. Ayni1 izolata ait farkli klonlara
arasinda goriilen bu farkliliklar klonlama esnasinda meydana gelen adaptasyon ve gen
ekspresyonundaki degisimlere bagli olabilecegi gibi ayni izolatta yer alan farkli
genotiplerdeki parazit populasyonlarindan da kaynaklanabilmektedir. Benzer sekilde,
T.annulata (Weir 2006) ve T. parva (Oura ve ark 2003)’da saha sartlarinda hayvanlarda
enfeksiyon olusturan parazit populasyonlarmin farkli genotiplere sahip etkenler tarafindan
olustugu bildirilmistir. Populasyonu olusturan farkli genotipdeki parazitler kenelerin enfekte
hayvanlardan kan emmeleri yoluyla alinarak vektordeki seksiiel c¢ogalma evresinde
rekombinant genotipleri olusturduguna (Ben Miled 1993) dair veriler bulunmaktadir. Daha
sonra yapilan genetik analizler sonucunda 7. annulata’nin saha izolatlarinda bulunan

populasyonlarda genetik rekombinasyon oldugu dogrulanmistir (Weir 2006). Plasmodium
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tiirlerinde olusan rekombinasyon miktarinin bulasma yogunluguyla iliskili oldugu ve bulagsma
yogunlugunun yiiksek olan alanlarda farkli populasyonlarin yogun oldugu bildirilmis
(Anderson ve ark 2000) ve T. annulata’da yiiksek sayida genotipe rastlanmasi benzer sekilde
yilksek bulagsma yogunluguna isaret edebilecegi belirtilmistir (Weir 2006). Enfekte
hayvanlarda izole edilen hiicre kiiltiirleri ve piroplasmlarda da yiiksek diizeyde miks
enfeksiyonlar bulunabilmektedir. Izole edilen bir stokta TS8 marker: kullanilarak yapilan
analizlerde 10 allel belirlenmis ve asil izolatta en az 10 farkli genotipte parazit
populasyonunun yer alabilecegi belirtilmigtir (Weir 2006). Bunun yaninda parazitin sporozoit,
makrosizont, merozoit ve piroplasm donemlerine 6zgii mRNA’lar kullanilarak yapilan
mikroarray analizleri sonucunda kimi gen bolgeleri tarafindan kodlanan mRNA’larin parazitin
yasam donemleri arasinda yukar1 ve/veya asag1 yonde regiile edildigi, kiminin ise tiim yasam
donemlerinde belli seviyelerde sentezlendigi belirlenmistir (Weir W, yayinlanmamis veri). Bu
calismada Sudan izolatlarinda (Shambai ve Umbaneai) goriilen dominant bantlarin daha
yiiksek molekiiler agirlikta (=47.5 kDa) ve farkli yogunluklarda olusu hem ayni izolattan
koken alan klonlar arasinda hem de farkli bolgelerden izole edilen suslar arasinda genetik
ve/veya transkripsiyonal diizeyde ya da konak bagisiklik sisteminine bagli farkliliklardan
kaynaklanmig olabilirr. Merozoit yiizey proteini olan Tams’1 kodlayan genlerdeki farkliligin
cografik konumla iligkilendirilemeyecegi (Gubbels ve ark 2000, Katzer ve ark 1998)
belirtilmistir. Bununla birlikte, merozoit yiizey proteinlerinde goriilen farkliliklarin sigir
bagisiklik sisteminden korunma amaciyla meydana gelebilecegi ve muhtemel immun
seleksiyona bagli olarak sekillendigi diistiniilmektedir (Hall ve ark 2005, Gubbels ve ark
2001). Bu da bize farkli cografik bolgelerde yer alan parazit populasyonlarinin gerek vektorel
diizeyde goriilen genetik rekombinasyon ve buna bagh farkli genotiplerdeki transkripsiyonal
degisimler gerek endemik stabil bolgelerde hayvanlar arasinda goriilen vektorel bulasma
oraninin yiiksek olusu ve gerekse de farkli hayvanlar arasinda parazite karsi gelisen bagisik
yanitin ¢esitlilik gostermesine bagli sekillenebilecegini diisiindiirmektedir. Ancak tiim bu
degiskenlerin ayr1 ayri incelendikten sonra bir araya getirilerek son bir degerlendirme
yapilmasi gerekliligi unutulmamalidir.

D7 hiicre kiiltiirlerinden hazirlanan ham ekstraktlarda Western blotlamada goriilen
immunodominant protein bantlarmin alt hiicresel fraksiyonlardaki dagilimi incelendiginde
ozellikle =32 kDa molekiiler agirliga sahip olan protein bantinin hiicrenin membran ve
membran organellerini iceren fraksiyonda biraz daha yogun olmak kaydiyla, niikleik asit ve
sitoskeletal organellerin bulundugu fraksiyonlarda da goriilmiistiir. Belirlenememis olan bu

proteininin fonksiyonel olarak olduke¢a aktif oldugunu diisiindiirmektedir. Bu bantin niikleik
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asit fraksiyonlarinda da goriilmesi protein ile ilgili farkli fonksiyonlar1 akla getirmektedir.
Tropikal theileriosis’de enfekte konak hiicrelerde meydana gelen konal bdoliinme
makrosizontlarin varligmma baghdir, buparvaquone vb. ilaglarla parazitin yok edilmesi
sonucunda konak hiicre boliinmesi durmakta ve apoptotik hiicre 6liimii meydana gelmektedir
(McHardy ve Morgan 1985, Dobbelaere ve ark 1988, Fich ve ark 1998). Konak hiicre parazit
arasindaki iliskinin belirlenebilmesi i¢in yapilan ¢alismalar Theileria ile enfekte hiicrelerde
transkripsiyon faktorii NFxK (Ivanov ve ark 1989); AP-1 (Baylis ve ark 1995); interleukin 2
(IL-2) ve IL-2 reseptorii (IL-2R) (Dobbelaere ve ark 1988; Heussler ve ark 1992) ile kazein
kinaz IT (Ole Moiyoi ve ark 1993) gibi konak hiicre diizenleyici mekanizmalarinda degisimler
meydana geldigini gostermistir. Bu mekanizmalarda rol alan bazi degisimlerin direk yada
dolayli olarak parazit tarafinda kodlanan ve konak hiicre ¢ekirdegine tasinan, AT motifleri
gibi kimi 6zgiil peptid motifleri igeren proteinler tarafindan olusturulabilecegi (Shiels ve ark
2004, Swan ve ark 2001) ileri siirtilmistiir. Her nekadar =32 kDa molekiiler agirliga sahip
proteinin identifikasyonu yeterli zaman olmadigindan dolay1 yapilamamis olsa da proteinin
parazit aracili klonal boliinmedeki muhtemel rolii g6z ardi edilmemelidir. Bunun yaninda ham
ekstraktlar kullanilarak yapilan calismalarda proteinlerin hiicreye 0zgii kompartimanlar
icerisinde yer almasi yada amino asit diziliminde ER, golgi aygit1 veya mitokondrial motifler
bulunmasi hiicre i¢inde fonksiyonel olarak farklilik gdstermesine yol agabilmekte ve bu tiir
proteinlerin izolasyonu dolayisiyla fraksiyonal dagiliminin degisebilecegi de unutulmamalidir
(Holden ve Horton 2009). =32 kDa biiyiikliiglindeki proteine ait amino asitler {izerinde
bulunabilecek muhtemel peptid motifler ya da denemede olusabilecek muhtemel aksakliklara
bagli olarakta alt hiicresel fraksiyonlardaki dagilim degisebilmektedir. Bu nedenle ilgili
proteinin hangi hiicresel fraksiyonda yer aldiginin kesin olarak belirlenebilmesi i¢in daha
ayrintili bir calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Bununla birlikte elde edilen sonuglar
dogrultusunda =32 kDa agirligindaki proteinin 7. parva ve T. lestoquardi gibi farkl tiirler ile
T.annulata’da ortak olarak goriilmesi bu proteinin hem farkli izolatlar hemde farkli tiirler
arasinda ¢apraz koruma olusturma ihtimalini akla getirmektedir.

Bu calismada biyoinformatik analizler ile yapilan degerlendirime sonrasi liretilen ve
daha onceki caligsmalarda belirlenen rekombinant proteinler kendilerine kars1 enfekte
hayvanlarda olugan antikor yanit yoniinden Western blotlama ile karsilastirilmali olarak
degerlendirilmistir. Sonug¢ olarak yapilan biyoinformatik analizlerin immonojenik 6zellik
tastyabilecek proteinlerin belirlenmesinde kullanilabilecek faydali bir yontem oldugu tespit

edilmistir. Bunun yaninda her ne kadar antijenlerin belirlenmesinde kullanilan biyoinformatik

105



programlar ¢cok 6nemli avantajlar saglasa da bunlarin deneysel calismalar olmadig1 ve elde
edilen verilerin mutlaka fonksiyonel olarak incelenmesi gerektigi unutulmamalidir.

Yapilan analizler sonucu elde edilen bulgulara (TA06510) gore signal peptid (SP),
membran baglanma alan1 (TMD), GPI baglayicilar, EST verileri, dN/dS oranlar1 gibi
parametrelerin genomda yer alan muhtemel antijenlerin belirlenmesinde kullanilabilecegi
goriilmiistiir. Onceki calismalarda belirlenen TaSP (Schnittger ve ark 2002), Tams-1
(Glascodine ve ark 1990) ve Tams-2 (Dickson and Shiels 1993c) proteinlerine kars1 gelisen
antikor yanit her ne kadar biyoinformatik yolla belirlenen TA06510 proteini nazaran daha
yiiksek olsa da bu proteinin immonojenik 6zellik gosterdigi goz ardi edilmemelidir. Bunun
yaninda 7. annulata ile enfekte makrosizont hiicrelerden hazirlanan protein ekstraktlarinda
Western blotlamalarda goriillen dominant bantlarin belirlenmesi ve PIM ortologu olan
42kDa’luk immunodominant makrosizont antijeni TaSP (Schnittger ve ark 2002) hakkinda
ayrintili bilgi ile bu proteinin blotlamalarda goriilen dominant bantlardan biri olup

olmadiginin belirlenmesi amactyla yapilan ¢calisma bir sonraki kisimda anlatilmistir.
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2.B. TaSP Molekiiliiniin Inmunodominat Makrosizont Antijeni Olup Olmadiginin

Belirlenmesi ve immunodominant Bantlarin Tanimlanmasi

TaSP proteini, sizontlara kars1 gelistirilmis antiserum kullanilarak 7. annulata cDNA
kiitiiphanesinin incelenmesi sonucunda tanimlanmig, parazite ait sporozoit ve sizont
donemlerinde sentezlenen, haploid parazit genomunda tek kopya hainde bulunan bir gen
tarafindan kodlanan bir proteindir (Schnittger ve ark 2002). Protenini kodlayan TA17315 geni
dordiincii kromozom {izerinde bulunan (Sekil 2.B.1), swrastyla 505, 98 ve 342 bp
uzunluklarinda ii¢ ekson (Ekson I, II ve III) ile yine sirasiyla 56 ve 64 bp uzunlugundaki iki
intronik bdlgeden (intron I ve II) olugan toplam 1065 bp uzunlugunda birlestirilmemis DNA
iceren bir gendir. TaSP proteinini kodlayan birlestirilmis gen bolgesi ise toplamda 945 bp
uzunlugundadir (Sekil 2.B.2).

|1 100 k. ZDD k. SDD k. 400 k. SDD k. GDD k. ?DD K BDD k. SDD k. 1 M 1 1DD ko1 ZDD ko1 SDD k1 400 Ko SDD k1 GDD k. ) 1 842 2?1
e L S B B L Y SRS S b brerrrreer b b b brrrrrreer b b brrrrrrrre ]
Thellerla annulata Ankara genomlk DNA kromozom 4

Sekil 2.B.1. TaSP proteinini kodlayan TA17315 geninin 7. annulata Ankara izolatinin

genomik DNA’sina ait dordiicli kromozomu iizerindeki yerlesim yeri.

TA17315 geninin birlestirilmis DNA’s1 tarafindan kodlanan 7. annulata yiizey
proteini (TaSP), toplam yiikii negatif (- 17.5), 314 amino asitten olusan, 34.5 kDa agarliginda,
asidik izoelektrik noktaya sahip (IP: 4.5) bir proteindir (http://www.genedb.org/genedb). N

terminalinde yer alan 20 amino asitten olusan (1-20 aa) signal peptid proteinin salgisal yapida
oldugunu, C terminal kisma yakin amino asitlarde yer alan ii¢ membran baglanma motifide
(204-226, 247-269 ve 274-296. amino asitler) proteinin yiizey proteini olabilecegini
gostermektedir. Ayrica 26—-124. amino asitler arasinda yiizey proteini oldugunu gosteren
peptid motifi yer almaktadir. Bunlara ilave olarak, proteinin 184-256 ve 240-288. amino
asitleri arasinda Ctr bakir tasiyict ailesine mensup proteinlerle benzerlik gosteren ve

istatistiksel olarak anlamli bulunan (3.3e-23) alan bulunmaktadir (Sekil 2.B.3).
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(A)
TA17315 (TaSP) birlestirilmemis DNA

intron intron IT

6
Intron I nikleotid dizilimi: 506-561 niikleotidler; |GTAATTT'I'TATTTATTACATATCTTATATCATTTATTATTGCTAATTTATTATCAGF 64
Intron 11 niikleotid dizilimi: 662-726 niikleotidler GTAAGACTCCATAATATCTATTTATATTTATTAATTTATTATAAAGAGATTCATGTATCTTTAG|
(B)

TA17315 (TaSP) birlestirilmis DNA

©

>TA173 15 (TaSP) birlestirilmis DNA dizilimi 14

lATGAAATTCTTCTACCTTTTTGTTCTATTTCCAATATTATTAAAATTTTGCGAATGCGGTCCATTTCTTCCTTTAGATCGACAACTTAATCCTATCGATTTTGATCCCAATC;;X“T|

EATCAACACCCTTTGGACCCTGATCAACTTATAGATCAAATTGAACCTTCTGAACAACCTGCTCAACAAGAACCTATAGAACCACAACAACCAACTCAACCATCTACAG/?'33
225

|ACCCGAAGAGTTACAACCAGAAACTGTTACAGTAGAAGTTCCAGAACCCGTTACATCAGAAGAACCTAAAGAATCGGATCAAACTGAAGAACAAAAACACGAAGAACCT|
444

bAAGCATCTCCAGCTCCTGAACCAGTTGATGAACCCGCAGTTCATGCTACTGAATCTACTCCTACTAAGGCAAGTTCCAGCGGTGATGGAGCAGCTGTTTGTCATGGAAAA|

intron I

LATCATGATTATGACTCTGACGGTAAAGAATCTAAATCCGATCATGATAAGCGCCCGAAG ATAAAAAACCATTCGTGCCCAAGACATCGCAATGTTGTGGATCATACTT|
555 intron IT 666

bACAAATTCATATAAAATCACTGTAGCGTTTGACTGGTGGTTATGTGA AAGCCATGGCAATACGCTCTAACATTGTTGGCCTTGTTTGGCTTTTCATTATTGAGTCCATGT|

II'TGAAGGCCTACAGAGAAGTCCTCCGTGCAAAAGCTATTAGGAGTTTTATCTTCGATTGTTTTTTGACACACCT(,1 TTCTCTTTT 1GATTGCTTTCTGTGCTTATGCATTGGA|
780
bTTTTTACTCATGCTTGTTGTAATGACCTTCAATGTTGGTGTATTCTTTGCCGTTATCACAGGCTATACTGTGGGCTACTTGGTTTCCTCATTAGCCTATTCAACTTTACGTTC|
894

[

|TCACCCTGCCAGGTCCAGCTCTTTTTCTCGCATTAACGAAGATTGTTGTTAA

Sekil 2.B.2. TaSP molekiiliinii kodlayan gen bolgesinin haritas1. (A); Genin ii¢ ekson (Ekson I, II ve III) ve iki introndan (intron I ve II) olusan toplamda
1065 bp uzunlugundaki birlestirilmemis formu. (B); TaSP proteini kodlayan TA17315 geninin 945 bp’dan olusan birlestirilmis formu. (C);
TaSP proteini kodlayan TA17315 geninin niikleotid dizilimindeki intronik bolgeler ok isareti ile belirtilmistir.

801



N [
O 1 [

| | |
100 200 300

C—Jprotein [CTsp B rvp CC—Jpur3ees @ Ctrbakir tasiyicr aile

(B)

>TA17315 (TaSP) proteini dizilim haritasi

1 20 26 124 159
L’lKFFYLFVLFPILLKFCECGLFLPL&RQLNPIDFDPNDDQHPLDPDQLIDQI EPSEQPAQQEPIEPQQPTQPSTEPEELQPETVTVEVF’EPVTSEEPKESDQTEEQKHEEPEASPAF’EPVDEPAL/HATESTPTKASSSGDGAAVCHGKHHDYDSDGKES|

IK60 184 ﬁm Zii i47 2/;‘[) L74 281 291 314
SDHDKRPKDKKPFVPKTSQCCGSL’FTNSYKITVAFDWWLCDKP OYALTLLALFGFSLLSPCLKAYREVLRAKAIRSFIFDCFLTHLFLELIAFCAYALDFLLMLVVMTENVGVFFAVITGYTVGYLVSSLAYSTLRSHPARSSSFSRINEDCC

SP:1-20aa;MKFFYLFVLFPILLKFCECG

TMD:204-226aa; WOYALTLLALFGFSLLSPCLKAY,247-269aa;LFLFLIAFCAYALDFLLMLVVMvVe274-296aa;GVFFAVITGYTVGYLVSSLAYS

Yiizeyproteini:26-124aa;DROLNPIDFDPNDDQHPLDPDQLIDQIEPSEQPAQQEPIEPQQPTQPSTEPEELQPETVTVEVPEPVTSEEPKESDQTEEQKHEEPEASPAPEPVDEPA
Ctrbakirtasiyiciaile: 184-256aa;YFTNSYKITVAFDWWLCDKPWQYALTLLALFGFSLLSPCLKAYREVLRAKAIR

240-288aa;FDCFLTHLFLFLIAFCAYALDFLLMLVVMTENVGVFFAVITGYTVGYLV

Sekil 2.B.3. TaSP molekiiliinlin protein haritasi. (A); TA17315 geni tarafindan kodlanmis proteininin N ve C terminali arasinda yer alan signal peptid (SP),
i¢ adet trans membran alan (TMD) ile Pfam—A ailesindeki diger proteinler ile benzerlik gdsteren yiizey proteini oldugunu gdsteren bolge (26-
124. aa’ler aras1) ve Ctr bakir tagiyici ailesine ait motifin bulundugu bélgelerin (184-265 ve 240-288. aa’ler arasi) protein haritasi iizerindeki
yerlesim yerleri. (B); 314 amino asitten olusan, 34.5kDa agirliktaki TaSP molekiiliiniin amino asit dizilmi, SP (koyu yazili amino asitler), TMD
(alt1 ¢izili, mavi italik amino asitler), yiizey protein isareti (italik amino asitler) ve Ctr bakir tastyici aile motifleri (alt1 ¢izili siyah ve mavi amino

asitler).
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Proteinin membran topolojisinin belirlenmesi amaciyla TopPred (Claros ve von Heijne
1994) bilgisayar programi kullanilarak yapilan incelemelerde molekiiliin N terminal kisminda
parazit sitoplazmasi, C terminalinde ise konak hiicre sitoplazmasina dogru yonelmis, birinci
(1) ve ikinci (2) transmembran alanlar arasinda kalan polimorfik merkezi kismi ile konak
hiicre sitoplazmastyla iligkili olan ve toplamda ii¢ transmembran alan igeren bir membran

proteni oldugunu gostermektedir (Sekil 2.B.4) (Seitzer ve ark 2007).

Host Cell Cytoplasm

C

&
@ jchizet @ |8
b L
N

Schizont Cytoplasm

Sekil 2.B.4. TaSP molekiiliiniin membran topolojisinin sematik goriinimii. Proteinin N
terminali ve birinci membran alani: 1-21 amino asitler arasi; ikinci membran
alan: 203-223 amino asitler arasi; liclincii membran alan: 261-281. amino
asitler arasindaki bolgeleri gostermektedir. Birinci ve ikinci membran alan
arasinda kalan kisim konak hiicre sitoplazmasi ile iliskide olup polimorfik bir
bolgedir (dalgali kisim): 22-203. amino asitler arasinda kalan kisim. ikinci ve
liclincli membran alan arasinda kalan kisim sizont sitoplazmasi ile iliskidedir
ve 224-260. amino asitler arasinda kalan bolgedir. Proteine ait C terminal
kisimda konak hiicre sitoplamasi ile ilintili olup 282-312. aminoasitler

arasinda kalmaktadir (Seitzer ve ark 2007).

TaSP molekiiliiniin sizontlarla enfekte hiicrelerde ki yerlesim yerinin belirlenmesi
amactyla 26-157. amino asitlerinden olusan rekombinant kismina (Sekil 2.B.5) karsi
tavsanlarda gelistirlen antiserum kullanilarak yapilan incelemelerde proteinin parazitin dis
yiizeyine yerlesmis oldugu belirlenmistir (Schnittger ve ark 2002, Seitzer ve ark 2007).
T.annulata ile enfekte sekiz farkli serum kullanilarak yapilan ¢alismada tiim serumlarin

rekombinant protein ile kuvvetli reaksiyon vermistir ve olusan bu reaksiyon molekiiliin
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iizerindeki B hiicre epitoplarina karst konagin gelistirdigi giiclii humoral bagisik yaniti
gostermektedir. Proteine karst konakta goriilen gilicli humoral bagisik yanita bakilarak
molekiiliin 7. annulata’nin immunodominant makrosizont antijeni oldugu ileri siiriilmiistiir
(Schnittger ve ark 2002). 7. parva ve T. annulata tiirleri arasinda herhangi bir cagraz
reaksiyon olup olmadigi belirlenmemis, bununla birlikte Cin’de Theileria spp. ile enfekte
kiicik ruminantlarda alman serum O&rnekleri kullanilarak yapilan caligmada, serum
orneklerinin ¢ogu hem ELISA hem de Western blot testlerinde TaSP ile capraz reaksiyon
gostermistir ve bu sonuglar iki tlir arasinda yiiksek oranda benzerlikler oldugunu
diistindiirmiistiir (Miranda ve ark 2004). Ayrica proteinin polimorfik merkezi kismina ait
rekombinant proteinlere karsi gelistirilen antiserum ile elde edilen sonuglara bakilarak
molekiiliin bu kisminin konak hiicre sitoplazmasina doniik olmas1 polimorfik kismin konak
hiicre doku uyusum sistemi tarafindan islenerek enfekte hiicre yiizeyinde sunuluyor
olabilecegini akla getirmektedir. Bu durumun parazitin yagam dongiisii agisindan TaSP
molekiiliiniin islevi bugiine kadar belirlenememistir. Parazitlerin dis ylizeyinde yer alan yada
konak hiicre stoplazmasina salgilanan proteinler konak—parazit etkilesiminde 6nemli rol
oynayabilecek molekiillerdir. TaSP’da parazitin dis ylizeyinde yer alan ve konak hiicre
sitoplazmasi ile iligkili polimorfik kismu ile konak hiicre proteinleri ile etkilesim kurabilecek
bir protein olarak goriilmekte ve dolayisiyla konak hiicre transformasyonunda rol alabilecegi
distintilmektedir (Seitzer ve ark 2007). Ancak protein konak hiicrede kendine kars1 giiclii
humoral yanit olusturmasi ve bununda molekiili ELISA gibi tanisal amagli testlerde
kullanilablir kilmasinin diginda proteinin yukarida belirtilen olasi islevlerine dair herhangi bir

veri bulunmamaktadir.
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> TaSP

MKFFYLEVLFPILLKFCECGPFLPLDRQLNPIDFDPNDDQHPLDPDQLIDQIEPSE
QPAQQEPIEPQQPTQPSTEPEELQPETVTVEVPEPVTSEEPKESDQTEEQKHE
EPEASPAPEPVDEPAVHATESTPTKASSSGDGAAVCHGKHHDYDSDGKESKSD
HDKRPKDKKPFVPKTSQCCGSYFTNSYKITVAFDWWLCDKPWQYALTLLALFGFSLL

SPCLKAYREVLRAKAIRSFIFDCFLTHLFLFLIAFCAYALDFLLMLVVMTFNVGVFFAV
ITGYTVGYLVSSLAYSTLRSHPARSSSFSRINEDCC

Sekil 2.B.5. TaSP molekiiliiniin hiicresel yerlesiminin belirlenmesinde kullanilan rekombinant
protein dizilimi (kalin, italik, 12 punto) ve bunun tiim protein {izerinedeki

yerlesim yeri.

TaSP molekiilii biyoinformatik olarak incelendiginde, sigir MHC smif 1 (A20)
molekiiliine baglandig1 diisliniilen 22 epitoptan sadece altis1 merkezde yer alan polimorfik
bolgede yerlesim gostermektedir (Schnittger ve ark 2002). Bu epitoplardan 14 adetinin
korunmusg bolgelerde olmasi bu protein ile asilamadan sonra gelisebilecek bagisikligin
heterolog suslarla olusan re enfeksiyonlara karsi koruma saglayabilecegini diisiindiirmektedir.
Ancak bununla ilgili bir ¢alisma bulunmamaktadir.

TaSP, T. parva genomunda bulunan polimorfik immunodominant molekiiliin (PIM)
homologu olan bir proteindir. Proteini kodlayan gen bdlgesinin homologu olan genler
T.lestoquardi ve Theileris spp. (Cin) gibi diger Theileria tiirlerinde mRNA seviyesinde
sentezlenmektedir (Schnittger ve ark 2002, Bakheit ve ark 2006, Miranda ve ark 2006).

TaSP molekiiliine ait amino asit dizilimi diger Theileria tiirlerine ait dizilim ile
karsilastirildiginda tiirler arasinda proteinin N ve C terminal kisimlarin yiiksek oranda
korunmus bolgeler oldugu, bununla birlikte iki u¢ arasinda kalan merkezi bolgenin oldukga
farklilik gosterdigi gozlenmistir. TaSP molekiiliiniin merkezi kisminda gozlenen farkliligin
incelenmesi amaciyla 7. annulata Ankara (TaA) izolatindan kdken alan yedi farkli hiicre hatt1
(TaA288, TaA3h4h, TaA462, TaA463, TaA139d6, TaAe3, TaAd7bl12), T. annulata Cokoren
(TaC), Tunus (TaT), Misir (TaM) ve Hindistan (TaH) suslar1 birbirleri ile karsilastirilmistir.
Analiz sonucunda tiimii Ankara izolatindan koken alan TaA1272, TaA288 ve TaA3h4h hiicre
hatlar1 sirastyla TaA1272, TaA288 ve TaA izolatlar1 ile 6zdes oldugu belirlenmistir. PIM
proteini ile benzer sekilde 7. annulata’nin farkli izolatlar arasinda TaSP molekiiliiniin N (ilk
37 amino asit) ve C (son 121 amino asit) terminal kesimleri yiiksek oranda korunmus iken,

proteine ait merkezi kisimda yogun amino asit yer degisimleri ve uzunluk farkliliklari

112



gozlenmistir (Schnittger ve ark 2002). TaA ve TaC izolatlarina ait 18 klon arasindan 11
tanesinde, 11 Tunus izolat1 arasindan {i¢iinde ve yine 11 Misir izolatindan iki tanesi ile yedi
Hindistan izolati1 arasindan birinin TaSP proteininin farkli bi¢imleri oldugu belirlenmistir.
Proteinler arasinda polimorfizim en ¢ok Ankara / Cokoren (11) izolatinda, bunu takiben
Tunus (3) ve Misir (2) izolatlarinda orta diizeyde bir farklilasma ve en diisiik polimorfizim ise
Hindistan (1) izolatlar1 arasinda gézlenmistir (Schnittger ve ark 2002). Tunus izolatlar1 diger
bolgelerden elde edilenler ile karsilastirildiginda en belirgin farkliliga sahip olan izolatlar
oldugu goriilmiistiir. Benzer seklide Sudan’in farkli bolgelerinde elde edilen izolatlar arasinda
da proteinin polmorfik merkezi kisminda amino asit dizilimi diizeyinde ve uzunluk yoniinden
farklililar goézlenmistir (Awadia ve ark 2008). Bu farkliligin mutasyon ve intragenik
rekombinasyonlar sonucu gelistigi tahmin edilmektedir (Schnittger ve ark 2002).

Bu kisimda;

1) Theileria annulata’nin farkli izolatlarina ait hiicre kiiltlirlerinden hazirlanan protein

ekstraktlar1 ile deneysel enfekte hayvan serumlari ve TaSP antiserumu kullanilarak

yapilan Western blot sonuglarinda gozlenen dominant bantlardan bir ya da bir kaginin

immunodominat makrosizont antijeni olarak kabul edilen TaSP molekiilii (Schnittger

ve ark, 2002) olup olmadiginin belirlenmesi,

i1) Western blotlarda gozlenen diger immunodominant bantlarin (Resim 2.A.1, A)

tanimlanmasi,

amagclanmustir.
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2.B.1. Gere¢ ve Yontem
2.B.1.1. Caliymada Kullanilan Parazit Materyali ve Western Blotlama

Theileria annulata’nin makrosizont hiicre kiiltiirlerine ait protein ekstraklarinda
dominant bantlarin belirlenmesi ve bunlardan bir ya da birkaginin TaSP molekiilii olup
olmadiginin arastirilmasi1 amaciyla 7. annulata’nin 16 farkli izolati (Ankara / D7, Ankara /
TaA2, Ankara / A46, Ankara/J1 — 1, HAO, Pendik, Aydin, Diyarbakir, Yenihisar, Caceras,
BAT - 2, JED-4, Umbaneai, Shambai, Gharb, Ode), 7. parva Muguga ve T. lestoquardi Lahr
ait makrosizont hiicre kiiltlirleri ile enfekte olmayan sigir lenfosarkoma (BL20) hiicreleri
kullanilmistir (Cizelge 2.A.1). SDS-PAGE ve western blotlama c¢alismalarinda kullanilan
protein ekstraktlar1 belirtilen taze, in vitro hiicre kiiltiirlerininden hazirlanmis (Bkz.2.2.1
Gere¢ yontem/ Calismada Kullanilan Parazit Materyali ve Protein Ekstraktlarinin
Hazirlanmasi) ve testlerde kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmustir.

TaA2 ve D7 ekstraktlar ile TaSP reakombinant proteinine kars1 T.annulata Ankara
sporozoit (21A, 23B, 48C ve 897A) ve T. annulata Ankara/Pendik yiiksek pasajli hiicre
kiiltiirleri (pasaj 317) (ilhan, 1999) (54C, 891A, 32A ve 26A) ile deneysel olarak enfekte
hayvanlardan elde edilen RES 42. giin serum 6rnekleri her hayvandan alinan 6rnek ayr ayri
kullanilarak yapilan Western blotlarda olusan bantlar, bunlarin molekiiler agirliklari, farkli
izolatlar arasinda farklilik gosterip gostermedikleri ve yogunluklari belirlenmistir.

TaSP molekiiliiniin polimorfik merkezi bolgesine kars1 tavsanlarda gelistirilen
antiserumu (birincil antikor) farkli 7. amnulata izolatlan ile 7. parva ve T. lestoquardi
tiirlerinde 6zgiil olarak baglandigi bantlarin molekiiler agirliklarini belirlemek amaciyla 1:
10000 oraninda sulandirilarak Western blotlarda kullanilmistir. Western blot 2.2.1.5°de
anlatildig1 sekilde yapilarak, olusan reaksiyon 1: 20000 oraninda dililye edilmis alkalen

fosfataz ile isaretli anti-rabbit IgG (Sigma) ikincil antikoru kullanilarak belirlenmistir.

2.B.1.2. Bagisik Serumlarin TaSP Rekombinant Proteini ile Bloklanmasi ve

Western Blot

TaSP molekiiliiniin, hiicre kiiltiirleriden hazirlanan protein ekstraktlar1 ile yapilan
Western blotlarda gozlenen immunodominat makrosizont antijeni olup olmadiginin
belirlenmesi amaciyla tic membran hazirlanmistir. Bunlardan biri; sporozoitler ile enfekte 48C
numarali hayvana ait RES 42. giin serumu 1:500 oraninda bloklama soliisyonu ile
sulandirilmistir. Serum membran ile muamele edilmeden 6nce rekombinant olarak iiretilmis

250ug TaSP proteini ile gece boyunca, + 4°C’de, ¢alkalmadi rotorda inkiibe edilerek serumun
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icerisinde bulunan TaSP molekiiliine 6zgii antikorlar nétralize edilmistir. Ikinci membran;
yukaridaki anlatildig sekilde 250ug TaSP rekombinant proteini ile bloklanan RES 42. giin
serumu buna ilaveten ertesi giin seruma 500ug daha rekombinant protein eklenerek (toplamda
750ug TaSP proteini) oda 1s1sinda iki saat daha bloklanmistir. Ugiincii membranda ise ayni
serum TaSP rekombinant proteini ile bloklanmadan (kontrol) 1:500 oraninda bloklama
soliisyonu igerisinde diliiye edilerek kullanilmistir. Serumlarla inkiibasyonu takiben
membranlar liger kez yikama soliisyonu ile beser dakika boyunca yikanmistir. Daha sonra her
lic membranda olusan reaksiyon bloklama soliisyonu igerisinde 1:20000 oraninda diliiye
edilmis alkalen fosfataz ile isaretli antibovine IgG (Sigma) ikincil antikoru ile bir saat inkiibe

edilmigtir. Olusan reaksiyon BCIP/NBT kullanilarak belirlenmistir (Bknz. B6lim 2.2.1.5).
2.B.1.3. Bagisik Serum ile Immunopresipitasyon ve Proteomiks Analizleri

Western blotlarda gozlenen immunodominant bantlarin belirlenmesi amaciyla
sporozoit ile enfekte hayvanlardan elde edilen RES 42. giin serumu kullanilarak yapilan
immunopresipitasyon yonteminde ilk olarak D7 hiicrelerinden protein ekstraksiyonu
yapilmistir. Bu amagla taze hiicre kiiltiirlerinin 14 ml’lik flasklara konularak 1500 devirde,
bes dakika boyunca +4°C’de santrifiij edilerek dipte toplanmasi saglandiktan sonra ii¢ kez
PBS ile yikanarak ayni devirde santrifiij edilmis ve en son yikamay1 takiben dipte toplanan
hiicreler buz iizerine konularak bekletilmistir. 2x10° hiicre/ml iizerine icerisinde 100p1 proteaz
inhibitorii (Mamalian Cell Coctail, Sigma) iceren taze hazirlanmis 10 ml’lik tampon
sollisyondan (1ml 1.5 M NaCl, 1ml 500 mM Tris-HCI, pH 7.4, 1ml %10 Triton X-114, 1ml
%35 Na deoksikolat, 6ml deiyonize su) gerekli miktarda eklenerek buz iizerinde 10 dakika
boyunca lize edilmiglerdir. Bunu takiben lize olmamis olan hiicrelerin tamamiyla
parcalanmasi amaciyla alt1 kez 10’ar saniye sonikasyona (her 10 saniyeden sonra 10 saniyelik
bekleme siireleri olacak sekilde) bes amplitiitde sonikasyona tabi tutulmuslardir. Daha sonra
coziilmeyen hiicre partikiillerinin dipte toplanmasi i¢in 14000 devirde, 30 dakika boyunca
+4°C’de santrifuj edilmis ve proteinleri igeren {stteki kistm yeni bir tiipe aktarilarak
immunpresiitasyonda kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmustir.

Sporozoit ile enfekte hayvanlardan elde edilen RES 42. giin serumunda bulunan
IgG’ler immunpresipitasyonda kullanilmak amaciyla Pierce® Thiophilic Adsorbent (Thermo
Scientific, America) sistemi yardimi ile purifiye edilmislerdir. Bu amagla; ilk olarak bir ml
serum igerisine 87 mg potasyum sulfate (0.5 M) karistirilarak eritilmis ve karisim 10000xg’de
20 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Ust kisimda toplanan siv1 pipetle alinarak 0.5 pm’lik

filtrelerden gegirilip kullanima hazir hale getirilmistir. Daha sonra bu sivi, 6nceden oda 1sisina
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getirilerek dengelenen ve 12 ml baglanma soliisyonu (0.5M potasyum sulfat, 5S0mM sodyum
fosfat, pH 8.0, %0.05 Na azid) ile yikanarak hazir hale getirilen thiophilic absorbent kolon
icerisine konularak IgG’lerin baglanmasi saglanmistir. Daha sonra kolon 15 ml baglanma
solisyonu ile yikanarak serumda bulunan baglanmamis maddelerin uzaklastiriimasi
saglanmigtir. Bunu takiben bagli IgG 18 ml eliisyon solusyonu (50mM sodyum fosfat, pH 8.0,
%0.05 Na azid) ile temiz ependorflara birer ml eliiye edildikten sonra her eliisyonda bulunan
protein konsantrasyonu spektrofotometrik yolla dl¢iilmiistiir.

Elde edilen purifiye IgG’ler immunpresipitasyonda kullanilmadan Once
ProteoExtract® Protein Presipitasyon Kiti (Calbiochem, ingiltere) ile reaksiyonu inhibe
edebilecek bilesenlerden temizlenerek, konsantre hale getirilmistir. Bu amagla; yukarida
anlatildigr seklide purifiye edilen IgG eliisyonlarindan 200ul alinarak tizerine 800 pul
presipitasyon soliisyonu eklenip vortekslendikten sonra -20°C’de 20—60 dakika proteinlerin
¢okmesi i¢in inkibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun bitiminde karisim oda 1s1sinda, 14000
devirde 10 dakika boyunca santrifiij edilmis ve lstte toplanan sivi uzaklagtirilmigtir. Bu
islemden sonra dipteki pellet iizerine 500 pl yikama soliisyonu eklenerek vortekslenmistir.
Daha sonra oda 1s1sinda, 14000 devirde iki dakika boyunca santrifiij edilmis ve iistte toplanan
yikama sollisyonu uzaklagtirllmigtir. Yikama islemi iki kez tekrar edilmistir. Yikama islemi
takiben pellet oda 1sisinda 5—60 dakika bekletilerek kurutulmus ve daha sonra 400 ul 0.1 M
borat tampon soliisyonu, pH 9.5 ile sulandirilmistir. Boylece piirifiye edilip, temizlenen
IgG’ler immunpresipitasyonda kullanima hazir hale getirilmistir.

Bantlarin immunpresipitasyon yontemi ile belirlenmesinde poliiiretan bir katmanla
kapli, animo ya da siilfidril grubu ihtiva eden proteinler ya da diger baglayicilarla kovalent
olarak baglanmasin1 saglayan tosyl gruplari iceren, 2.8 um’lik biyomanyetik seperasyon
amagl siipermanyetik, polistiren boncuklardan olusan kati faz Dynabeads“M-280
Tosylactivated (Dynal®Biotech, Invitrogen) sistemi kullanilmistir. Immunoresipitasyon
islemine baslamadan Once bir dakika boyunca, kopiik olusturmadan ¢alkalanarak siispanse
edilen dynabead’lerden 200ul (4x10° boncuk) alinarak 1.5 ml’lik temiz ependorf tiiplere
aktarilmigtir. Daha sonra tiip miknatisa (Dynal MPC) konularak iki dakika boyunca
boncuklarin miknatis tarafindan tutulmalar1 beklenmigtir. Tiirlin bir kenarinda toplanan
boncuklara dokunulmadan geriye kalan sivi kisim pipet yardimi ile uzaklastirildiktan sonra
tiip miknatistan uzaklastirilarak 400 pl tampon soliisyon B (0.1M borat, pH 9.5) eklenip iki
dakika vortekslenerek yikanmistir. Yikama islemi iki kez tekrar edilerek dynabead’ler
proteinler ile kaplanmaya hazir hale getirilmistir. Daha sonraki asamada, 4x10® magnetik

boncuk homojen halde dagitmak i¢in bir dakika vortekslenmis ve 6nceden anlatildig: sekilde
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pirifiye edilip, temizlenen IgG’lerden 400 pl (300pg) alinarak dynabead’lerin {izerine
eklendikten sonra tekrar bir dakika siireyle vorteklenmis ve 24 saat, 37°C’de inkiibe edilerek
IgG’lerin  boncuklara baglanmasi saglanmugtir. Inkiibasyonun bitiminde tiipler tekrar
miknatisa konularak iki dakika boyunca dynabead’lerin tliplin miknatisla temasta olan
yiizinde toplanmasi i¢in bekletildikten sonra geriye kalan sivi kisim pipetle uzaklastirilmistir.
Daha sonra IgG’ler ile baglanmis haldeki dynabead’ler dort kez yikanmistir. Bu
yikamalardan, ilk ikisi 800 pl tampon soliisyon C (PBS; 88 g NaCl, %0.1 Bovive Serum
Alblimin (BSA) + 100 ml 0.01 M Na — fosfat, pH 7.4) ile beser dakika boyunca +4°C’de,
ticlinciisii serbest tosyl gruplarinin bloklanmasi amaciyla 800 pl tampon soliisyon D (0.2 M
Tris, pH 8.5, %0.1 BSA) ile 24 saat boyunca 20°C’de ve dordiinciisiide 800ul tampon
soliisyon C ile ile bes dakika boyunca +4°C’de yapilmistir. Son yikama isleminden sonra
IgG’ler ile kaplanarak kullanima hazir hale getirilen dynabead’ler protein piirifikasyon
islemine kadar 100 pl tampon soliisyon C ile sulandirilarak +4°C’de saklanmistir. En son
asamada ise IgG ile kapli dynabead’ler miknatis yardimi ile igerisinde tutuldugu tampon
soliisyon C’den ayrilmis ve dnceden anlatildig1 sekilde hazirlanan D7 hiicre ekstraktlarindan
eklenerek 2-8°C’de, 20 saat boyunca inkiibe edilerek ekstraktta bulunan IgG 6zgii
proteinlerin baglanmalar1 saglanmistir. inkiibasyon sonrasinda tiipler miknatisa yerlestirilerek
dynabeadler sivi kisimdan ayrilmig ve bunu takiben dynabead’ler {i¢ kez PBS tampon
solisyonu ile her yikama 10 dakika olacak sekilde +4°C’ de yikanmistir. Yikama isleminin
sonrasinda piirifiye edilmek istenen proteinler farkl eliisyonlar (DTT’li veya DTT’siz 1xSDS,
2xSDS, 0.1xSDS, >1M NaCL, pH 8.4, 0.1M glicin HCI, pH 2.8, %1 TritonX—100, 8M fire,
100mM trietilenamin ve 30mM Na-sitrat) kullanilarak eliiye edilerek farkli tiiplerde
toplanmig ve Western blot yapilincaya kadar -20°C’de saklanmustir.

Daha sonra istenilen proteinlerin piirifiye edilip edilemedikleri, sporozoit ile enfekte
hayvanlardan elde edilen RES 42. giin serumu kullanilarak yapilan Western blot yontemi ile
degerlendirilmistir. Bu amacla es zamanli olarak ayni jelde (midi jel) esit kosullar altinda
yapilan SDS—PAGE elektroforezi sonrasi jelin yarist steril bistiiri ile kesilerek %40 metanol
ve %10 asetik asit icerisinde hazirlanmis %5 Commassie Blue G250 (Sigma) ile bir saat
boyunca boyanmistir. Boyamay1 takiben jel %40 metanol ve %10 asetik asit i¢erisinde bantlar
goriinene kadar (her 20 dakika bir soliisyon yenilenmistir) boyasindan arindirilmis ve bantlar
goriinmeye baglayinca soliisyon dokiilerek jel steril deiyonize suda bekletilmistir. Jelin diger
yarisi ise midi blotlama tankinda Western blot icin kullanilmistir. Blotlama sonrasi istenilen
proteinlere ait bantlar1 iceren memran ile Commassie Blue G250 ile boyali membran bir

birleri ile karsilastirilarak identifiye edilmek istenen protein banti boyali jelden steril bistiiri
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yardim ile kesilerek steril ependorf tiipe aktarilimstir. Ornekler proteomiks analizi icin
Glasgow Universitesi biinyesinde yer alan Wellcome Merkez Laboratuvarma mass
spektrofotometrik yontemle sekans analizlerinin yapilmasi amaciyla gonderilmistir. Mass
spektrofotometrik analizler sonucunda elde edilen protein hitinin biyoinformatik incelemeri
sonucunda bu proteininde igerisinde yer aldig1 paralog gen ailesinde yer alan toplam
TA15685, TA15690, TA15695, TA15705 ve TA15710 genleri tarafindan kodlanan proteinler
belirlenmistir. Ta9 ve paralog gen ailesi tarafindan kodlanan proteinler proteinler Gateway
Teknoloji (invitrogen) kullanilarak pDEST17 vektérii igerisine klonlanmis (Bknz. Boliim
2.2.1.3/Belirlenen Proteinleri Kodlayan Gen Bolgelerinin Klonlanmasi) ve bunu takiben
BL21-A1 hiicrelerine transforme edilerek L—arabinoz ile indiiklenerek {iretildikten sonra
denatiire kosullar altinda affinite kromotografi yontemi kullanilarak piirifiye edilmislerdir.
Paralog genlerin klonlanmasinda kullanilan ileri ve geri yonlii a#B adaptorlii primer giftleri
Cizelge 2.A.3’de gosterilmistir.

Daha sonra rekombinant proteinlere karsi gelisen antikor yanit Western blot yontemi
ile degerlendirilmistir. Ayrica TA15705 ve TA15710 rekombinant proteinlerinin D7 hiicre
ekstraklarinda goriilen dominant bantlardan hangisi oldugunun anlasilmasi1 amaciyla yukarida
bahsedildigi sekilde (Bknz. 2.3.1.2. Bagisik Serumlarin TaSP ile Bloklanmasi ve Western
Blotlama) bloklama deneyi yapilmistir.
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2.B.2. Bulgular

2.B.2.1. Bagisik Serumlar ve Anti-TaSP Antikoru ile Elde Edilen Western

Blotlama Sonuglari

TaA2, D7 ekstraktlarinda belirlenen bantlarin karsilastirilmas: ve TaSP rekombinat
proteinine karst gelisen yanitin 7. annulata Ankara sporozoit (21A, 23B, 48C ve 897A) ve
T.annulata Ankara/Pendik yliksek pasajli hiicre kiiltiirleri (54C, 891A, 32A ve 26A) ile
deneysel olarak enfekte hayvanlardan elde edilen RES 28-42. giin serum Ornekleri her
hayvandan alinan 6rnek ayr1 ayr1 kullanilarak yapilan Western blot sonuglar1 Resim 2.B.1°de
gosterilmistir.

21A, 23B, 48C ve 897A no’lu hayvanlarda sporozoit ile enfeksiyonu takip eden
yedinci ayda T.annulata/Gharb susuna ait sporozoitler kullanilarak olusturulan re
enfeksiyondan sonraki 42. giinde toplanan serum Ornekleri kullanilarak yapilan western
blotlamalar da TaSP rekombinant proteine karsi en iyi antikor yanit 21A no’lu hayvan da
gozlenmigtir (Resim 2.B.1, Al). 48C, 23B ve 897A no’lu hayvan serumlarinda TaSP
molekiiliine kars1 olusan antikor yanitin 21A’ya nazaran giderek azalmis ve en diisiik antikor
yanit 891A’da goriilmiistiir (Resim 2.B.1, A4). Bunun yaninda sporozoit ile enfekte
hayvanlarin tiimiinde RES 42. giin serumu 7. annulata Ankara izolatina ait klonlanmamis
TaA2 ve tek klon D7 ekstraktlarinda =32 kDa agarligindaki ortak bantt hemen hemen esit
oranda belirlerken, TaSP molekiiliine kars1 en yiiksek diizeyde antikor yanitin gozlendigi 21 A
serumu ile yapilan blotlamalar sonucunda ortak bant haricinde diger bantlarin oldukca zayif
oldugu goriilmiistiir (Resim 2.B.1, A1). 23B’ye ait RES 42. giin serumu ortak banta ek olarak,
klonlanmamis TaA2 ekstraktlarinda ~42 kDa agarliginda bir ve bundan biraz daha diisiik
molekiiler agirhiga sahip ikinci bir bant daha belirlenmis, D7 ekstraktlarinda ise sadece
TaA2’ye benzer sekilde <42 kDa agirliginda bir bant goriilmiistiir. (Resim 2.B.1, A2). 48C’
ye ait serum Ornegi ile yapilan blotlamalarda TaA2 ile D7 ekstraktlarinda belirgin olan,
yaklasik 36—40 kDa araliginda iki bant daha gozlemlenirken, TaA2 ekstraktarinda bu iki banta
ilaveten =42 kDa agirliginda iiclincii bir bant daha goriilmiistiir (Resim 2.B.1, A3). 897A
no’lu hayvandan alinan RES 42. giin serumu ile yapilan incelemelerde ise diger hayvan
serumlarina benzer sekilde D7 ekstraktlarinda ortak bantla birlikte sadece bir bant (=40 kDa)
daha goriiliirken, TaA2 ekstraktlarinda hem ~40 kDa hemde =42 kDa agarliginda iki bant
goriilmiistiir. 897A serumu ile belirlenen bantlar, sporozoit ile enfekte diger hayvan serumlari
ile belirlenen bantlar ile benzer molekiiler agarliga sahip olmalarina karsin bunlara nazaran

blotlamada daha az belirgin reaksiyon vermislerdir (Resim 2.B.1, A4).
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Attentliye hiicre kiiltiirii 7. annulata Ankara/Pendik (pasaj 367) ile enfekte 54C, 891A,
32A ve 26A no’lu hayvanlarin enfeksiyonu takip eden yedinci ayda 7. annulata Gharb susuna
ait sporozoitler kullanilarak olusturulan re enfeksiyondan sonraki 42. giinde toplanan serum
ornekleri kullanilarak yapilan Western blotlarda TaSP rekombinant proteine karst en iyi
antikor yanit 54C ve 32A no’lu hayvan serumlari ile elde edilmistir (Resim 2.B.1, B1 ve B3).
891A ve 26A no’lu hayvanlara ait serumlarda ise TaSP molekiiliine kars1 olusan yanit biraz
daha az olmasina karsin sporozoit ile enfekte hayvanlarda ait 23A, 48C ve 897A serumlarina
nazaran daha yiiksek diizeyde oldugu belirlenmistir (Resim 2.B.1, B2 ve B4). Tiim hayvanlara
ait RES 42. giin serumlari ile yapilan blotlamalarda TaA2 ve D7 ekstraktlarinin her ikisinde
de =32 kDa agirhigindaki ortak bant belirgin olarak goriilmektedir. Bununla birlikte
T.annulata Ankara sporozoitleriyle enfekte hayvanlarinda 3640 kDa araliginda goriilen
dominant bantlar sadece 26A no’lu hayvana ait serumu ile belirlenirken (Resim 2.B.1, B4),
diger hayvanlara (54C, 891A ve 32A) ait serumlarla yapilan blotlamada ayni molekiiler
agirlik araligindaki bantlar 54C ile hi¢ belirlenemez iken (Resim 2.B.1, B1), 891A” da <36
kDa agirliginda bir bant, 32A no’lu hayvan serumuyla da <36 kDa agirliginda bir, 36-42 kDa
araliginda ise iki olmak fiizere ii¢ tane zayif bant goriilmiistiir (Resim 2.B.1, B2 ve B3).
Yiiksek pasajli hiicre kiiltiirleri enfekte edilen tiim hayvanlara ait RES 42. giin serumlarinda
~30 kDa agiriliginda bir bant daha gozlemlenmiss ve bu bant 6zellikle 54C ve 891A no’lu
hayvan serumlarinda belirgin olarak goriilmiistiir (Resim 2.B.1, B1 ve B2). 32A no’lu hayvan
serumunda TaA2 ve D7 ekstraktlarinda yaklasik 30 kDa agirligindaki bu banta ek olarak = 20
kDa agirliginda diger bir bant da goze ¢arpmakta, 26A’da ise bu bant ¢ok az belirgin olarak
goriilmektedir. Goriilen bu bantlardan baska 60—64 kDa aralifinda az belirgin iki bant daha
goriilmiis ve bu iki bantin 6zellikle 32A no’lu hayvana serumu ile yapilan Western blotlar da

diger hayvan serumlarina oranla daha belirgin oldugu goriilmistiir (Resim 2.B.1, B3).
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Resim 2.B.1. (Devam)
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Resim 2.B.1. Theileria annulata Ankara sporozoit (21A, 23B, 48C ve 897A) ve Theileria
annulata Ankara/Pendik yiiksek pasajli hiicre kiiltiirleri (pasaj 367) (54C,
891A, 32A ve 26A) enfekte hayvanlardan elde edilen RES 42. giin serum
ornekleri kullanilarak yapilan Western blotlarda TaA2, D7 ekstraktlarinda
belirlenen bantlarin karsilagtirilmasi ve TaSP rekombinat proteinine karsi
hayvanlarda goriilen yanitin incelenme sonugclari. (A1, 2, 3 ve 4); sporozoitler
ile enfekte edilmis 21A (A1), 23B (A2), 48C (A3) ve 891A (A4) no’ lu
hayvanlardan RES 42. giinde toplanan serum o6rnekleri, (B1, 2, 3 ve 4); yiiksek
pasajli hiicre kiiltiirleri enfekte edilmis 54C (B1), 891A (B2), 32A (B3) ve 26A
(A4) no’lu hayvanlardan RES 42. giinde toplanan serum o&rnekleri. M;

molekiiler protein belirleyici (Bio — Rad, Ingiltere).
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TaSP molekiiliinlin polimorfik merkezi bolgesine karsi tavsanlarda gelistirilen 6zgiil
antiserum ve hiicre ekstraktlarindaki dominant bantlar1 belirleyen sporozoit ile enfekte 48C
nolu hayvanin RES 42. giin serum 6rnegi kullanilarak molekiiliin farkli 7. annulata izolatlan
ile 7. parva ve T. lestoquardi tiirlerinde 6zgiil olarak baglandig1 bantlar Western blot yontemi
ile karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. 7. annulata Ankara izolatina ait klonlanmamis
TaA2 ve klonal TaA46 (klon 6), Ta J1-1 ile tek klon olan D7 ekstraktlarinda TaSP antiserumu
ile yapilan Western blotlar da =42 kDa agirligindaki bant 6zgiil olarak belirlenirken (Resim
2.B.2, Al ve A2), RES 42. giin serumlar ile yapilan western blotlama sonucunda TaA2,
TaA46, Ta J1-1 ve D7 ekstraktlarinda sirasiyla 32—42 kDa araliginda sirasiyla dort ve tiger
dominat bant goriilmiistiir (Resim 2.B.2, B1 ve B2). Bu bantlarda ilki en diisiik molekiiler
agirliga sahip (=32 kDa) olan ve tiim izolatlarda ortak olarak gbzlenen bant olmustur. En {istte
belirlenen bant TaA46 ve Ta J1-1 ekstraktlarinda TaSP antiserumu ile yaklagik ayni
molekiiler agirliga sahipken, TaA2 ve D7 ekstraktlarinda RES 42.inci giin serumu ile goriilen
bantin TaSP antiserumu ile belirlenen =42 kDa agirligindaki banttan daha diisiik agarliga
sahip oldugu gozlenmis, bunun yaninda =32 ile 42 kDa agirligindaki sirasi ile en alt ve en
tistteki dominant bantin yaninda TaA2 ekstraklarinda iki, TaA46, TalJl-1 ve D7
ekstraktlarinda ise birer bant daha goriilmiistiir (Resim 2.B.2, B1 ve B2).

Theileria annulata’nin farkli cografik bolgelere (Sudan, Misir, Hindistan, Ispanya ve
Tirkiye) ait izolatlar1 ile TaSP antiserumu kullanilarak yapilan Western blotlar da = 42 kDa
agirhigindaki bant 6zgiil olarak belirlenirken (Resim 2.B.2, A4, A5, A6 ve A7) sadece
Tiirkiye’ den izole edilen Diyarbakir susunda antiserum 42 kDa’dan daha biiyiik molekiiler
agirliga sahip bir bant belirlenmistir (Resim 2.B.2, A7). Bunun yaninda 7. annulata Aydin ve
Gharb (Misir) suslarinda TaSP antiserumu ile iki bant belirlemistir. Aydin izolatinda
belirlenen bantlardan biri 42 kDa agirliginda iken bir digerinin agirliginin ise >42 kDa oldugu
(Resim 2.B.2, AS5), Gharb susunda ise belirlenen ikinci banti1 daha az belirgin ve <42 kDa
agirliginda oldugu goriilmistiir (Resim 2.B.2, A6). RES 42. giin serumu kullanilarak yapilan
Western blotlarda yukarida belirtilen =32 kDa agirligindaki bant tiim izolatlarda goriilmiistiir.
Ortak bantin yaninda Tunus’tan izole edilen JED-4 susunda goriilen dominant bantin agirlhigi
42 kDa’dan daha diigiik olurken, bir diger sus olan BAT-2"de ise ayn1 molekiiler agirlikta (42
kDa) bir ve 42 kDa’dan daha diisiik agirliga sahip iiglincii bir bant daha goriilmiistiir (Resim
2.B.2, B4). Sudan izolatlar1 olan Shambai ve Umbaneai’de ise 42 kDa’dan daha biiyiik ve esit
molekiiler agirliga sahip olan bantlarin yaninda BAT-2 susuna benzer sekilde 3242 kDa
aralikta {i¢iincii bir bant daha belirlenmistir (Resim 2.B.2, B5). T. annulata’nin Ispanya izolati

olan Caceras’ da ortak olan banta (= 32 kDa) ilaveten belirlenen iki banttan birinin 42 kDa,
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digerinin ise daha diisiik molekiiler agirliga sahip oldugu goriilmiistiir. Hindistan susu olan
Ode ekstraktinda RES 42. giin serumu TaSP antiserumu ile benzer agarlikta bir bant
olusurken, Misir izolatinda (Gharb) olusan bantin daha diisiik molekiiler agarlikta oldugu
goriilmiistiir (Resim 2.B.2, B6). Tiirkiye izolatlarinda (Aydin, Pendik, Diyarbakir ve
Yenihisar) RES 42. giin serumu TaSP antiserumu ile benzer agarliklarda bantlar olugturmus,
bunun yaninda Pendik ve Yenihisar ektraktalarinda <42 kDa agirliginda tigiincii bir bant daha
goriilmiistiir (Resim 2.B.2, BS ve B7). T. annulata Aydin izolatinda TaSP antiserumu
kullanilarak yapilan blotlamalarda goriilen ikinci bantin (>42 kDa) RES 42. giin serumlar ile
yapilan blotlarda oldukga zayif oldugu goriilmiistiir (Resim 2.B.2, B5).

TaSP molekiiliiniin polimorfik merkezi bolgesine karsi tavsanlarda gelistirilen 6zgiil
antiserumun 7. parva ve T. lestoquardi gibi farkli Theileria tiirleri ile ¢capraz reaksiyon verip
vermediginin arastirilmast amaciyla yapilan Western blotlarda TaSP antiserumu 7.parva
ekstraktlarinda 3242 kDa aralifinda ii¢, 7. lestoquardi ekstraktlarinda ise 32-34 kDa
araliginda iki bant belirleyerek tiirler arasinda ¢apraz reaksiyon vermistir (Resim 2.B.2, A3).
RES 42. giin serumu ise 34 ve 42 kDa molekiiler agirliktaki bantlar1 belirleyememis ve sadece

~32 kDa agirhigindaki ortak bant ile ¢apraz reaksiyon gostermistir (Resim 2.B.2, B3).
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Resim 2.B.2. Theileria annulata’nin farkl izolatlar, 7. parva ve T. lestoquardi hiicre
kiltirlerinden hazirlanan protein ekstraktlar1 ile TaSP rekombinant
proteininin 48C numarali hayvana ait RES 42. giin bagisik serumu (B1, B2,
B3, B4, B5, B6 ve B7) ve TaSP rekombinant proteinine karsi gelistirilen
antiserum (A1, A2, A3, A4, A5, A6 ve A7) kullanilarak yapilan Western blot

sonuglar1. M; molekiiler protein belirleyici (Bio — Rad, Ingiltere).
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2.B.2.2. Bagisik Serumlarin TaSP ile Bloklanmasi

Theileria annulata’ya karst bagisik hayvan serumu igerisindeki TaSP molekiiliine
kars1 olusmus 0Ozgiil antikorlar1 rekombinant TaSP proteini ile noétralize edildikten sonra
yapilan {i¢ blot da elde edilen sonuglar Resim 2.B.3’de verilmistir.

Farkli konsantrasyonlarda (250 ve 500pg) rekombinant protein ile bloklanan iki serum
Ornegi sirasiyla birinci ve ikinci membranlarda, bloklanmamis serum Ornegi ise iiglinci
membranda kontrol amaciyla kullanilmistir. Igerisinde nétralize edilmis ozgiil TaSP
antikorlarini1 igeren iki serum Ornegi kullanilarak yapilan western blotlamalar sonucunda;
membranlarda kullanilan iki D7 hiicre ekstraktinda (D7 I ve II) belirlenen dominant bantlarda,
kontrol olarak bloklanmamis RES 42. giin serumu ile yapilan blotlarda belirlenen bantlar
arasinda herhangi bir fark goriilmemistir. Bununla birlikte icerisinde 6zgiil TaSP antikorlarini
iceren bloklanmamis serum kullanilan membranda TaSP rekombinant proteinine karsi
reaksiyon olusurken (Resim 2.B.3, C), bloklanmig serum kullanilan birinci ve ikinci
membrandaki TaSP rekombinant proteinine karsi herhangi bir reaksiyon olugsmamistir (Resim
2.B.3, A ve B). Ayn1 zamanda iki farki konsantrasyonda (250 ve 500ug) rekombinant protein
kullanilarak bloklanan bir ve ikinci membranlarda blotlama sonucunda herhangi bir fark

goriilmemistir.
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Resim 2.B.3. Protein ekstarklarinda gozlenen immunodominant bantlarin TaSP olup
olmadiginin belirlenmesi amaciyla yapilan Western blot sonucu. Al ve
A2; notralize 48C RES 42. giin serumu, C; nétralize edilmemis 48C
RES 42. giin. M; molekiiler protein belirleyici (Bio — Rad, Ingiltere).



2.B.2.3. immunopresipitasyon (IP) ve Proteomiks Analiz Sonugclar

Makrosizont donemine ait hiicre ekstraklarinda blotlamalar sonucu gdézlenen
immunodominant bantlarin belirlenmesi amaciyla 7. annulata Ankara izolatinin klonal D7
hiicre kiiltiirlinden hazirlanan toplam hiicre ekstraklarinda bulunan proteinler, iizerlerinde
ptrifiye edilip, temizlenmis IgG’ler ile kaplanmis magnetik dynabead’lerce tutulmus 6zgiil
olarak tutulmus ve bu proteinler 10 farkli soliisyon (DTT’li veya DTT siz 1xSDS, 2xSDS,
0.1xSDS, >1M NaCL, pH 8.4, 0.1M glicin HCI, pH 2.8, %1 TritonX—-100, 8M {ire, 100mM
trietilenamin ve 30mM Na-sitrat) kullanilarak eliiye edilmistir. Daha sonra her eliisyonda
bulunan proteinler ve bunlarin miktarlarinin belirlenmesi amaciyla 48C RES 42. giin serumu
kullanilarak yapilan western blotlama sonuglar1 Resim 2.B.4’de verilmistir.

Bagisik serum (48C RES 42. giin) ve enfeksiyon oncesi (ES) serum (kontrol) ile
yapilan IP’u takiben eliiye edilen proteinler kullanilarak yapilan blotlama sonucunda bagisik
serum kullanilarak yapilan presipitasyonda 1xSDS (DTT’li) ile elde edilen eliisyonda 3242
kDa araliginda istenilen bantlar goriiliirken, enfeksiyon Oncesi serum kullanilarak yapilan
presipitasyon sonrasi elde edilen eliisyonda herhangi bir bant goriilmemistir (Resim 2.B.4, A).

IP’u takiben DTT’siz 1xSDS kullanilarak yapilan eliisyonlarda istenilen proteinlerin
(3242 kDa) cogunun eliiye edildigi ve IgG’ler ile kontaminasyonun az oldugu
goriilmektedir, ancak hala proteinlerin bir kism1 bagl olarak boncuklarda kalmaktadir (Resim
2.B.4, F), bununla birlikte IP oncesi ve IP sonrasi ektraktlara bakildiginda 32-42 kDa
araligindaki diger bantlarin tam olarak presipite edilemedigi goriilmiistiir (Resim 2.B.4, I).
Kaynatilarak DTT’li 1xSDS igerisinde yapilan eliisyonlara bakildiginda neredeyde tiim
proteinlerin eliiye edilebildigi goriilmekte, ancak proteinler ile birlikte ayni zamanda
IgG’lerde eliiye olmaktadir (Resim 2.B.4, D). Kaynatilmadan DTT’li 1xSDS igerisinde
yapilan eliisyonlarda ise protein miktrar1 olduk¢a diismiis ve hala IgG kontaminasyonuna
rastlanilmistir. Dillisyon yontemi ile SDS konsantrasyonunu diigiirerek (0.1xSDS) hem
kaynatilarak hemde kaynatilmadan yapilan denemelerde IgG kontaminasyonu azalirken,
proteinlerin biiylik boliimii eliiye edilebilmistir (Resim 2.B.4, F). Presipitasyon sonrasi 2xSDS
(DTT’li) igerisinde kaynatilarak yapilan birinci eliisyonda elde edilen protein miktari
digerlerine gbére daha fazla olmus ve ikinci eliisyonda ¢ok az miktarda kalan proteinlerde
eliye edilerek blotlamalar da pelette reaksiyon veren her hangi bir protein varligina
rastlanmamistir, yani; dynabead’lere bagl kalan protein miktar1 olduk¢a diigmiistiir (Resim

2.B.4, B).
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Resim 2.B.4. Dynabead manyetik boncuklari ile yapilan immunopresipitasyonda farkli eliisyonlar sonrasi elde edilen proteinlerle
RES 42. giin serumu kullanilarak yapilan Western blot sonuglar1 (Devam),



1 x SDS eliisyonu

0.1 x SDS eliisyonu 1 x SDS eliisyonlar1

(DTT' 1i) (DTT’ li) (DTT’ siz)
R 5 = _
= = =
M = = = = =
= =] ) < e
> - > > s > =
= A - = = - = = -
47.5 >
—
325 —
—
E F
8M iire 100mM trietilenamin E % 30mM Na-sitrat
eliisyonlar elu/sy\onlarl é é Yikamalar eliisyonlar:
// s Pl o ~ P ~_ - S
8 | | ) a |
=} [==
" 5 3 ) m - = E :
= 2 > A z 3
2 2 2 R 2 3
B 8 £ = & & &
—
47.5 >
— —>
32.5 >
G H

Resim 2.B.4. Dynabead manyetik boncuklari ile yapilan immunopresipitasyonda farkli eliisyonlar sonrasi elde edilen proteinlerle
RES 42. giin serumu kullanilarak yapilan Western blot sonuglar1 (Devam),
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Dynabead manyetik boncuklar ile yapilan immunopresipitasyonda farkli
ellisyonlar sonrasi elde edilen proteinlerle RES 42. giin serumu kullanilarak
yapilan Western blot sonuglari. (A); D7 ve BL20 ekstraklari ile bagisik ve
enfeksiyon oncesi (kontrol) serumla yapilan immunpresipitasyon sonrasi [P
sonrasit D7 ekstrakti, pelet ve DTT’li eliisyonlar, (B); IP dncesi ve IP sonrasi
elde edilen D7 ekstraklari, 2xSDS (DTT’li) kullanilarak elde edilen birinci
(eliisyon I), ikinci (eliisyon II) eliisyonlar ile peletler, (C); IP 6ncesi ve IP
sonrasi elde edilen D7 ekstraklari, tuz ve glisin-HCL kullanilarak elde edilen
birinci (eliisyon I), ikinci (eliisyon II) eliisyonlar ile peletler, (D); IP dncesi
ve IP sonrasi elde edilen D7 ekstraklari, %1 TritonX-100 ve 1 x SDS
(DTT’li) kullanilarak elde edilen birinci (eliisyon I), ikinci (eliisyon II)
eliisyonlar ile peletler, (E ve F); D7 hiicre ekstrakti, DTT’li 1xSDS (E),
0.1xSDS ile DTT’siz 1xSDS (F) eliisyonlart ile peletler, (G ve H); D7 hiicre
ekstraktl, 8M {ire, 100mM trietilenamin (G) ve 30mM Na-sitrat (H)
kullanilarak elde edilen birinci (eliisyon I), ikinci (eltisyon II) eliisyonlar ile
peletler, (I); IP oncesi ve IP sonrasi elde edilen D7 ekstraklari, pelet ve

DTT’siz eliisyonlar. M; molekiiler protein belirleyici (Bio—Rad, Ingiltere).
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Yiiksek tuz konsantrasyonuna sahip (>1M) tampon soliisyonu kulanilarak yapilan
eliisyonlarda hem birinci hemde ikinci eliisyonlarda herhangi bir proteine rastlanilmamis ve
tiim proteinler dynabead’lere bagl halde kalmisltir (Resim 2.B.4, C). Blotlamalar da 0.1 M
glisin—HCl, pH 2.7 kullanilarak yapilan birinci ve ikinci eliisyonlarda ise ¢ok zayif bir
reaksiyon goriilmiis, ancak protyeinlerin ¢ogu eliiye edilememistir (Resim 2.B.4, C). %l
TritonX—100 tampon soliisyonu kullanilarak yapilan eliisyonlarda ise hi¢ bir proteine
rastlanamamistir (Resim 2.B.4, D). 8M iire ve 100mM trietilenamin kullanilarak yapilan
eliisyonlarla elde edilen blotlama sonuglart SDS (DTT’li ve DTT’siz) eliisyonlar: ile
karsilastirildiginda daha az IgG kontaminasyonu olmasma karsin tiim proteinleri eliiye
edememektedir (Resim 2.B.4, G). Bir diger eliisyon tampon soliisyonu olan Na—sitrat, pH 3.0
kullanilarak yapilan eliisyonlarda hicbir proteine rastlanmamis ve tiim proteinler bagl olarak
kalmistir (Resim 2.B.4, H).

SDS tampon soliisyonu kullanilarak eliiye edilen tim presipite proteinler bir araya
toplandiktan sonra yapilan SDS-PAGE’de kesilen protein bantinin mass spektrofotometrik
yontemle yapilan proteomiks analizi sonucunda elde edilen peptid dizilimleri Mascot tarama
programui ile incelenmistir. Mascot tarama sonucunda; sekans analizi i¢in gonderilen protein
bantinda konak hiicre kaynakli yogun kontaminasyona rastlanmis, buna ragmen 7. annulata
Ankara C9 genomunda bulunan TA15705 geni tarafindan kodlanan hipotetikal protein
(www.genedb.org) hiti elde edilmistir (Cizelge 2.B.1).
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Cizelge 2.B.1. IP sonucunda SDS-PAGE’den elde edilen protein bantinin mass

spektrofotometrik yolla peptid dizilerinin Mascot tarama sonuglari

Protein hit:

_ gi27807377

 gil109659291
~gil223046
 il156120479
~gi222979

£i[149640738

 gil6730618
gil28614
 gil62751962
~gil119914679
2i[3493529

gil8393519

gi]126305177

_ gil3395780
gi[156120947

gi|12653507

 gil229506
 gil77736299
2i[119890312

gi|115497946

 gil78369456

31559916

gil136429

~ gil229503
2i[5453854

gi[149584726

£i]78042550

gi|158749613

 gil1498643

 gil3599503

~gil6677598
2120998

gi[21703762

gi|155371923

£i|73986866

gi[306875
2il149693706

gi[109510541

~ gi[12856069
 gi|77735757
_ gil115497482
gil109111852

gil122141

gi]7023053

gi|71897339

giP312137
2i[84994198

_ gi[147771375
~ gi73977140

glutamic-oxaloacetic transaminase 2, mitochondrial (aspartate
aminotransferase 2) [Bos taurus]

Acetyl-Coenzyme A acetyltransferase 2 [Bos taurus]
aminotransferase,Asp

aldolase A [Bos taurus]

aminotransferase,Asp

Aspartate aminotransferase, mitochondrial precursor (Transaminase A)
(Glutamate oxaloacetate transaminase 2) [Ornithorhynchus anatinus]
Chain A, Rabbit Muscle Aldolase AFRUCTOSE-1,6-Bisphosphate Complex
aldolase A [Homo sapiens]

serine/threonine kinase receptor associated protein [Bos taurus]
GBI12 isoform 1 [Bos taurus]

histone macroH2A1.2 [Homo sapiens]

H2A histone family, member Y [Rattus norvegicus]

Aspartate aminotransferase, mitochondrial precursor (Transaminase A)
(Glutamate oxaloacetate transaminase 2) [Monodelphis domestica]
histone macroH2A1.1 [Gallus gallus]

phosphoserine aminotransferase [Bos taurus]

Glutamic-oxaloacetic transaminase 2, mitochondrial (aspartate
aminotransferase 2) [Homo sapiens]

aldolase C

guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha inhibiting activity
polypeptide 3 [Bos taurus]

uroporphyrinogen decarboxylase isoform 1 [Bos taurus]

LanC lantibiotic synthetase component C-like 1 [Bos taurus]
nucleophosmin (nucleolar phosphoprotein B23, numatrin) [Bos taurus]
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 isoform a [Mus musculus]
Trypsin precursor

aldolase

poly(rC) binding protein 1 [Homo sapiens]

histone macroH2Al1.1, partial [Ornithorhynchus anatinus]

glutaredoxin 3 [Bos taurus]

uroporphyrinogen decarboxylase [Rattus norvegicus]

uroporphyrinogen decarboxylase

guanine nucleotide-binding protein Gi alpha subunit [Xenopus laevis]
guanine nucleotide-binding protein Gi2 alpha-subunit [Squalus acanthias]
Guanine nucleotide-binding protein G(k) subunit alpha (G(i) alpha-3)
eukaryotic translation initiation factor 3, subunit M [Mus musculus]
nudix -type motif 9 [Bos taurus]

similar to Fructose-bisphosphate aldolase A (Muscle-type aldolase) (Lung
cancer antigen NY-LU-1) isoform 1 [Canis familiaris]

C protein

uroporphyrinogen decarboxylase isoform 1 [Equus caballus]
Nucleophosmin (NPM) (Nucleolar phosphoprotein B23) (Numatrin) (Nucleolar
protein NO38)[Rattus norvegicus]

unnamed protein product [Mus musculus]

acyl-Coenzyme A dehydrogenase, C-2 to C-3 short chain [Bos taurus]
zinc binding alcohol dehydrogenase, domain containing 1 [Bos taurus]
phosphoserine aminotransferase isoform 1 isoform 2 [Macaca mulatta]
BOLA class 1 histocompatibility antigen, alpha chain BL3-7 precursor
unnamed protein product [Homo sapiens]

protein phosphatase 2A, regulatory subunit B* [Gallus gallus]
fructose bisphosphate aldolase [Homo sapiens]

hypothetical protein TA15705 [Theileria annulata Ankara]
hypothetical protein [Vitis vinifera]

Uroporphyrinogen decarboxylase (URO-D) (UPD) isoform 2
[Canis familiaris]
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Proteini kodlayan TA15705 geni 1008 bp uzunlugunda tek bir ekzona sahip, parazitin
makrosizont doneminde sentezlenip ve ikinci kromozom {izerinde (Sekil 2.B.6) yer
almaktadir. Gen bolgesi tarafindan kodlanan proteinin 35 kDa agirliginda, N-terminal ucunda
18 ve 19. amino asitler arasinda muhtemel kesim bdlgesi olan bir signal peptid igerdigi
belirlenmistir. 7. annulata genomunda muhtemel gen duplikasyonuna bagli TA15705 geninin
de igerisinde bulundugu ve toplamda bes genden olusan paralog gen ailesi bulunmaktadir.
Paralog aile icerisinde yer alan genlerin kromozomal yerlesimi ve kodladiklar1 proteinlere ait
ozellikler Sekil 2.B.6’da verilmistir. Bu genlerin tiimii tek bir ekzona sahip olup, ikinci
kromozom Tlizerinde yer almaktadirlar. Ayrica gen bolgeleri tarafindan kodlanan proteinler
arasinda korunmus bir signal peptid bulunmakta ve ilgili genler 175-357 amino asit

uzunlugunda proteinleri kodlamaktadirlar.

1 1DE EFID.K 3“;}( 4DIDK 00K BO0 K ?DPK BO0 K SDIDK 1M 1,1qDK1,ZDDK1,SDDK‘IADIDKT,SqDK],EDIDKL?DIDK )
-ttt -ttt
P PR ST TR Y NS TR TS YUY SEMTEY T YRS THTRS SRS E T ATYT TSI IY B B TR Y B A TITRT - [NTS ¥ (N5 TINT | YRS W E VRSN TSI TR WETHTIIN MSTTRSTRYE)

119‘?9,1TD|
T ]

@iy o s s s iim | beiomoros Em e ser B4 8 & 8 BEE 4888 B0 BEEES 8 | Ba 8 81 G40 4SS B4 4 8 B8 48 S4EAE B8 BESREIEL 4 B8 4 4448 8 081 0@
O Oy T 1Y et s (R I T | s avmarie e 8 e C} e B I T B A e T T O S T TR i e v aee N

T.annulata gDNA chr2

164 K 166 K 168 K 170K 172K 174 K 176K 176 K 180K 182K 184 K 186 K
Tttty Tt Tt
TA15690
— - - < I
] > >
e T— [«
—— TA5710 . Talsess  1HES IEECEEI
<
TR15705 (Ta9) -
TA15695
< | 3\
I:lSignalpeptide
Tatsess: 25w (IS S AN donan
TA15690 ; 335 aa [ [N —— v Tekekson
v KorunmugSP
TA15695 ; 175 22 [ [N v 175357 aasit
TA15705 5 335 aa [ TH
TA15710 5 375 aa [ [

J

Sekil 2.B.6. Ta9 ve paralog genlerinin 7. annulata gDNA’s1 ikinci kromozomu tizerindeki

yerlesim yerleri ve kodlanan proteinlerin ortak 6zellikleri.
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TA15705 (Ta9) paralog ailesinde bulunan genlerin biyoinformatik inceleme sonuglari
Cizelge 2.B.2°de verilmistir. Paralog aile genlerinin hepsinin makrosizont déneminde
sentezlendigi ve TA15690, TA15695, TA15705 (Ta9) ve TA15710 genlerinin makrosizont
donemine ait EST verileri sirastyla 10, 17, 10 ve 4 olarak belirlenmistir. Ailede bulunan tim
paralog gen proteinlerinin clustal X programu ile yapilan karsilastirmalar1 sonucunda 1-20.
amino asitler arasinda korunmus signal peptid i¢eren alan oldugu belirlenmistir (Sekil 2.B.7).
Bunun yaninda, Ta9 paralog ailesinde bulunan genlerin membran topolojilerinin belirlenmesi
amaciyla Toppred bilgisayar programi (G. von Heijn 1992) kullanilarak yapilan analizlerde
ailede bulunan genlerin hepsinin salgisal proteinleri kodladig1 belirlenmis ve higbir proteinde
transmembran alanlara rastlanmamustir. Tiim genler yiiksek dN/dS verilerine (0.31-0.38)
sahip olmalarina karsin PEST motifi icermemektedir. Pfam analizlerinde TA15685
haricindeki proteinlerde FAINT domaine rastlanmamis, ancak TA15685 proteinin de bir adet
FAINT domain oldugu goriilmiistiir. Ailede bulunan genler uzunluklar1 175-357 amino asit
arasinda degisen 19-37.9 kDa molekiiler agirliga sahip proteinleri kodlamaktadir (Cizelge
2.B.2).
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TA15695 MNLVTSGITLYSEYICVCMDPDGADGGNNPPGD— - = = = = — — — m o o e NPP-PSRP—— — === oo AKCT

TA15690 MNLVTSGIILYSFY1CVCMDPDGAEPEKSDSG I = = = = = == —— — o e RFYGDGEP———— === —mm o mmm e VKSD

TA15705 MNLLTSGIILYSFYLSTCMDSSDSDEDGDGDGDSMLPPHQRSPMFEGTLGESFTGGYSKEELESKFPKMRMGKGPKDKGPAKPKPTPGP - === —— == ———— oo VKDT

TA15710 MNLVTSGIILYSFYICVCMDPDGSEPEKSDSGIRLYG-——————— DGDPVFTTTLKLTPEEANILKDLLVSYQECVSKSGSKPSDDPKPDLG I IRRDGDGNPLFLQTHEVTQEEAE ILSW

TA15685 MNLVTSGIILYSLYICVCMDPEDGSEHESAVVD— - == = == = — m m o o oo GDDATEPPP——————— oo YET
*

Rk I = = e e e e e I ] *xxk

TA15695 LLPTDDEAQGALGPPYCTPGDCOP — — - - — = — o o o
TA15690 MMPTEEEAKGALGPPVCTPGDCGPP---TPGHGTPGYPSEAAEGYGTSDYSPYVPRPYGQSSPGSYGAPGYGYYVPGGYGTPRHSTTQGYRTPVYCPCFPGPYGTPGATGYGGY IPQGPY

TA15705 MMPGDQEARGASGGPGTYP--YPPQ-—--- GYPTGGYPPQATGGYGQPGPYQTGPYPYPQGQPGPYPVQTPGGYGQPGKG-——————————- PAYPPDPYGASGGYGPPGHGPAYPPDPY
TA15710 LLKNHDPKQDPSAPPEERPPPYSPGPYLTPGPSAPPYPIETPGGYGG----YMSQGPYGQPSGAGYGAPGYGPYFPGGYG-—-————-~- QQTPGTYPYPYPQQGPYGAEGATGGYGGG--
TA15685 VVQNPNPPPYHHGYHFVHTHTSGTD----—-—==—=—— === — - ———— DDDPPPPYTPEPQNYPLPPLNQQSQASYT-——-——————- YPYYSPRSVDSRSPTGSDATPDYYG----
TA15695 ————————m e e HP-——————- HAADGTLLTPVDAKNVSNNRHTFFCKYT-GPDKKSHHELKPGHGCGFNSVSYGGEQVWEMEREN
TA15690 GARHSYYSPGGYGSPRYPTQPSPYRATSGNGAGASGDAGSPGQQTDQPS---GPPTRAPDGTKLFS IDAKTGSNCSNV IVKEY I SGRHNRFHRRLNPKPGFGFNSVSYNGVSVWEMRVDK
TA15705 GASG----—----————————————- ATGGYGGGASGGAEGPGQPTGPPGPSSGPPTQAPDGTKLGPVDAKTAKNGEHVNVDEFRAGSHDHRHRR I TPKHGHGFNRVNYDGLRVW IMDGFK
TA15710 - ————— ATGGAGGYGTSWGQVPSAPEADPSGPSGVSTPGAGGLRLVHLDAKVENECGLYEVLEYNLPGKGGKHRRYKPNCGFG IRMVTYAGVVVWKMDGQH
TA15685 --————-————— SSLYGQGATGYTPSLSTTSQAAS——--- DQLPPDELQLVDLDTKSKCSSNSTLFSTHL IKVKG-MIHKYSPKEGFGYKKITHGNVVVWSMENGI
* - ** X

. .- el . .. . A A
TA15695 YGTGVDVHP IGDSHKTLVVTMKDGSKKIYQKRGKGKPWE---EKN-—-——==————————
TA15690 YATEVFLYPLRSPQKTILIMLIDGI IKTFKRKGKNKPWK---EKDVNIRGELFIRQALS
TA15705 YATGVLLFPLGFGEKTLVITYSDGSKKTFKKRGNAKPWE---EKD--—-———==——————
TA15710 HATEVTLIGVGTGNKKIDVKLSNGTRVRFKRGGKDKQWKRDIEKQ-----—-—-——————-
TA15685 YATKASVIGVGFGSKQITIELINGITINLKKRGHKKEWVQVTPR--—=——==———————-
- * = -

- - - L -

Sekil 2.B.7. Ta9 paralog gen ailesince kodlanan proteinlerin amino asit diizeyinde clustal X (2.0) programi kullanilarak birbirleri ile karsilastirilmasi.
Karsilastirilan amino asit dizilimlerindeki tamamu ile korunmus bazlar '*' ile, gii¢lii gruplar arasinda tamamu ile korunmus amino asitlari iceren
alanlar ':' ile, zayif gruplar arasinda tamami ile korunmus amino asitlari i¢eren alanlar '." ile ve karsilastirilan amino asitler arasindaki bosluklarda

¢-* ile belirtilmistir. Golgelenmis bolgeler; 1-20 amino asitler arasindaki korunmus signal peptid alanin1 belirtmektedir.
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Cizelge 2.B.2. Ta9 paralog gen ailesinde kodlanan proteinlerin biyoinformatik inceleme sonuglari

< < . Z
o 3 & 5

Z S S £y 29 7z 2 3 2 8 & B =2

2.8 g s ¢ 87 B8 2 wu 3 9 3 g 2 9

— — — N

Hipotetikal

TA15685 (Ta9.1) protein 1 0 0 \ 0 - 0 0,3804 - 1 0 0 0 28.0
TA15690 (Ta9.2) n " 1 o 0o v 0 - 0 - - - 10 0 0 35.9
TA15695 (Ta9.3) " " 1 0 0 \ 0 - 0 0,0366 - - 17 0 0 19
TA15705 (Ta9) " " 1 0 0 \ 0 - 0 0,3166 - - 10 0 0 34.9
TA15710 (Ta9.4) nooo 1 o 0o 0 - 0 0,3476 - - 4 0 0 37.9

6¢l



TA15685
Ta9.1l

TA15685
Ta9.1

TA15685
Ta9.1l

TA15690
Ta9.2

TA15690
Ta9.2

TA15690
Ta9.2

TA15690
Ta9.2

TA15695
Ta9.3

TA15695
Ta9.3

(A); Ta9.1 proteinin sekans analiz sonuglari

MDPEDGSEHESAVVDGDDATEPPPYETVVQNPNPPPYHHGYHFVHTHTSGTDDDDPPPPYTPEPQNYPLPPLNQQSQASYTYPYYSPRSVDSRSPTGSDATPDYYGSSLYG
MDPEDGSEHESAVVDGDDATEPPPYETVVQNPNPPPYHHGYHFVHTHTSGTDDDDPPPPYTPEPQNYPLPPLNQQSQASYTYPYYSPRSVDSRSPTGSDATPDYYGSSLYG

xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

QGATGYTPSLSTTSQAASDQLPPDELQLVDLDTKSKCSSNSTLFSTHL I1KVKGMIHKYSPKEGFGYKKITHGNVVVWSMENG I YATKASVIGVGFGSKQITIELINGITIN
QGATGYTPSLSTTSQAASDQLPPDELQLVDLDTKSKCSSNSTLFSTHL I1KVKGMIHKYSPKEGFGYKK I THGNVVVWSMENG I YATKASVIGVGSGSKQITIELINGITIN

R R R R kS e S o S S S R R S R R R AR R R R SR SR R SR R R SR R R SR SR R R R R R SR SR R R SRR R S S R Sk S Sk SR SR R S R R SR R AR R SR S S S R R R R R SRR R Rk o Sk o Sk o R R R R R R R o e

LKKRGHKKEWVQVTPR
LKKRGHKKEWVQVTPR

R R o e e e o e

(B); Ta9.2 proteinin sekans analiz sonuglar1

MDPDGAEPEKSDSG IRFYGDGEPVKSDMMPTEEEAKGALGPPVCTPGDCGPPTPGHGTPGYPSEAAEGYGTSDYSPYVPRPYGQSSPGSYGAPGYGYYVPGGYGTPRHSTTQ
MDPDGAEPEKSDSG IRFYGDGEPVKSDMMPTEEEAKGALGPPVCTPGDCGPPTPGHGTPGYPSEAAEGYGTSDYSPYVPRPYGQSSPGSYGAPGYGYYVPGGYGTPRHSTTQ

AR R R R Sk R S S R S S S S R R S R S S R S R R S SRR SR SRR SR SR R SR SRR SR R SR SR R R R R R R R R S R R S SRR R SR R R SR R R SRR SR R R R R R R R R R SR R SR R R R R R R AR R SR R S S R R SRR R Sk S o e o

YRTPVYCPCFPGPYGTPGATGYGGY IPQGPYGARHSYYSPGGYGSPRYPTQPSPYRATSGNGAGASGDAGSPGQQTDQPSGPPTRAPDGTKLFS IDAKTGSNCSNVIVKTQP
YRTPVYCPCFPGPYGTPGATGYGGY IPQGPYGARHSYYSPGGYGSPRYPTQPSPYRATSGNGAGASGDAGSPGQQTDQPSGPPTRAPDGTKLFS IDAKTGSNCSNV IVKTQP

R o o o R e S R R e e R e R R e T e R e S R e S S e S e R e e e S R e e R e R R e e e S e R e R e e R e R R R R e e R R e R R R R R R R R R e R e e

SPYRATSGNGAGASGDAGSPGQQTDQPSGPPTRAPDGTKLFS IDAKTGSNCSNV IVKEY 1 SGRHNRFHRRLNPKPGFGFNSVSYNGVSVWEMRVDKYATEVFLYPLRSPQK
SPYRATSGNGAGASGDAGSPGQQTDQPSGPPTRAPDGTKLFS IDAKTGSNCSNV IVKEY I SGRHNRFHRRLNPKPGFGFNSVSYNGVSVWEMRVDKYATEVFLYPLRSPQK

EAEAEEIAAEIAAAEAA A AA A AXA A AXA A AXA A AKX A AAT A AA A AA A A AR AA A A A AAAAXAAAXAA AL A AL AALTEAAXTAAA A AXAT A XA AAAAAXAAAAAAXAAAXAAXAXAAXAXAAXTXAAXT XA XT XA XhAdhik

TILIMLIDGI IKTFKRKGKNKPWKEKDVN IRGELF IRQALS
TILIMLIDG I IKTFKRKGKNKPWKEKDVN IRGELF IRQALS

EEAEXEIAAXAXAXAXAXAAXAXAAAXAAXAAALAAALAAAAAAAAAAAAXXx*x

(C); Ta9.3 proteinin sekans analiz sonuglari

MDPDGADGGNNPPGDNPPPSRPAKCTLLPTDDEAQGALGPPVCTPGDCGPHPHAADGTLLTPVDAKNVSNNRHTFFCKYTGPDKKSHHELKPGHGCGFNSVSYGGEQVWE
MDPDGADGGNNPPGDNPPPSRPAKCTLLPTDDEAQGALGPPVCTPGDCGPHPHAADGTLLTPVDAKNVSNNRHTFFCKYTGPDKKSHHELKPGHGCGFNSVSYGGEQVWE

A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AT AA A A A AL AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA A A AR LA ddhik

MERENYGTGVDVHP IGDSHKTLVVTMKDGSKK1YQKRGKGKPWEEKN
MERENYGTGVDVHP IGDSHKTLVVTMKDGSKK1YQKRGKGKPWEEKN

FTEAEAAAXAAIXAAITXAAXAXAAXAXAAXAAAIAAIAXAAIXAAITXAITXAITXAddxhiddkiikx

Sekil 2.B.8. Klonlanarak, piirifiye edilen Ta9 ve paralog genleri tarafindan kodlanan proteinlerin dizilim analiz sonuglar1 (Devam),
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(D); Ta9 proteinin sekans analiz sonuglari

TA15705 MDSSDSDEDGDGDGDSMLPPHQRSPMFEGTLGESFTGGY SKEELESKFPKMRMGKGPKDKGPAKPKPTPGPVKDTMMPGDQEARGASGGPGTYPYPPQGYPTGGYPPQATG
Ta9 MDSSDSDEDGDGDGDSMLPPHQRSPMFEGTLGESFTGGYSKEELESKFPKMRMGKGPKDKGPAKPKPTPGPVKDTMMPGDQEARGASGGPGTYPYPPQGYPTGGYPPQATG

xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

TA15705 GYGQPGPYQTGPYPYPQGQPGPYPVQTPGGYGQPGKGPAYPPDPYGASGGYGPPGHGPAYPPDPYGASGATGGYGGGASGGAEGPGQPTGPPGPSSGPPTQAPDGTKLGPV
Ta9 GYGQPGPYQTGPYPYPQGQPGPYPVQTPGGYGQPGKGPAYPPDPYGASGGYGPPGHGPAYPPDPYGASGATGGYGGGASGGAEGPGQPTGPPGPSSGPPTQAPDGTKLGPY

AR R R kS e S R SR S S R R S R R R AR R R R SR SR SR R R SR R SR R R R R R R R SR R R SRR R S S Sk Sk S S SR SR R S R R SR R AR R SR S S S R R R R R SR AR R Rk S SRk S S R R SRR SRk o S o e S S o e

TA15705 DAKTAKNGEHVNVDEFRAGSHDHRHRR I TPKHGHGFNRVNYDGLRVWIMDGFKYATGVLLFPLGFGEKTLV ITYSDGSKKTFKKRGNAKPWEEKD
Tag DAKTAKNGEHVNVDEFRAGSHDHRHRR I TPKHGHGFNRVNYDGLRVWIMDGFKYATGVLLFPLGFGEKTLV ITYSDGSKKTFKKRGNAKPWEEKD

A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AT A A A A A A LA AAAAAA A AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA A AAA AT AA AL AA XA dhhx

(E); Ta9.4 proteinin sekans analiz sonuglari

Ta9.4 MDPDGSEPEKSDSGIRLYGDGDPVFTTTLKLTPEEANILKDLLVSYQECVSKSGSKPSDDPKPDLG I IRRDGDGNPLFLQTHEVTQEEAE I LSWLLKNHDPKQDPSAPPEE
TA15710 MDPDGSEPEKSDSGIRLYGDGDPVFTTTLKLTPEEANILKDLLVSYQECVSKSGSKPSDDPKPDLGI IRRDGDGNPLFLQTHEVTQEEAEILSWLLKNHDPKQDPSAPPEE

A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AA A A A A A AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA A A A AR LA A Ahddk

Ta9.4 RPPPYSPGPYLTPGPSAPPYPIETPGGYGGYMSQGPYGQPSGAGYGAPGYGPYFPGGYGQQTPGTYPYPYPQQGPYGAEGATGGYGGGATGGAGGYGTSWGQVPSAPEADP
TA15710 RPPPYSPGPYLTPGPSAPPYPIETPGGYGGYMSQGPYGQPSGAGYGAPGYGPYFPGGYGQQTPGTYPYPYPQQGPYGAEGATGGYGGGATGGAGGYGTSWGQVPSAPEADP

xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

Ta9.4 SGPSGVSTPGAGGLRLVHLDAKVENECGLYEVLEYNLPGKGGKHRRYKPNCGFG IRMVTYAGVVVWKMDGQHHATEVTL IGVGTGNKKIDVKLSNGTRVRFKRGGKDKQW
TA15710 SGPSGVSTPGAGGLRLVHLDAKVENECGLYEVLEYNLPGKGGKHRRYKPNCGFGIRMVTYAGVVVWKMDGQHHATEVTL IGVGTGNKKIDVKLSNGTRVRFKRGGKDKQW

R R S kR S Sk o S S S S S S SR R S SR AR R R R S AR R S SR SR R R R R R SR SR R R R R SR R R R AR R R R Rk R Sk SR R SR R S R R SR R R S S R S R R SRR R SRk o Sk S R AR SRR S R R R R R

Ta9.4 KRDIEKQ
TA15710 KRDIEKQ

EaE e e e

Sekil 2.B.8. Klonlanarak, piirifiye edilen Ta9 ve paralog genleri tarafindan kodlanan proteinlerin dizilim analiz sonuglari. Ta9.1 (A), Ta9.2 (B), Ta9.3 (C), Ta9
(D), Ta9.4 (E) proteinlerinin amino asit diizeyinde Genedb veri tabaninda kayith sirasiyla TA15685, TA15690, TA15695, TA15705, TA15710
genlerine ait protein dizilimlerinin amino asit diizeyinde clustalX (2.0) programi kullanilarak karsilastirma sonuclari. Karsilagtirilan amino asit

dizilimlerindeki tamami ile korunmus bazlar '*' ile belirtilmistir.
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2.3.2.4. Klonlanan Proteinlerin Dizilim ve Western Blot Sonuclar:

pDEST17 / DHS5a stoklart igerisinde bulunan klonlanan ilgili genlere ait protein
kodlayan bdlgelerin dizilimlerinin belirlenmesi amaciyla yapilan dizilim analiz sonuglari
Sekil 2.B.8’de verilmistir. Analiz sonucunda TA15685 haricinde klonlanarak piirifiye edilen
diger tiim paralog proteinler (Ta9.1, Ta9.2, Ta9.3, Ta9, Ta9.4) Genedb veri tabaninda

(www.genedb.org) kayith 7. annulata genomunda yer alan ilgili gen bolgelerine ait protein

dizilimleri ile amino asit diizeyinde %100 benzerlik gostermistir. TA15685 (Ta9.1) geninin
dizilim analizlerinde bir amino asitte degisme (fenilalanin / serin) belirlenmis ve buna bagh
benzerlik oran1 %99’a gerilemistir (Sekil 2.B.8, A).

Mass spektrofotometrik analizler sonucunda elde edilen TA15705 hiti tarafindan
kodlanan proteinin (Ta9) D7 ekstraktlarinda western blotlamalarda goriilen dominant
bantlardan hangisi oldugunun belirlenmesi amaciyla yapilan bloklama deneyi (Bknz.;
2.3.1/Bagisik Serumlarin TaSP ile Bloklanmasi ve Western Blotlama) sonrasi elde edilen
sonuclar ve proteinin 48C RES 42. giin serumu kullanilarak yapilan Western blot sonucu
Resim 2.B.5°de verilmistir. Bloklanmamig 48C RES 42. giin serumu kullanilarak yapilan
blotlamada D7 ekstraktlarinda 32-46 kDa araligindaki iic dominant bant goriiliirken, Ta9
rekombinant protein kullanilarak bloklanan serum kullanilarak yapilan blotlamada D7 hiicre
ekstraklarinda goriilen =46 kDa agirligindaki banta 6zgii antikorlar nétralize edilmis ve bu
bant bloklanmis membranlarda ¢ok silik reaksiyon gdstermistir (Resim 2.B.5, B). Bloklanmis
membranda ayni zamanda Ta9 rekombinant proteinine karsida bloklanmamis membrana
nazaran daha zayif bant goriilmesi serrumda bulunan Ta9’a 6zgii antikorlarin yeterli miktarda
rekombinant protein ile bloklanamamasma bagli tamamimin nétralize edilemedigini
gostermektedir.

Paralog ailede bulunan TA15710 geni tarafindan kodlanan Ta9.4 rekombinant
proteinin Ta9 ile birlikte Western blot da en yliksek antikor yanitin olustugu ikinci protein
oldugu belirlenmis ve yapilan bloklama deneyi sonucunda bloklanmamig serum kullanilaraak
yapilan western blotlama sonucunda D7 hiicre ekstraklarinda {i¢ bantta goriiliirken,
bloklanmis serum kullanilan membranda D7 ekstraktlarinda goriilen =44 kDa agirligindaki
ikinci dominant bant goriilmemistir (Resim 2.B.6, A1). Ta9 ve Ta9.4 rekombinant proteinleri
kullanilarak yapilan bloklama deneyleri sonucunda D7 hiicre ekstraklarinda goriilen ~44 ve
46 kDa molekiiler agirliga sahip iki bant1 sirasiyla TA15710 ve TA15705 genleri tarafindan

kodlanan Ta9.4 ve Ta9 proteinleri oldugu belirlenmistir.
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Resim 2.B.5. TA15705 (Ta9) rekombinant proteini ile yapilan bloklama deneyinin Western blot sonucu. (A); Ta9
rekombinat proteini ile 48C RES 42. giin serumu, (B ve C); Bagisik serumlar ile yapilan Western
blotlarda goriilen immunodominant bantlarin belirlenmesi amaciyla Ta9 rekombinant proteini ile
bloklanmig 48C RES 42. giin serumu (B) ve bloklanmamis 48C RES 42. giin serumu (C) kullanilarak
yapilan western blot sonuglari. Bordo ok bloklanmig (B) ve bloklanmamis (C) membranlardaki D7
ekstraktlarinda goriilen 32-44 kDa agirhigindaki iki dominanti gostermektedir. Yesil renkli ok
bloklanmamis (C) D7 ekstraktlarinda goriilen ancak bloklanmamis mebranda gézlenmeyen (C) =46 kDa

agirhgindaki bant1 gdstermektedir. M; molekiiler protein belirleyici (Bio—Rad, Ingiltere).
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Resim 2.B.6. TA15710 rekombinant proteini ile yapilan bloklama deneyinin Western blot sonucu. (A1 ve A2); TA15710
rekombinat rekombinant proteini ile bloklanmis 48C RES 42. giin serumu (A1) ve bloklanmamis 48C RES 42.
giin serumu (A2) kullanilarak yapilan western blot sonuglari. Bordo ok bloklanmis (A1) ve bloklanmamis (A2)
membranlardaki D7 ekstraktlarinda goriilen 3244 kDa agirligindaki iki dominant1 géstermektedir. Yesil renkli
ok bloklanmamis (A2) D7 ekstraktlarinda goriilen ancak bloklanmamis mebranda gozlenmeyen (A1) =44 kDa
agirhigindaki bant1 gdstrmektedir. M; molekiiler protein belirleyici (Bio—Rad, Ingiltere).



Dominant bantlara ait proteinler oldugu belirlenen Ta9 ve Ta9.4 rekombinant
proteinlerin farkli B hiicre epitoplar1 iceren ancak ayni gen bolgesi tarafindan kodlanan bir
proteinde ekspresyon sonrast konak hiicrede meydana gelen transformasyona bagli olarak
meydana gelip gelmediginin belirlenmesi ve buna ilaveten iki protein arasinda her hangi bir
capraz reaksiyon olup olmadiginin anlagilmasi amaciyla ilgili rekombinant proteinler ile ayri
ayr1 bloklanan serum Ornekleri kullanilarak yapilan deneyde elde edilen blotlama sonuglari
Resim 2.B.7’de verilmistir. Ta9 rekombinant proteini ile bloklanmig 48C RES 42. giin serumu
kullanilarak yapilan western blotlamada D7 hiicre ekstraklarindaki dominat, =46 kDa’luk bant
bloke olurken Ta9.4 rekombinant proteinine karsi yiiksek reaksiyon goriilmiistiir (Resim
2.B.7, B). Bunun yaninda Ta9.4 rekombinant proteini ile bloklanmis 48C RES 42. giin
serumu kullanilarak yapilan blotlamada Ta9 rekombinant proteinine karsi hala reaksiyon
goriiliirken, D7 ekstraklarindaki dominat, =44 kDa’luk bant bloke olmustur (Resim 2.B.7, C).

Theileria annulata ile enfekte BL20 hiicre (TBL) kiiltiirlerinden hazirlanan
ekstraktlarda 7. annulata Ankara izolatinin tek klonu olan D7 hiicre ekstraktlarinda 48C RES
42. giin serumu kullanilarak yapilan blotlamalarda goriilen ~32-46 kDa araliginda molekiiler
agirliga sahip lic dominant banttan ~32 ve 46 kDa agirligindaki iki bant zayif reaksiyon
verirken, ~44 kDa’luk banta kars1 iyi reaksiyon goriilmiistiir. Bu ii¢ banta ek olarak birde ~47
kDa’luk bir dominant bant daha goriilmiistiir (Resim 2.B.8, A). TBL hiicre ekstraktlarinda
goriilen =44 kDa’luk dominant bantin Ta9.4 rekombinat proteini oldugu yapilan bloklama
deneyleri ile belirlenmis (Resim 2.B.8, C), ancak diger bant (=47 kDa) tanimlanamamustir.

Ta9.1, Ta9.2 ve Ta9.3 rekombinant proteinlerine kars1 olusan antikor
degerlendirilmesi amaciyla sporozoit ile enfekte 48C RES 28 ve 42. giinlerde elde edilen
serum kullanilarak yapilan western blotlama sonuglar1 Resim 2.B.8’de verilmistir. 28 ve 42.
giin serumu kullanilarak yapilan blotlamalarda Ta9.1’e kars1 olusan antikor yanitin Ta9.2” ye
oranla daha yiiksek oldugu gozlenmistir (Resim 2.B.§, A ve B). Bununla birlikte, RES 42.
giin serumu ile yapilan blotlamalarda Ta9.3 rekombinant proteini Ta9.1 ve 2’ye oranla en
yiliksek antikor yanitin olustugu protein olmustur (Resim 2.B.8, C2). Blotlamlarda ytiiksek
antikor yanit olusturan Ta9.3 rekombinant proteini kullanilarak yapilan blotlama deneyinde
D7 hiicre ekstraklarinda goriilen dominant bantlarda blotlanmamis membrana oranla daha
zay1f bir reaksiyon olustugu gozlemlenmis olmasina ragmen kodlanan proteinin molekiiler
agirhgimin 19 kDa olusu ve bloklanmis membranda rekombinant proteine karsi higbir
reaksiyon olulmazken hiicre ekstrklarinin oldugu bolgede dominant bantlara bloklanmamis

membrana oranla daha az olsada bir reaksiyonun goriilmiis olmasi bu proteinin D7
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ekstraktlarinda goriilen 32-46 kDa araligindaki dominant bantlarda biri olmadigini
gostermektedir (Resim 2.B.9, C1).

Theileria annulata’nin farkl allelleri tarafindan kodlanan Ta9 ile Ta9.4 rekombinant
proteinleri klonlandiktan sonra dizilim analizleri yapilmis ve elde edilen sonuglar amino asit
diizeyinde clustalX (2.0) programi kullanilarak biribrleri ile karsilagtirilmistir (Sekil 2.B.9).
Ta9’un farkl allerler arasinda 335-391. amino asitler arasinda uzunluk farkliliklar1 gésterdigi,
farkli alleller arasinda ilave amino asitlerin 6zellikle proteinin PQ (Prolin ve Glutamin) zengin
merkezi kisminda toplanmis ve 7. parva genomundaki ortolog genlerde de 334-369. amino
asitler arasinda benzeri kaliba rastlanilmigtir (Sekil 2.B.9, A). Ta9.4 proteininin farkli cografik
bolgeler (Tunus, iran, Misir, Hindistan, Diyarbakir, Ankara) ile ayn1 bolgenin farkli
yorelerine (Kogarli, Yenihisar, Dalama, Haciali Obasi, Akcaova) ait izolatlar1 arasinda
ozellikle 140-230. amino asitler arasinda uzunluk farkliliklar1 gosterdigi ve ilave amino
asitlerin Ozellikle proteinin merkezi kisminin N ve C terminale yakin bolgelerinde

yogunlastigl gézlenmistir (Sekil 2.B.9, B ve Sekil 2.B.10).
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Resim 2.B.7. TA15710 (Ta9.4) ve TA15705 (Ta9) rekombinant proteinleri ile yapilan
bloklama deneyinin Western blot sonuglari. (A); D7, TBL ekstraktlari ile Ta9
ve TA15710 rekombinant proteinlerine karsi olusan bagisik yanitin 48C RES
42. gilin serumu, Ta9 rekombinat rekombinant proteini ile bloklanmis 48C
RES 42. giin serumu (B) ve TA15710 rekombinat rekombinant proteini ile
bloklanmig 48C RES 42. giin serumu (C). Bordo ok D7 ekstraktlarinda Ta9.4
rekombinant proteini ile bloke edilen =44 kDa agirligindaki banti, yesil
renkli ok D7 ekstraktlarinda Ta9.4 rekombinant proteini ile bloke edilen ~46
kDa agirligindaki bant1 gostermektedir. M; molekiiler protein belirleyici

(Bio—Rad, Ingiltere).

147



8r1

(=] (=] [=]
- N = N =l N
~
o E @ 5 = @ 8 E @
M| M -
|
475, l i B
\ \ —>
32.5 L
L
A B . | C

Resim 2.B.8. Enfekte D7, TBL ile enfekte olmayan BL20 hiicre ekstraktlarina karsi bloklanmamis 48C RES
42. glin serumu (A), Ta9 (B) ve Ta9.4 (C) rekombinant proteinleri ile bloklanmig 48C RES
42. giin serumu kullanilarak yapilan western blot sonuclari. Bordo ok Ta9 rekombinant proteini
ile bloklanmis serum (B) kullanilarak yapilan blotlamada D7 ekstraktlarinda bloke edilen =46
kDa agirligindaki banti, yesil renkli oklar Ta9.4 rekombinant proteini ile bloklanmig serum (C)
kullanilarak yapilan blotlamada D7 ve TBL ekstraktlarinda bloke edilen =44 kDa agirligindaki
bant1 gdstermektedir. M; molekiiler protein belirleyici (Bio—Rad, ingiltere).
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Resim 2.B.9. TA15685, TA15690 ve TA15695 rekombinant proteinlerine ait western
blot sonuglari. (A1 ve A2); TA15685 rekombinant proteinine kars1 48C
RES 28. (A1) ve 42. giin (A2) bagisik serumlar1 kullanilarak yapilan
western blot sonucu. (B1 ve B2); TA15690 rekombinant proteinine
kars1 48C RES 28. (B1) ve 42. giin (B2) bagisik serumlar1 kullanilarak
yapilan western blot sonucu. (C1 ve C2); TA15695 rekombinant
proteini ile bloklanmig (C1) ve bloklanmamig (C2) bagisik serum ile

yapilan westren blot sonuglari. M; molekiiler protein belirleyici (Bio—

Rad, Ingiltere).
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Sekil 2.B.9. Theileria annulata’nin farklr allelleri tarafindan kodlanan Ta9 (A) ve TA15710 (B) proteinlerinin amino asit diizeyinde karsilastirilmasi.
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MDPDGSEPEKSDSGIRFYGDGEPVFVTILRLTPEEANILKELLESYQECVSKSGSKPSDDPKPDLG I IRRDGDGNPLFLQTHEVTQQEAD I LKWVLQNHDPKPDPSAPPEERPPPY
MDPDGSEPEKGESGIRFYGDGEPVFRTTLKLTTEEAKILKELLTSYQECVSKSGSKPSDDPKPDLG I IRRDGDGNPLFLQTHEVTKEEAE I LKWVLQNHDPKPDPSAPPEERPPPY
MDPDGSEPEKNESGVRFYGDGDPVFGTTLRLTTEEANILRELLKSYQECVSKSGSKPSDDPSPDPGL IRRDGDGNPLFLQTHEVTREEAELLEWLLKNHDPKKDPSAPPEERPPPY
MDPDGSEPEKNESGIRYYGDGEPVFVT ILKLTTEEAT ILKELLDSYQKS I SKCSSKPTDDPGPDLGL IRRDGDGNPVFLLTHEVTQQEAK I LEWLLKNHDPKKEPSAPPEERPPPY
MDPDGSEPEKNESGVRLYGDGDPVFTTTLTLTPQEANILNELLVSYQECVSKSSSKPTDDPGPDLGL IRRDGDGNPLFLQTHEVTREEAE I LKWLLQNHDPKQDPSAPPEERPPPY
MDPDGSEPEKSDSGIRLYGDGDPVFTTTLKLTPEEANILKDLLVSYQECVSKSGSKPSDDPKPDLG I IRRDGDGNPLFLQTHEVTQEEAE ILSWLLKNHDPKQDPSAPPEERPPPY
MDPDGSEPEKSDSGIRLYGDGDPVFTTTLKLTPEEANILKDLLVSYQECVSKSGSKPSDDPKPDLG I IRRDGDGNPLFLQTHEVTQEEAE I LSWLLKNHDPKQDPSAPPEERPPPY
MDPDGSEPEKSDSGIRLYGDGDPVFTTTLKLTPEEANILKDLLVSYQECVSKSGSKPSDDPKPDLG I IRRDGDGNPLFLQTHEVTQEEAE I LSWPLKNHDPKQDPSAPPEERPPPY
MDPDGSEPEKSDSGIRLYGDGDPVFTTTLKLTPEEANILKDLLVSYQECVSKSGSKPSDDPKPDLG I IRRDGDGNPLFLQTHEVTQEEAE I LSWPLKNHDPKQDPSAPPEERPPPY
MDPDGSEPEKSESGIRLYGDGDPVFGTTLKLTPEEANILRQLLESYQECVCKCSSKPPDVPGPDLGL IRRDNDGNPLFLQTHEVTKEEGE I LKWLLKNHDPKQDPSAPPEERPPPY
MDPDGSEPEKSESGIRFYGDGEPVFGTTLKLTPEEANILKDLLGSYQKSLSKCSSKPSDDPKPDLGL IRRDGDGNPLFLQTYEVTREEAE ILSWLLKNHDPKEDPSAPPEERPPPY
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Sekil 2.B.10. Theileria annulata’nin farkl allelleri tarafindan kodlanan TA15710 proteinin amino asit diizeyinde custalX (2.0) programi kullanilarak karsilastirilmasi.

IS1

Karsilastirilan amino asit dizilimlerindeki tamamu ile korunmus bazlar '*' ile, giiglii gruplar arasinda tamamui ile korunmus amino asitleri igeren alanlar ':'
ile, zay1f gruplar arasinda tamamu ile korunmus amino asitlari igeren alanlar '." ile ve karsilagtirilan amino asitler arasindaki bosluklarda ¢-’ ile belirtilmistir.



2.B.3. Tartisma

Theileria annulata yizey proteini (TaSP), 7. parva genomunda bulunan polimorfik
immunodominant molekiiliiniin (PIM) ortologu olan bir proteindir. TaSP molekiilii, PIM’e
benzer olarak haploid parazit genomunda tek kopyali bir gen tarafindan kodlanan ve parazitin
makrosizont ile sporozoit donemlerinde sentezlenen bir proteindir (Schnittger ve ark 2002).
TaSP molekiilii, PIM’e nazaran daha kiiciik (315 amino asit) olup, 36 kDa molekiiler agirliga
sahiptir. TaSP ile PIM arasinda %355 diizeyinde amino asit benzerligi (N ve C terminalinde
%93 ve merkezi bolgede %10) bulundugu ve PIM’e analog olarak TaSP’in merkezi
bolgesinde yer alan amino asitlerin cogunlukla negatif yiiklii oldugu belirlenmistir (Schnittger
ve ark 2002). Proteinin N terminalinde ilk 19 amino asitten olusan signal dizilim ve C
terminalinde {li¢ adet transmembran alan bulundugu (Sekil 2.B.3) ve proteinin N terminal ve
merkezi kisimlarinin hiicre disinda lokalize oldugunu yapilan biyoinformatik incelemler
sonucunda belirlenmistir (Schnittger ve ark 2002).

TaSP molekiiliiniin membran topolojisinin belirlenmesi amaciyla TopPred (Claros and
von Heijne 1994) bilgisayar programi kullanilarak yapilan incelemelerde molekiiliin N
terminal kisminda parazit sitoplazmasi, C terminalinde ise konak hiicre sitoplazmasina dogru
yonelmis oldugu, birinci ve ikinci transmembran alanlar arasinda kalan polimorfik merkezi
kisminin ise konak hiicre sitoplazmasiyla iliskili olup, toplamda {i¢ transmembran alan igeren
bir membran proteini oldugunu gosterilmistir (Sekil 2.B.4) (Seitzer ve ark 2007). TaSP
molekiiliiniin sizontlarla enfekte hiicrelerdeki yerlesim yerinin belirlenmesi amaciyla
proteinin merkezi polimorfik kismina (26—157. amino asitler arasi) kismina (Sekil 2.B.5) kars1
gelistirilen antiserum kullanilarak yapilan incelemelerde molekiiliin parazit ¢ekirdegi ile
makrasizontlarin yiizeyinde yogunlastigi goriilmiis ve proteinin muhtemelen parazitin dis
yiizeyine yerlesmis oldugu belirtilmistir (Schnittger ve ark 2002, Seitzer ve ark 2007).

Plasmodium falciparum sporozoitlerindeki birincil immunodominant bant olan
circumsporozoite (CS) protein N— ve C— terminal bolgelerinde korunmus bir protein iken
merkezi kismi polimorfik olup li¢ peptidli tekrarlar icermekte (Dame ve ark 1984) ve
sporozoitlere kars1 gelisen antikorlarin neredeyse tiimiiniin bu tekrarli alanlara kars1 gelistigi
belirtilmistir (Zavala ve ark 1985). PIM proteininde bulunan tekrarli bdlgelerinde benzer
sekilde tekrarli bolgelerde immunojenik epitoplarin varlig: bildirilmistir (Toye ve ark 1996).
Ayn1 zamanda P.falciparum’un CS proteini konak bagisiklik sisteminden korunmada rol
oynamakta, bununla birlikte parazitin reseptor—ligand aracili konak hiicreye girisinde de

onemli oldugu bilinmektedir (Rathore ve ark 2000). Buna benzer bir fonksiyonda PIM
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proteini i¢inde One siiriilmektedir (Toye ve ark 1995). TaSP molekiilii genel yapisi itibari ile
PIM’e benzerlik gostermesine kargin, TaSP molekiile ait merkezi bolge daha kisadir ve
karakteristik tekrarli motifler bulunmamaktadir.

Theileria annulata ile enfekte sekiz farkli sigir serumu kullanilarak yapilan bir
calismada (Schnittger ve ark 2002), molekiiliin {izerindeki B hiicre epitoplarina kars1 konagin
gelistirdigi giiclii humoral bagisik yanita bagli olarak tiim serumlar rekombinant protein ile
kuvvetli reaksiyon gostermistir. Proteine karsi konakta goriilen gii¢lii humoral bagisik yanita
bakilarak molekiiliin 7. annulata’nin immunodominant makrosizont antijeni oldugu ileri
stiriilmiistiir (Schnittger ve ark 2002). Bunun yaninda TaSP molekiiliine kars1 dogal enfekte ve
asili hayvanlarda olusan bagisik yanit arasindaki iliskiyle ilgili bir veri bulunmamaktadir. Bu
calismada, sporozoitlerle enfekte hayvanlara ait serum 6rnekleri kullanilarak yapilan Western
blot sonucunda en giiclii humoral bagisik yanit 21A no’lu hayvandan elde edilen serum
orneginde (Resim 2.B.1, Al) gdzlenirken, diger hayvanlara (23B, 48C ve 897A) ait serum
orneklerinde 21A’ya nazaran daha diigiik humoral yanit olusmustur (Resim 2.B.1, A2, 3 ve 4).
21A ve diger hayvanlardan elde edilen serumlarda TaSP molekiiliine karsi olusan farkli
diizeylerdeki bagisik yanit ayn1 zamanda TaA2 ve D7 ekstraktlarindaki dominant bantlarin
yogunluklarina da yansimstir. Ornek olarak TaSP molekiiliine kars1 en gii¢lii humoral yanit
gozlenen 21A serumu =32 kDa agarligindaki ortak bant1 belirlerken, diger serum ornekleri
tarafindan belirlenen 3642 kDa araligindaki diger dominant bantlar ile ¢ok zayif diizeyde
reaksiyon gostermistir.

Bunun yaninda, asili hayvanlardan elde edilen serumlar da TaSP molekiiliine karsi
genelde yiiksek diizeyde bir yanit oldugu gormiistiir. Ancak kullanilan serum ornekleri
arasinda TaSP molekiiliine karsi, sporozoitler ile enfekte edilen hayvanlara benzer sekilde,
farkli diizeylerde bagisik yanit goriilmiistiir. Bu ¢calisma sonucunda hem asili hemde sporozoit
ile enfekte serum ornekleri TaSP rekombinant protein ile belirtildiginin aksine gii¢lii humoral
bagisik yanita bagl kuvvetli reaksiyon olusturmayip, hayvanlar arasinda degisen derecelerde
reaksiyon gostermistir. TaSP rekombinant proteini ile giiclii reaksiyon gosteren serum
ornekleri hiicre ekstraktlarindaki dominant bantlardan sadece =32 kDa’luk bant ile giiglii
reaksiyon gosterirken diger dominant bantlar ile daha zayif bir reaksiyon gostermistir. Bunun
yaninda TaSP rekombinant proteini ile dha zayif reaksiyon gosteren serum Ornekleri hiicre
ekstraktlarinda 32-42 kDa araligindaki dominant bantlar ile giiclii reaksiyon gostermistir.
TaSP rekombinant proteinine karsi gelisen reaksiyon ile hiicre ekstraklarindaki dominant
bantlarla olusan reaksiyon arasindaki ters yonlii iliskinin olmas1 olduk¢a kayda degerdir. Belli

bir antijene kars1 gelisen antikor miktar1 ve humoral sistem tarafindan yanit olusturulan farkl
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antijenler disiiniildiigiinde bireyler arasinda parazite karst gelisen bagisik yanitta tam
anlamiyla bir benzerlik beklemek olas1 degildir. Parazit ve konak populasyonlarindaki genetik
cesitlilik, parazit proteomunun kompleks olusu ve 0Ozgiil antikor yanitin olusum
asamalarindaki degiskenlikler bireyler arasinda olusan bagisik yanitta farkliliklara yol
acmaktadir. Bireyleri tek bir antijene karsi gelisen reaksiyona bakarak siniflandirmak yada
belli bir farklilik oldugunu diisiinmek, bagisik yanitin nasil gelistiginin anlasilmasinda etkili
olabilecek parazite ait diger antijenlerine karsi bireysel reaksiyonlarin olusumu altinda yatan
benzerlik ve/veya farkliliklarin g6z ardi edilmesine yol agmaktadir (Julian ve ark 2007).
Calismada kullanilan 6rnek sayisi fazla olmasada serum ornekleri arasinda kayda deger
Ol¢iide bir farklilik goriilmiistiir. Bununla birlikte elde edilen verilerin yapilacak ¢aligmalar ile
daha fazla 6rnege dayandirilmasi ve humoral yanittaki farkliliklar1 tek bir antijene karsi
degilde bir¢ok antijeni icerisine alan proteom mikroarray analizleri seklinde yapilamasi 6nem
tagimaktadir.

Bu calismada kullanilan ve 19.1 kDa molekiiler agirliga sahip rekombinant TaSP
molekiilii yapilan Western blot analizlerinde daha yiiksek molekiiler agirlikta (=47 kDa) bant
olugsmustur. Amino asit zincirlerinde yiiksek oranda prolin’ den zengin ¢ift peptidli tekrarlara
(X—Pro; ozellikle Glu—Pro ve GIln—Pro gibi) sahip proteinlerde konformasyonal olarak zincir
yapisi genislemekte ve bu da proteinlerin elektroforez esnasinda daha yavas ilerlemesine yol
acmaktadir (Brewer ve ark 1990). Benzer durum TaSP molekiiliiniin polimorfik merkezi
bolgesine ait rekombinant proteini kullanilarak yapilan calismalarda da goézlenmistir
(Schnittger ve ark 2002). Bu calismada, rekombinant olarak iiretilen TaSP molekiiliiniin
merkezi polimorfik kisminin yapilan dizilim analizi sonucunda iiretilen proteinin veri
tabaninda kayithh TaSP protenine ait polimorfik merkezi bolgesi ile %100 homoloji
gostermistir. Bu calismada kullanilan rekombinant TaSP proteininin, daha Onceki
caligmalarda kullanilan 14 kDa agirligindaki TaSP rekombinant proteinine (Schnittger ve ark
2002) gore, blotlamalarda =5 kDa’luk bir fark olusturmast N ve C terminalinde yer alan
sirastyla GPFLPLD ile VCHGKHHDYDSDGKESKSDHDKRPK amino asit ilavelerine
baghdir. Bu ¢alismaya benzer sekilde, TaSP molekiiliin polimorfik merkezi kismina karsi
gelistirilen TaSP antiserumunun Western blotlarda makrosizont hiicre ekstraklarinda, TaSP
molekiiliiniin belirlenen 33 kDa’luk (signal dizilim hari¢) molekiiler agirligina karsin, 42 kDa
agirliginda bir bant ile raksiyon gostermistir (Schnittger ve ark 2002).

Birbirlerine benzer yapili peptid alanlar1 igeren proteinler arasinda, herhangi bir
proteine kars1 gelistirilen antiserum homolog olan diger peptid bolgesi ile capraz reaksiyon

verebilmektedir. Malarya daki circumsporozoit (CS) ve membran antijeni olan CRA
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proteinlerine ait tekrarli alanlarda bulunan epitoplarda ¢apraz reaksiyonun varligi bildirilmistir
(Anders 1986). T. parva’ya ait PIM ve p150 proteinlerinde (Baylis ve ark 1993, Toye ve ark
1995b, Skilton ve ark 1998) oldugu gibi, birbirleri ile diisiik diizeyde dizilim benzerligi
gosteren ancak aralarinda benzer yapili tekrarli motifler (QP motifleri gibi) bulunan proteinler
konak bagisiklik sistemi tarafindan immunojenik olarak algilanmakta ve bu tiir proteinler
arasinda capraz reaksiyonlar goriilebilmektedir. Rekombinant PIM molekiiliine karsi
gelistirilen monoklonal antikoru (mAb 8), PIM {izerinde mAb 8 epitoplar1 bulunan peptid
dizilimi ile p150 proteinindeki tekrarli alanda bulunan ¢iftli dizilimler arasindaki homolojiye
bagli olarak, hem rekombinant PIM hemde rekombinant p150 proteinleri ile reaksiyon
vermistir (Skilton ve ark 1998). Dizilim benzerlikleri ve bu tiirlii tekrarli peptid alanlari
molekiiller arasindaki benzer fonksiyonlara isaret edebildigi gibi, PIM ve p150 gibi ortak bir
atadan da kaynaklanabilmektedir (Skilton ve ark 1998). Bu calismada TaSP antiserumunun
Diyarbakir, Aydin ve Gharb izolatlarinda 6zgiil 42 kDa agirligindaki bantin yaninda bir ikinci
bant daha belirlenmesi iki sekilde agiklanabilir; (i) iki protein arasinda muhtemelen benzer
yapili tekrarli alanlar bulunmasi, (ii) protein ekstraklarinin (antijenlerin) hazirlanisina bagl
olarak protein lizerinde normalde bulunmayan bir peptid bolgenin dogasinin degismesine
bagli (Van Regenmortel 2006) antiserum tarafindan baglanma bolgesi olarak algilanmasi.
Ikinci agiklamada belirtilen hatanin olusmus olmasi1 ayn1 zamanda TaSP antiserumunun 6zgiil
olarak baglandig1 42 kDa’luk protein lizerindeki epitop bolgelerinin dogasinin degismesine
yol acacagindan antiserumun bu proteine baglanma olasilifida olmayacaktir. TaSP
molekiiline 6zgilil olarak baglanan, 7. annulata makrasizontlarima karsi gelistirilen 1C7
monoklonal antikoru (Shiels ve ark 1986) ile yapilan Western blotlarda herhangi bir bant
belirlenemezken, TaSP antiserumunun, 1C7 kullanilarak yapilan immunpresipitasyon sonucu
elde edilen antijen ile, hiicre ekstraktlarinda TaSP molekiilii ile ayn1 molekiiler agirlikta banti
belirledigi bildirilmistir (Renneker ve ark 2008). Bu da 1C7 monoklonal antikorunun hiicre
ekstraktlarindan TaSP antiserumunu presipite edebildigini, ancak farkli yontemle hazirlanan
hiicre ekstraktlarinda TaSP molekiiliinii tantyamadigin1 gostermektedir. Bununla birlikte TaSP
ortologu olan PIM ve p150 proteinleri arasinda da ¢apraz reaksiyon goriilityor olmasi (Skilton
ve ark 1998) bu c¢alismada {i¢ izolatta belirlenen farkli molekiiler agirliktaki ikincil bantlar
daha iyi agiklamaktadir. Diger izolatlarda antiserumun sadece tek bir bant olusturmasi farkl
genotipteki populasyonlarda degisken protein ekspresyonu sonucunda c¢apraz reaksiyon
goriilen proteinin daha az sentezlenmesinden kaynaklanmis olabilir. Bunun yaninda, TaSP
molekiiliine ait amino asit dizilimleri karsilastirildiginda sadece farkli cografik bolgeler

arasinda degil ayn1 zamanda tek izolata ait farkli klonlar arasinda da farkliliklar goriilmustiir.
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Farkli izolatlara ait TaSP’in ilk 37 ve son 121 amino asitlik kisminin iyi sekilde korunmus
olmasina karsin, 154-171 amino asitlerde arasindaki merkezi bolgesinde polimorfizm ve
biiyiikliik farklar1 bulunmustur (Schnittger ve ark 2002; Awadia ve ark 2008). 7. parva’nin
makrosizont doneminde sentezlenene PIM molekiiliide parazite ait farkli izolatlar arasinda
uzunluk yoniinden polimorfizm gostermektedir (Toye ve ark 1991, Baylis ve ark 1993, Toye
ve ark 1995a). TaSP molekiilii bu genel yapisi itibari ile PIM’e benzerlik gostermesine karsin,
TaSP molekiiliine ait merkezi bolge daha kisa olup, alleller arasindaki polimorfizim daha
azdir ve karakteristik tekrarlt motifler bulunmamaktadir. Arastirmacilar tarafindan farkliligin
mutasyon ve intragenik rekombinasyonlar sonucu gelistigi tahmininde bulunulmustur
(Schnittger ve ark 2002).

Bu giine kadar ki c¢alismalarda, TaSP rekombinant proteinine karsi gelistirilen
antiserumun 7. parva ve T. annulata arasinda herhangi bir capraz reaksiyon verip
vermedigine iliskin bir veriye rastlanmamistir. Bu caligmada, TaSP antiserumunun 7. parva
ekstraktlarinda 32-42 kDa araliginda ii¢ bant belirleyerek tiirler arasinda c¢apraz reaksiyon
vermistir (Resim 2.B.2, A3). RES 42. giin serumu ile tiirler arasinda 34 ve 42 kDa molekiiler
agirliktaki bantlar belirlenememistir. Bagisik serum sadece 7. parva ve T. annulata tiirleri
arasinda prtak olan =32 kDa agirligindaki bant ile ¢apraz reaksiyon gostermistir (Resim 2.B.2,
B3). TaSP antiserumu 7. parva ekstraklarinda birden fazla bant belirlemesi; TaSP ortologu
oldugu belirtilen PIM ve PIM ile benzer tekrarli motiflere sahip p150 veya benzer motifler
iceren bir bagka protein ile capraz reaksiyon gostermis olabilir. p150 proteininin 150 kDa
(Genbank Noj; L.43230) molekiiler agirliga sahip olmasi blotlamalarda goriilen bantlarin p150
proteini olma olasiligini ortadan kaldirmaktadir. Bununla birlikte 60 kDa’luk PIM proteini
(Genbank No; L41833) 7. parva’nin farkli izolatlar1 arasinda 42—-100 kDa araliginda
farkliliklar gosterebilmektedir. Caligmada kullanilan Muguga izolatinda goriilen 42 kDa’luk
bant TaSP ortologu olan PIM proteini olarak diisiiniilebilir. Ancak 7. parva ekstraklarinda
TaSP antiserumunun belirledigi diger iki bantin yapilacak olan ¢aligsmalarla identifikasyonu
ve bu proteinlerin muhtemel benzer peptid motifleri icermelerinden mi yoksa TaSP homologu
olan bagka proteinlerinde bulunmasindan mi1 kaynaklandig: belirlenmelidir.

TaSP antiserumu 7. lestoquardi ekstraktlarinda ise 32-34 kDa aralifinda iki bant ile
capraz reaksiyon gostermistir (Resim 2.B.2, A3). Cin’de Theileria spp. ile enfekte kiiglik
ruminantlardan alinan serum Ornekleri Western blotlarda TaSP rekombinant proteini ile
capraz reaksiyon gostermistir ve bunun kii¢iik ruminantlarda goriilen Theileria spp. (Cin)
tiirtine ait TaSP homologu bir proteinden kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Miranda ve ark

2004). Daha sonraki donemde Theileria spp. (Cin) merozoitlerine ait cDNA’lar1 kullanilarak
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yapilan PCR ile TaSP ile %94 benzerlik gosteren TcSP (Genbank No; DQ120058) molekiilii
identifiye edilmistir (Miranda ve ark 2006). TaSP’a nazaran daha kii¢iik olan TcSP molekiilii
(14 kDa) protein dizilimi iizerinde prolin den zengin ¢ift peptidli tekraralara sahiptir ve
yapilan blotlamalarda goriilen =34 kDa agirligindaki protein bantinin TaSP ile gosterdigi
benzerlige (%94) bakilarak TcSP molekiilii olma olasilig1 yiiksektir. Ancak, TcSP
molekiiliiniin klonlanarak tam fonksiyonunun belirlenmesi gereklidir.

Theileria annulata’nin farkli izolatlarina ait hiicre kiiltiirlerinden hazirlanan protein
ekstraktlar1 kullanilarak yapilan western blotlamalarda goriilen dominant bantlar arasinda hem
yogunluk hemde biiyiikliik yoniinden farkliliklar tespit edilmistir (Bakiniz Resim 2.A.1).
TaSP molekiilii tek kopyali bir gen olmasina karsin 7. annulata’nin farkli izolatlar1 arasinda
muhtemel mutasyon ve intragenik rekombinasyona bagli olarak gdosterdigi polimorfizim
(Schnittger ve ark 2002, Awadia ve ark 2008) ile enfekte hayvanlardan elde edilen saha
izolatlarinda yapilan klonlama esnasinda meydana gelen adaptasyon, gen ekspresyonundaki
degisimler ve/veya enfeksiyonu olusturan parazit populasyonlarinda yer alan farkli genotipik
alleller (Oura ve ark 2003, ilhan 1999, Weir 2006) ile benzer yapili tekrarli motiflere sahip
paralog proteinlere bagl olarak Western blotlarda gézlenen dominant bantlardan bir yada bir
kacinin immunodominat makrosizont antijeni olarak kabul edilen TaSP molekiilii (Schnittger
ve ark 2002) olma ihtimali bulunmaktadir. Farkli tiirlerde alternatif RNA eklemelerinin
oldugu bilinmektedir (Ranson ve ark 1998, Kitayama ve ark 1999) ancak ayni tiire ait farkli
izolatlar arasinda bu yonde bir bilgi bulunmamaktadir.

Theileria annulata’nin farkli izolatlarina ait hiicre kiiltiirlerinden hazirlanan protein
ekstraktlar1 ile deneysel enfekte hayvan serumlart kullanilarak yapilan western blot
sonuglarinda gézlenen dominant bantlardan bir yada bir kaginin immunodominat makrosizont
antijeni olarak kabul edilen TaSP molekiilii (Schnittger ve ark 2002) olup olmadiginin
belirlenmesi belirlenmesi amaciyla bagisitk serum rekombinant TaSP proteini ile
bloklanmistir. Bloklanmig serumda TaSP rekombinant proteinine karsi herhangi bir reaksiyon
goriilmezken, D7 makrosizont hiicre ekstraktlarinda dominant bantlar ile reaksiyon
olusmustur (Resim 2.B.3, A ve B). Bu sonuglar TaSP molekiiliiniin 6nceki c¢alismalarda
belirtilen immunodominant makrosizont antijeni (Schnittger ve ark 2002) olmadigini
gostermektedir.

Immunopresipitasyon sonucunda elde edilen bantin mass spektrofotometrik
analizleri ve mascot taramasi sonucunda; sekans analizi i¢in gonderilen protein bantinda
konak hiicre kaynakli yogun kontaminasyona rastlanmistir (Cizelge 2.B.1). Konak hiicre

kaynakli yogun kontaminasyon, ham ekstraktlar kullanilarak yapilan ¢aligmalarda proteinlerin
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hiicreye 0zgli kompartimanlar igerisinde yer almasi yada amino asit diziliminde ER, golgi
aygitt veya mitokondrial motifler bulunmasi hiicre i¢inde fonksiyonel olarak farklilik
gostermesine yol agabilmekte ve bu tiir proteinlerin izolasyonunda konak hiicreye ait
proteinlere rastlanilacag: belirtilmektedir (Holden ve Horton 2009). Olusan kontaminasyona
ragmen analiz sonucunda 7. annulata Ankara C9 genomunda bulunan TA15705 geni

tarafindan kodlanan hipotetikal proteinin (www.genedb.org) varlig1 tespit edilmistir (Cizelge

2.B.1). TA15705 geni 1008 bp uzunlugunda tek ekzona sahip, parazitin makrosizont
doneminde sentezlenmekte ve haploid genomda bulunan ikinci kromozom {iizerinde (Sekil
2.B.6) yer almaktadir. Kodlanan protein 35 kDa agirliginda olup, N-terminal ucunda signal
peptid igermektedir. 7. annulata genomunda muhtemel gen duplikasyonuna bagli TA15705
geninin de igerisinde bulundugu ve toplamda bes genden olusan paralog gen ailesi
bulunmaktadir (Sekil 2.B.6). Paralog genlerin tiimii tek bir ekzona sahip olup, ikinci
kromozom {izerinde yer almakta ve genlerin hepsi makrosizont doneminde sentezlenmektedir.
Paralog proteinler arasinda clustal X programi ile yapilan karsilastirmada N terminalde 1-20.
amino asitler arasinda korunmus signal dizilime sahip olduklar1 belirlenmistir (Sekil 2.B.7).
Ailede bulunan genler uzunluklar1 175-357. amino asit arasinda degisen, 19-37.9 kDa
molekiiler agirliga sahip proteinleri kodlamaktadir (Cizelge 2.B.2).

TA15705 tarafindan kodlanan proteinin (Ta9) D7 ekstraktlarinda western
blotlamalarda goriilen dominant bantlardan hangisi oldugunun belirlenmesi amaciyla yapilan
bloklama deneyi sonucunda D7 hiicre ekstraklarinda goriilen =46 kDa agirligindaki banta
0zgl antikorlar Ta9 rekombinant proteini tarafindan nétralize edilmis ve bu bant bloklanmis
membranlarda ¢ok silik reaksiyon gostermistir (Resim 2.B.5, B). Bloklanmig membranda ayni1
zamanda Ta9 rekombinant proteinine karsida reaksiyon goriilmesi serumda bulunan Ta9
proteinine 6zgii antikorlarin yeterli miktarda rekombinant protein ile bloklanamamasina bagh
tamaminin notralize edilememesinden kaynaklanmaktadir.

Paralog ailede bulunan TA15710 geni tarafindan kodlanan Ta9.4 rekombinant
proteinin Ta9 ile birlikte blotlamada en yiiksek antikor yanitin olustugu ikinci proteindir.
Ta9.4 rekombinant proteini ile bloklanan serum 6rnegi D7 ekstraktlarinda goriilen ~44 kDa
agirhigindaki ikinci dominant protein bantina 6zgii antikorlar1 nétralize etmistir (Resim 2.B.6,
Al). Ta9 ve Ta9.4 rekombinant proteinleri kullanilarak yapilan bloklama deneyleri sonucunda
D7 hiicre ekstraklarinda goriilen ~44 ve 46 kDa molekiiler agirliga sahip iki banti sirasiyla
TA15710 ve TAI15705 genleri tarafindan kodlanan Ta9.4 ve Ta9 proteinleri oldugu
belirlenmistir (Resim 2.B.7, B ve C).
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Theileria annulata’nin farkl allelleri tarafindan kodlanan Ta9 ile Ta9.4 rekombinant
proteinlerinin dizilim analizleri sonucunda Ta9’un 7. annulata’nin farkli allerleri arasinda
335-391. amino asitler arasinda uzunluk farkliliklar1 gosterdigi, farkli alleller arasinda ilave
amino asitlerin 6zellikle proteinin PQ (Prolin ve Glutamin) zengin merkezi kisminda
toplandig1 ve T. parva genomundaki ortolog genlerde de 334 / 369.inci amino asitler arasinda
benzeri bir yapinin goriildigi (Sekil 2.B.9, A) belirlenmistir. Ta9.4 proteininin farkli cografik
bolgeler (Tunus, iran, Misir, Hindistan, Diyarbakir, Ankara) ile ayni bolgenin farkli
yorelerine (Kogarli, Yenihisar, Dalama, Haciali obasi, Akgaova) ait izolatlar1 arasinda
ozellikle 140-230. amino asitler arasinda uzunluk farkliliklar1 gosterdigi, bununla birlikte N
ve C terminal bolgeler ile 140-230. amino asitler haricinde kalan bolgelerinde iyi derecede
korunmus oldugu belirlenmistir (Sekil 2.B.9, B ve Sekil 2.B.10).

Bu kisimda elde edilen sonuglar dogrultusunda TaSP molekiiliiniin D7 hiicrelerine ait
makrosizont ekstraktlarinda bagisik serumlar ile belirlenen imunodominant bantlardan
herhangi biri olmadig1 tespit edilmistir. TaSP molekiili immunodominant makrosizont
antijeni olmasada yapilan c¢aligmalarda bu proteinin olduk¢a immunojenik oldugu, enfekte
hayvan serumlarinda bu proteine karsi iyi diizeyde bir humoral yanit gelistigi ve ELISA
yontemi ile saha sartlarinda enfekte hayvanlarin belirlenmesi amaciyla kullanilabilecegi
belirtilmistir (Bakheit ve ark 2004c, Salih ve ark 2005a,b, 2007, 2009, Seitzer ve ark 2007).
Bunun yaninda makrosizont ekstraktlarinda goriilen =44 ve 46 kDa molekiiler agirliktaki
dominant bantlarin Ta9 ve Ta9.4 proteinleri oldugu ve bu proteinlerden 6zellikle Ta9’un
merkezi polimorfik kisminin 7. annulata’nin farkli allerleri arasinda uzunluk farkliliklart
gosteren PQ zengin bolge oldugu belirlenmistir. Ayrica Ta9 ve Ta9.4 proteinlerinin ELISA
yonteminde kullanilmaya deger proteinler oldugu disiiniilmistiir. Bununla birlikte bu
proteinlerin saha sartlarinda enfekte hayvanlarin belirlenmesinde ne derecede kullanilabilir
oldugu bilinmemektedir.

Daha once ELISA yontemi kullanilarak yapilan c¢alismalarda kullanilan TaSP
molekiilii (Bakheit ve ark 2004, Salih ve ark 2005a,b, 2007, 2009, Seitzer ve ark 2008) ile bu
calismada elde edilen sonuglar dogrultusunda D7 hiicre ekstraklarindaki dominant bantlardan
ikisi oldugu belirlenen Ta9 ve Ta9.4 rekombinant proteinleri kullanilarak gelistirilen indirek
ELISA yonteminin standardizasyonu ve saha sartlarinda 7. annulata ile enfekte hayvanlarin
tespitinde kullanilabilirliginin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismalar bir sonraki kisimda

anlatilacaktir.
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2.C. TaSP, Ta9 ve Ta9.4 Rekombinant Antijenleri Kullamlarak Indirek ELISA

Testlerinin Gelistirilmesi

Tropikal theileriosis’in endemik olarak goriildiigii iilkelerde hayvanlarin hastaliga
yakalanip yakalanmadiklarinin belirlenmesi amaciyla serolojik tani yontemleri siklikla
kullanilmaktadir. Serolojik yontemlerinin kullanilmasinda amag hastalig1 atlatan ve/veya asili
hayvanlarda 7. annulata’ya karsi gelisen bagisik yanitta olusan antikorlarin belirlenerek
hastaligin prevalansi hakkinda bilgi edinmek ve/veya hastaligin kontroliinde kullanilan
asilamalarin  etkinliginin, asilanan hayvanlarin saha sartlarinda olusan tekrarlayan
enfeksiyonlara kars1 verecegi yanitin belirlenebilmesidir. Kullanilan en yaygin serolojik tani
metodu indirekt floresans antikor (IFAT) testidir ve bu testte parazitin makrosizont ya da
piroplasm donemlerine ait antijenler kullanilmaktadir. IFA testi, 7. annulata’nin prevalans
calismalar1 ve asilanmis hayvanlardaki antikor yanitinin belirlenmesinde yogun olarak
kullanilan bir testtir (Pipano ve ark 1974). IFA testinden ayri olarak, komplement fikzasyon
ve hemagliitinasyon inhibisyon testleri de Theileria’ya karst olusan antikorlarin
belirlenmesinde kullanilmis, ancak Ozgiilliiklerinin diisiik olmasi nedeniyle yaygin olarak
kullanilmamaktadirlar (Norval ve ark 1992). IFA testinin mikroskobik bakiya gore daha iyi
ve pratik bir yontem olmasi, hastaligin endemik olarak goriildiigii ve diger kan parazitlerine
rastlanmayan bdlgelerde oldukca iyi sonu¢ vermesi, testin hastaligin duyarli ve 06zgiil
tanisinda yaygin olarak kullanilmasina olanak saglamistir. Bununla birlikte testin siibjektif
olmasi, T. parva, T. buffeli, T. mutans, T. taurotragi gibi diger Theileria tiirleri ile Babesia
bigemina, B. bovis, Anaplasma marginale ve A. centrale gibi diger piroplasmalar ile belli
derecelerde ¢apraz reaksiyon gostermesi (Burridge ve ark 1974) testin 6zgiilliigiinii azaltan
yonlerdir.

IFA testi parazitin farkli yasam donemlerinde ortak olarak gozlenen antijenler ile
reaksiyon gostermesinden dolay1 agilanmis/re enfekte olmamis hayvanlarin ne asili/re enfekte
nede dogal olarak enfeksiyonu atlatip bagisiklik kazanmis hayvanlardan ayirimini
yapamamaktadir (Knight 1998). Bununla birlikte, parazitlerin yasam dongiilerinde her
asamada sentezlenen farkli ve sadece o doneme 6zgii antijenler bulunmakta (Bkz. Boliim 2.1.
Genel Bilgi) ve bunlar o yasam doneminde sentezlenerek parazitin ilgili yasam donemi i¢in
belirleyici bir rol oynayabilmektedir. 7. annulata’nin farkli yasam dénemleride 6zgiil olarak
parazit tarafindan sentezlenen ve konak hayvanda humoral bagisik yanit olusturan antijenlerin
belirlenmesi asili, dogal yolla enfeksiyona yakalanmis ve re enfekte hayvanlarin ayirimina

olanak saglayabilmektedir. Ornek olarak; sporozoitler ile olusan dogal enfeksiyonlarda konak

160



bagisiklik sisteminde parazitin tiim yasam donemlerine (sporozoit, makrosizont, merozoit ve
piroplasm) kars1 degisik zamanlarda, farkli diizeylerde hiicresel ve/veya humoral bagisik yanit
olusur. Ancak, parazitin ateniiye edilmis ve piroplasm olusturmadigi diisiiniilen (Pipano 1977)
hiicre kiiltiirleri ile asilanmis hayvanlarda konak viicudunda parazitin sporozoit, meroziot ve
piroplasm donemlerine karsi bagisik yanit olusmazken, asilanmis hayvanlarda bagisiklik
sistemi sadece makrosizont doneminde sentezlenen proteinler ile karsilasip bunlara kars1 yanit
olusturmaktadir. Yapilan epidemiyolojik caligmalarda bu tiirlii hayvanlarin ayiriminin
yapilmas1 hastalifa kars1 gelistirilecek kontrol programlarimin belirlenmesinde 6nem
tasimaktadir. Bu amagcla kullanilan bir serolojik test olan enzim bagli immunosorbent testi
(ELISA), son yillarda Veteriner Hekimlikte hastaliklarin tanis1 ve epidemiyolojik
caligmalarda giderek yaygin sekilde kullanim alani bulmustur (Voller ve ark 1976).

ELISA, IFA testine nazaran daha duyarli ve 06zgiil olusu, ¢ok sayida Ornegin
incelenmesine olanak vermesi ve ucuz olmasi ile daha avantajlidir (Kemeny ve Chantler
1988). Tropikal theileriosis’e yakalanan hayvanlarda etkene karsi olusan antikorlarin
belirlenmesi amaciyla birgok calisma yapilmis ve parazitin piroplasm, makrogizont
doneminlerine ait iglenmemis (ham) antijenler ayr1 olarak ya da bir arada kullanilmistir
(Beniwal ve ark 1997, Gray ve ark 1980, Kachani ve ark 1992a, Sundar ve ark 1993, Reddy
ve ark 1994, Beniwal ve ark 1997, Prasanth ve ark 1995). Ancak bu antijenler kullanilarak
yapilan testler duyarhilik ve 6zgiilliikleri yoniinden tam olarak incelenememistir. Kachani ve
ark (1992) tarafindan, ham piroplasm antijenleri kullanarak yapilan ELISA’nin, bagisik
hayvanlardan alinan serum Ornekleri ile hem sizontlardan hazirlanan antijenlere gére daha
etkili oldugu hem de daha az 6zgiil olmayan baglanma gosterdigi bildirilmistir. Bunun
yaninda, ham antijenler kullanilarak yapilan ELISA ile elde edilen sonuglarin IFA testi ile
elde edilenlere nazaran daha duyarli, objektif, gercek¢i ve 0Ozgiil oldugu bilinmektedir
(Beniwal ve ark 1997). Ham haldeki ¢Oziiniir piroplasm, hiicresel sizont ve ¢Oziiniir sizont
antijenlerinin ELISA ile Theileria’ya karsi olusan antikorlar1 belirliyebilmesine karsin
parazitin farkl1 donemlerinde ortak olarak goriilen bazi antijenlere bagl olarak sporozoitler ile
enfekte yada sizontlarla asilanmis hayvanlarda antikor seviyelerinin arasinda ayirict bir fark
gozlenmemektedir (Manuja ve ark 2000). Ham protein ekstreleri yerine kullanilacak parazitin
makrosizont donemine Ozgii antijenler hem asilanmis hemde dogal enfekte hayvanlarin
belirlenebilmesine olanak saglayacaktir. Tropikal theileriosis’e karst uygulanacak agilama
programlarinin  olusturulabilmesi  amaciyla  yapilan  epidemiyolojik  c¢alismalarda
kullanilabilecek yontemlerden biri parazitin farkli yasam donemlerine 6zgiil olan antijenlerin

bir arada kullanilarak test edilen serum Ornekleri hakkinda daha kapsamli bilgi edinilmesi
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olabilir. Bu amagla; makrosizont donemine Ozgii antijenler kullanilarak hayvanlarin
enfeksiyonu tasiyip tasimadiklari (hem asili hemde dogal enfekte hayvanlarin belirlenmesi)
belirlendikten sonra pozitif olan orneklerde parazitin sporozoit donemine 0zgiil antijenler
kullanilarak hayvanlarda enfeksiyonun dogal yolla olusup olusturulmadig: ayirt edilebilir. Bir
diger yolda asilanmada kullanilan ateniiye parazit susunun hayvanlarda piroplasm olusturma
yetisini tam olarak kaybedip etmediginin belirlenmesi ve bu yolla enfeksiyonun devaminin
engellenebilmesi amaciyla parazitin piroplasm dénemine 6zgii antijenler kullanilarak asili
hayvanlarda bu doneme Ozgii antikorlarin varligi arastirilabilir. Parazitin farkli yasam
donemlerine 6zgii antijenlerin kullanilmasi yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarda hastaligin
prevalansi hakkinda kapsamli bilgi edinilmesini saglayip daha etkili kontrol programlarinin
olusturulmasina fayda saglayacaktir (Ilhan 1999).

Bahsedilen antijenler arasinda yer alan sporozoit ylizey antijeni, SPAG—1 (Willlamson
ve ark 1989, Hall ve ark 1992), merozoit rhoptri antijeni, Tamr—1 ( Shiels ve ark 1994, Ilhan
ve ark 1998), 32 kDa merozit/piroplasm ylizey antijeni, Tams-1 (Glascodine ve ark 1990),
prolinden zengin T. lestoquardi benzeri protein, NC—10 (Ilhan 1999), 1s1 sok proteini 70,
HSP70 (Kachani ve ark 1992a) ylizey antijeni, TaSP (Schnittger ve ark 2002), sporozoit,
makrosizont ve piroplasm donemlerinde sentezlenen TaD proteini (Schneider ve ark 2004),
makrosizont ve piroplasm donemlerinde sentezlenerek konak hiicre igerisine salgilandigi
digtiniilen TaSE proteini (Schneider ve ark 2007) ile mitokondriyal 1s1 sok proteini,
TamtHSP70 (Schnittger ve ark 2000) bulunmaktadir. Ozellikle, T. annulata’nin genom
diziliminin belirlenmesi (Pain ve ark 2005) ve biyoinformatik yontemlerin yardimi ile
parazitin farkli donemlerinde yiiksek oranda sentezlenenen, dizilimde belli amino asit
alanlaria sahip antijenik 6zellikleri olan proteinlerin belirlenmesine olanak saglamistir. Bu
proteinler arasinda 23 kDa’luk piroplasm yiizey proteini, Merol, sub-telomerik bolgede
bulunan SVSP gen ailesi i¢inde belli genler arasindaki korunmus bolgelerin sentezledigi ortak
protein bolgeleri (Weir 2006) bulunmaktadir.

SPAG-1 rekombinant proteini kullanilarak yapilan indirekt ELISA testi sonucunda bu
proteinin dogal sartlarda enfeksiyona yakalanan hayvanlarin belirlenmesinde re enkekte
olmamis yada tekrarli kene enfestasyonuna maruz kalmamis hayvanlarda bu antijene karsi
olusan antikor miktarmin tani ic¢in yeterli diizeyde olmadigi goriilmiistiir (Matita 1994,
Williamson ve ark 1994). Bu sonuglar 1s18inda da rekombinant SPAG-1 proteininin
enfeksiyonlarin erken donemde teshisine olanak vermesine ragmen bagisiklik sitemi ile
sporozoitlere maruz kalma siiresinin ¢ok kisa olmasindan dolay1 antikor miktar1 hizli sekilde

tespit smirlarinin altina diismektedir. Testin kullanilabilir olmast igin tekrarli sporozoit
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enfeksiyonu gereklidir. Bununla birlikte bir diger protein olan rekombinant Tamr—1
(merozoit rhoptry antijeni) kullanilarak yapilan ELISA testi ile bu proteinin tani i¢in uygun
oldugu belirtilmistir (Matita 1994). Yapilan bir diger calismada bu antijen sporozoitler ile
enfekte hayvanlarin belirleyebilmis, ancak ateniiye hiicre kiiltiir ile asilanan hayvanlarda bu
proteine karsi gelisen antikor yanitin yeterli diizeyde olmadigi ve preimmun hayvanlardaki
antikor diizeyine yakin yada ¢ok az yiiksek olarak seyrettigi belirtilmistir (IThan 1999). Tams-
1 rekombinant antijeni kullanilarak yapilan ELISA sonuglarinda, enfekte hayvanlarda ii¢
aydan onceki donemlerde IFA testinin daha giivenilir sonu¢ verdigi goriilmiistiir. Ayrica,
Tams]1 antijenine karsi gelisen antikor titresi uzun siire (yaklasik bir yil) viicutta yiliksek
diizeylerde seyretmesinden dolayr enfeksiyona yeni yakalanmis hayvanlarin tastyici
durumdaki hayvanlardan ayirimini zorlastirmaktadir. Buna ilave olarak, 7. parva’nin bazi
suslart ile c¢apraz reaksiyon vermektedir (Gubbels ve ark 2000). HSP70 rekombinant
proteinine karst Western blot yontemi ile immunreaksiyon gelistigi bildirilmis (Kachani ve
ark 1992a), ancak ELISA ile test edilmemistir. Bu nedenle bu proteinin serolojik amagl
kullanilabilirligi tam olarak bilinmemektedir. NC10 proteinine kars1 gelisen bagisik yanitin ve
bu proteinin ELISA testinde kullanilabilirlignin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢aligmalarda
kullanilan deneysel enfekte hayvan serumlari ile elde edilen sonuglar bu proteinin tek basina
epidemiyolojik ¢alismalarda kullamilabilirliginin diisiik oldugunu géstermistir (ilhan 1999).
TaD immunojenik bir protein olmasina karsin patojen olmayan ovine Theileria tirleri ile
capraz reaksiyon vermektedir. TaSE immunojenik bir proteindir, ancak bu proteine karsi
gelisen antikor titresi ve bunun tani amaciyla kullanilmasina iliskin sinirli sayida c¢alisma
yapilmistir (Seitzer ve ark 2007). Biyoinformatik yontemler kullanilarak belirlenen Merol,
RP2 ve RP4 proteinlerine kars1 gelisen bagisik yanit ve bunlarin serolojik testlerde tan1 amacl
kullanilmast ile ilgili bir ¢alisma yapilmamastir.

Bu kisimda farkli rekombinant antijenlerin serolojik olarak ELISA ydntemi ile tropikal
theileriosis’in belirlenmesindeki etkinliginin degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu dogrultuda
Western blotlarda (Bknz. 2.2 ve 2.3/Bulgular) antijenik 6zellik gosterdigi belirlenen ve
parazite ait farkli yasam donemlerinde sentezlenen TaSP (sporozoit ve makrosizont), Ta9
(makrosizont), Ta9.4 (makrosizont) ve TA06510 (makrosizont) rekombinant proteinleri igin
ELISA testinin optimizasyonu ve standardizasyonu yapildiktan sonra her antijen i¢in ayr1 ayri
duyarhilik ve 6zgiilliikler belirlenmistir. Bu amagla deneyel olarak sporozoit ve yiiksek pasajli
(pasaj 367) hiicre kiiltiirleri ile enfekte edilmis hayvanlarin serumlar1 (Ilhan 1999) ile dogal

enfekte hayvanlardan elde edilen serumlar kullanilmistir.
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2.4.1. Gerec¢ ve Yontem
2.4.1.1. Enzim Isaretli Immunosorbant (ELISA) Testi

Deneysel enfekte ve saha serum oOrneklerinde TaSP, TA06510, Ta9 ve Ta9.4
rekombinant proteinlerine karsi olusan IgG seviyeleri indirek ELISA yontemi kullanilarak
incelenmistir. ELISA yonteminde kullanilan antikorlar ile sollisyonlar ve testin yapilist
asagida anlatilmigtir.

ELISA’da konjugat olarak tavsanlarda iiretilmis, horse radish peroksidaz ile isaretli,
anti-bovine IgG (Sigma; A-5295) kullanilmistir. Stok konjugat 50 ul’lik hacimlere boliinerek
—20°C’de saklanmis ve bir kez ¢ozdirildiiklerinde +4°C’de muhafaza edilmistir.
Rekombinant proteinlerin 96 gozlii plaklara baglanmasi amaciyla 0.05M karbonat-bikarbonat
tampon soliisyonu, pH 9.6, (Sigma) kullanilmistir. Soliisyon karbonat-bikarbonat’in bir
kapsiiliiniin 100 ml deiyonize su igerisinde ¢6zdiiriilmesi ile hazirlanarak +4°C’de en fazla bir
hafta siireyle muhafaza edilmistir.

ELISA’da, yikama soliisyonu olarak igerisinde %0.05 oraninda polioksiksetilen
sorbitan monolaurate (Tween 20, Sigma) ihtiva eden fosfat tampon tuz soliisyonu (PBS;
144mM Sodyum klorid, 1.47mM Potasyum dihidrojen orthofosfat, 8.1mM di-Sodyum
hidrojen orthofosfat dodecahidrat, 2.68 mM Potasyum klorid, pH 7.4) kullanilmistir.
Hazirlanan soliisyon en fazla bir ay boyunca oda 1sisinda muhafaza edilerek kullanilmistir.
Bloklama soliisyonu olarak igerisinde %5 yagsiz siit (Marvel) bulunan PBS/%0.05 Tween20
(PBS/T) kullanilmistir. Testte kullanilan serum ve konjugatlar igerisinde %5 Marvel ihtiva
eden PBST (icerisinde %0.05 oraninda Tween 20 ihtive fosfat tampon tuz saline, pH 7.4) ile
sulandirilmistir. Soliisyon oda 1sisinda iki giin boyunca muhafaza edilmistir. Ikincil antikor
olarak horse radish peroksidaz (HRP) ile isaretlenmis anti-bovine IgG molekiilii (Sigma)
kullanilmistir.

Olusan antijen—antikor birlesmesinin belirlenmesi amaciyla substrat olarak 3, 3', 5, 5'-
tetrametilbenzidin dihidroklorid (TMB, Sigma) kullanilmistir. Daha 6nceden hazirlanan ve
icerisinde sodyum perborat bulunan 10 ml fosfat-sitrat tampon soliisyonuna (100 ml
deiyonize su igerisinde bir kapsiil) 1 mg substrat/tabletten bir adet konularak erimesi
saglanmustir. Substrat soliisyonu kullanimdan hemen 6nce taze olarak hazirlanmstir.

Hasta ve/veya asili hayvanlarin teshisinde kullanilacak rekombinant proteinlere karsi
olusan IgG’ lerin belirlenmesi amaciyla yapilan ELISA testi 96 gozlii polistiren mikro ELISA
plaklar1 (Dynatech, Immulon, Type I, USA) kullanilarak yapilmistir. Karbonat—bikarbonat

soliisyonu igerisinde sulandirilarak hazirlanan antijenlerden her géze 100 pl gelecek sekilde
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eklendikten sonra plak kaplayicilar (ICN Biomedical) ile tizerleri kapatilmistir. Daha sonra
plaklar mikroplate calkalamali inkiibatorii igerisinde, eklenen antijenlerin her goziin dip
kisminda diizgiin bir sekilde dagilmasi amaciyla, 30 saniye boyunca, oda 1sisinda nazikge
calkalanmiglardir. Bu agamadan sonra plaklar +4°C’de gece boyunca bekletilmistir. Ertesi giin
tim gozler ¢ok kanalli otomatik pipetler kullanilarak her goze 300 pul PBST soliisyonu
gelecek sekilde bes defa yikanmigtir. Her yikamadan sonra plaklar sallanarak i¢lerinde kalan
baglanmamig antijenlerin ve diger bilesenlerin giderilmesi saglanmis ve daha sonra plaklar
kagit havlular iizerine ters olarak kapatilarak iclerindeki fazlalik yikama soliisyonlarindan
arindirilmistir. Yikama isleminden sonra her plak goziine olusabilecek 6zgiil olmayan
baglanmalarin online gegmek amaciyla 300 pl bloklama soliisyonu (PBST+%S5 siit tozu)
konularak 37°C’de bir saat boyunca mikroplate ¢alkalayicisinda inkiibe edilmigtir. Bloklama
isleminden sonra plaklar bir kez yikanmis ve daha sonra plak gozlerine 100’er pul PBST+%5
Marvel igerisinde sulandirilarak hazirlanmis test edilecek serum oOrnekleri her plakta ikili
olacak sekilde eklenmistir. Ayrica her plaga dorder adet konjugat kontrol (Cc), yiliksek positif
serum (C++), distk pozitif serum (C+) ve negatif serum (C-) eklenmistir. Daha sonra
plaklarin istleri kapatilarak 37°C’de iki saat boyunca mikroplate ¢alkalayicisinda
inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyonu takiben plaklar tekrar PBST ile beser kez yukarida
anlatildigr sekilde yikanmis ve her goze 100 ul horseradish peroksidaz ile isaretli 1:15000
oraninda diliiye substrat eklenerek 37°C’de bir saat boyunca mikroplate ¢alkalayicinda inkiibe
edilmistir. Bunu takiben, plaklar tekrar beser kez PBST ile yikandiktan sonra her goze 200 pl
TMB substrati eklenerek 20 dakika boyunca oda 1sisinda ¢alkalamali inkiibatorde bekletilerek
renk olugmasi saglanmis ve en son enzimatik reaksiyonun durdurulmasi amaciyla her géze
100 pl 0.2M sulfirik asit eklenmistir. Reaksiyon sonucunda olusan rengin ELISA plak
okuyucusunda (ELX 808, Biotech) 450 nm filtre kullanilarak absorbans degerleri (optik

dansiteleri; OD) belirlenmistir.
2.4.1.2. ELISA Testinin Standardizasyonu

ELISA testinde kullanilacak olan antijen ve antikor belirlenmesi amaciyla ilk asamada
iki katli (Ornek; 1/20, 1/40, ....... , 1/3200) hazirlanan antijen diliisyonlar sabit diliisyondaki
serum Ornegi konjugat ile denenerek kullanilacak olan antijenin en iyi sonug verdigi diliisyon
belirlenmistir. Kullanilacak olan serumun optimal diliisyonunun belirlenmesi amaciyla ayni
islem bu kez sabit antijen diliisyonuna karst iki kath dililye edilmis serum ornekleri

kullanilarak yapilmis ve optimal serum diliisyonu tayin edilmistir. Yapilan tiim ELISA
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testlerin de kullanilan konjugat (HRP isaretli antibovine IgG, Sigma) iiretici firma tarafindan
Onerilen oranda (1/15000) kullanilmustur.

ELISA testinde kullanilacak olan negatif (C-), diisiik pozitif (C+) ve yiiksek pozitif
(C++)’lik gosteren referans kontrol serum ornekleri deneysel enfekte hayvanlardan elde

edilen enfeksiyon dncesi ve sonrasi serumlar kullanilarak belirlenmistir.

2.4.1.3. ELISA Testinin Duyarhhk, Ozgiillik ve Kesim (cut—off) Noktasinin

Belirlenmesi

ELISA testinin duyarliligt 7. annulata’nin sekiz farkli susuna (Ankara, Diyarbakir,
Gharb, Hissar, Ode, Tova, Tunisia, Razi) ait sporozoit ya da makrosizont hiicre kiiltiirii ile
Edinbrugh Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Tropikal Hastaliklar Merkezi (CTVM)’ de
deneysel olarak enfekte edilen hayvanlara ait enfeksiyonu takiben 28-58. giinlerde alinan
toplam 200 pozitif serum 6rnegi kullanilarak belirlenmistir. Testin 6zgiilliigii deneysel enfekte
hayvanlardan enfeksiyon o©ncesi alman toplam 180 negatif serum Ornegi kullanilarak
belirlenmistir.

ELISA protokoliiniin standardizasyonu amaciyla test edilen serum Orneklerine ait
optik dansite (OD) ol¢iimleri antikor belirlemeye yonelik ELISA testleri icin gelistirilen
uluslararasi ilkelere gore ylizde pozitif (PP) degerine ¢evrilmistir (Wright ve ark 1993). Her

ornek goziine ait OD oOlgiimlerine ait PP degerleri asagidaki formiil kullanilarak

hesaplanmistir:
Her gbze ait OD
PP = x 100
Medyan ODc4+

Medyan ODcy+ degeri; list ve alt siirlar igerisinde yer alan en az li¢ yiiksek pozitif
kontrol (C++) OD’ lerine ait ortancayi ifade etmektedir.

Optimize edilen ELISA’da her antijen i¢in ayr1 ayr1 olacak sekilde, kesim (cut—off)
noktalar1 bilinen negatif ve pozitif serum Orneklerine ait PP degerlerine ait ters yonlii
kiimiilatif frekans dagilimlar1 yapilarak belirlenmistir. Bu amagla PP degerlerinin siklik
(frekans) degerleri ile kiimiilatif yilizdeleri belirlenmistir. Negatif ve pozitif serumlara ait
siklik degerleri ile negatif kiimiilatif ylizde ve ters yonlii pozitif kiimiilatif ylizde dagilimlari
karsilagtirilarak her antijen i¢in 0—100 arasindaki (IPP araliginda) bir kesim noktasi

belirlenmistir (Greiner ve ark 1995a,b).
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Testin duyarliligi, pozitif test 6rnegi sayisinin 7. annulata ile enfekte toplam hayvan
sayisina boliinmesi ile, testin 6zgiilliigl ise negatif test drnegi sayisinin 7. annulata ile enfekte
olmamis toplam hayvan sayisina boliinmesi ile belirlenmis ve yiizde (%) cinsinden ifade

edilmistir.
2.4.1.4. indirek Floresan Antikor (IFA) Testi

IFA testi, ELISA yonteminin gelistirilmesinde kullanilacak olan antijenlerin saha
sartlarinda hastaligin endemik olarak gorildiigii bolgedeki hayvanlardan toplanan serum
orneklerinin degerlendirilmesinde referans test olarak kullanilmasi amaglanmistir. Bu
dogrultuda IFAT’ta kullanilan 7. annulata ile enfekte hiicre kiiltiirlerinden Minami ve ark.
(1983) tarafindan belirtilen yontem ile hazirlanan antijenler kullanilmistir.

Ureme vasatinda (RPMI 1640+%10 NCS+Penisilin/Streptomisin) bulunan hiicrelerin
Thoma laminda saymmi yapildiktan sonra mL’sinde yaklasik olarak 10° hiicre bulunan
kiiltiirler 1500 devirde 10 dakika 15 ml’lik falkon tliplerde santrifiij edilerek dipte
toplanmalar1 saglanmis ve bu hiicrelerin iizerine 15 ml 1xPBS, pH 7.2 eklenerek tekrar
sulandirilarak yukaridaki sekilde santriflij edilmislerdir. Bu islem toplam fii¢ kez tekrarlanarak
hiicreler yikanmistir. Son yikama isleminden sonra dipte toplanan hiicreler ml’sinde 5x10’
hiicre olacak sekilde 1xPBS ile sulandirilmis daha sonra {izerine esit hacimde soguk 1/10’luk
formalin (%3.7 formaldehid PBS igerisinde sulandirilarak hazirlanmistir) damla damla
eklenerek karistirilmis ve bu karisim 10 dakika boyunca buz iizerinde bekletilerek hiicrelerin
fikzasyonu saglanmistir. Fikse edilen hiicreler, daha 6nceden elmas kalemiyle cizilerek
hazirlanan temiz lamlar tizerinedeki yuvarlaklara, her yuvarlaga bir damla gelecek sekilde,
otomatik pipetle damlatip ¢gekme tarzinda lamlarin iizerine konulduktan sonra oda 1sisinda bir
saat kurumaya birakilmiglardir. Kurutma isleminden sonra iizerinde antijenler bulunan lamlar
pecetelere sarilarak igerisinde silika jel bulunan torbalar i¢inde 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 ¢ozdiirtilmiistiir. Sonra lamlar
tic kez PBS ile yikanamistir. Bu lamlardaki fikse edilmis hiicrelerin iizerine PBS igerisinde
1:160 oraninda sulandirilmis birincil antikordan (siipheli hayvan serumu) 10 pl konularak 30
dakika boyunca nemli ortamda, oda 1sisinda inkiibasyona birakilmistir. Bunu takiben lamlar
iic kez 1xPBS ile beser dakika boyunca yikanarak baglanmamig antikorlar uzaklagtirilmisgtir.
Daha sonra 1:80 oraninda sulandirilmis ikincil antikor karisimindan (12,5 pl FITC ile isaretli

anti-bovine IgG, Sigma+12,5 pl Evansblue, Sigma+970 ul PBS) her goze 10 pl gelecek
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sekilde eklenerek yukarida belirtildigi sekilde 30 dakika boyunca oda isisinda, karanlik
ortamda inkiibe edilmistir. inkiibasyonun bitiminde lamlar 1xPBS ile beser dakika yikanarak
baglanmamus ikincil antikorlar uzaklastirilmistir. Son olarak lamlarin {izerine pasteur pipeti
yardimiyla birer damla kapama stvist (10 ml 50 mM Tris, pH 9.2 + 20 ml gliserol) konularak
lamel yardimi ile {tzerleri kapatilarak floresans mikroskop (Olympos BXS51) altinda
incelenerek pozitif ve negatif olarak ayrimlar1 yapilmistir. Mikroskop altinda incelenen
orneklerde goriilen yogun floresan 1s1ma (+), az 1s51ma ve hi¢ 151ma olmamasida (-) olarak

degerlendirilmistir.
2.4.1.5. Saha Serum Ornekleri

Tropikal theileriosis’in goriildiigii Aydin, Izmir ve Manisa illerine bagli toplam sekiz
farkl1 ilge ve kdylerdeki hayvanlardan hastalik sezonunun sonuna yakin Eyliil ayinda toplanan
355 serum Ornegindeki hastaliga kars1 6zgiil antikor seviyelerinin belirlenmesinde TaSP, Ta9
ile Ta9.4 rekombinant proteinleri kullanilarak yapilan indirek ELISA’larin etkinliginin
referans test olarak yapilan IFA testi ile karsilagtirilarak belirlenmesi amaglanmistir. Farkli
antijenler (TaSP, Ta9 ve Ta9.4) kullanilarak yapilan ELISA ve IFAT sonuglar istatistiksel

olarak ki — kare testi kullanilarak degerlendirilmistir.
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2.4.2. Bulgular
2.4.2.1. ELISA Testinde Kullanilan Reaktiflerin Standardizasyon ve
Optimizasyonu
ELISA testinin gelistirilmesinde kullanilan TaSP, TA06510, Ta9 ve Ta9.4
rekombinant antijenlerin, referans sigir serumu titrasyonlar1 ve konjugat diliisyonu Sekil 2.C.1
de gosterilmistir. Tiim testlerde konjugat (HRP isaretli antibovine IgG, Sigma) iiretici firma
tarafindan Onerilen oranda (1/15000) kullanilmistir. Kullanilan antijenler ve serum

orneklerine ait optimal diliisyon miktarlar1 Cizelge 2.C.1°de verilmistir.

Cizelge 2.C.1. Standardize edilmis ELISA’larda kullanilan optimal antijen ve serum

diliisyonlar1.
TaSP TA06510 Ta9 Ta9.4
Rekombinant Ag 1/320 1/80 1/80 1/160
Serum 1/160 1/160 1/120 1/320
Konjugat (HRPO)* 1/15000

(*); konjugat (HRPO isaretli antibovine IgG, Sigma) iiretici firma tarafindan 6nerilen oranda kullanilmistir.

Western blotlama sonuglarina gére (Bknz. 2.2 ve 2.3/Bulgular) TaSP, Ta9, TA06510
ve Ta9.4 rekombinant proteinleri ile en iyi reaksiyon veren serum Ornekleri secilerek ELISA’
da pozitif serum 6rnegi olarak kullanilmistir. Ta9, Ta9.4 ve TA06510 rekombinant antijenleri
kullanilarak yapilan ELISA testlerinde ayni referans serum (48C) kullanilirken, TaSP
ELISA’da farkli bir referans kontrol serum ornegi (21A) kullamilmistir. Artan serum
dilisyonlarinda Ta9.4 ELISA ile karsilagtinldiginda Ta9 ve ozellikle TA06510
ELISA’larinda ki OD okumalar1 daha hizli bir sekilde diigsmiistiir. TaSP ELISA’da her ne
kadar farkli bir serum kullanilmis olsa da serum diliisyonlarinda elde edilen OD okumalar1
Ta9.4 ELISA’ya benzer bir seyir gostermistir (Sekil 2.C.1. A-D). Bununla birlikte TA06510
rekombinant antijeni kullanilarak yapilan ELISA’da elde edilen OD degerleri diger antijenlere
nazaran (TaSP, Ta9 ve Ta9.4) oldukg¢a diisiik ¢ikmistir (Sekil 2.C.1, B1 ve B2).

Ta9.4 ELISA Ta9 rekombinant antieni kullanilarak yapilan ELISA ile
karsilastirildiginda negatif serumla daha yogun bir arka plan olusturmustur. Bununla birlikte

zaman kisitlamasindan dolayr olusan arka plan baglanmalarinin azaltilmasi amaciyla
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bloklama soliisyonunda kullanilan yagsiz siit ve Tween 20 gibi 6zgiil olmayan baglanmalari
onleyen maddelerin farkli diliisyonlar1 denenememistir.

Ta9 ve Ta9.4 rekombinant antijenleri ile yapilan ELISA’da sirasiyla 1/120 ve 1/320
diliisyonlarda kullanilan ytiksek pozitif kontrol serum 6rnekleri (Ci+) oldukga yliksek OD
degerleri vermistir. TaSP ELISA’da 1/160 diliisyonda kullanilan yiiksek pozitif kontrol serum
orneginde de (C+) yliksek OD degerleri elde edilmistir.
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Sekil 2.C.1. Farkli rekombinant proteinlerle yapilan ELISA’nin standardizasyonunda

kullanilan antijen ve kontrol serum titrasyonlari. Yapilan tiim testlerde
konjugat diliisyonu 1/15000 oraninda kullanilmistir (Devam),
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Cift kath serum dilisyonu
Sekil 2.C.1. Farkli rekombinant proteinlerle yapilan ELISA’nin standardizasyonunda

kullanilan antijen ve kontrol serum titrasyonlari. Yapilan tiim testlerde
konjugat diliisyonu 1/15000 oraninda kullanilmistir (Devam),
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Sekil 2.C.1. Farkli rekombinant proteinlerle yapilan ELISA’nin standardizasyonunda

kullanilan antijen ve kontrol serum titrasyonlari. Yapilan tiim testlerde
konjugat diliisyonu 1/15000 oraninda kullanilmistir (Devam),
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Sekil 2.C.1. Farkli rekombinant proteinlerle yapilan ELISA’nin standardizasyonunda

kullanilan antijen ve kontrol serum titrasyonlari. Yapilan tiim testlerde
konjugat diliisyonu 1/15000 oraninda kullanilmistir (Devam),
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Sekil 2.C.1. Farkli rekombinant proteinlerle yapilan ELISA’nin standardizasyonunda
kullanilan antijen ve kontrol serum titrasyonlari. Yapilan tiim testlerde
konjugat diliisyonu 1/15000 oraninda kullanilmistir.

(A1); 1/200 serum diliisyonunda TaSP rekombinat antijeninin iki kath
sulandirmalar1 ( :160-1:40960).

(A2); 1/320 diliisyondaki TaSP rekombinant antijeni kullanilarak yapilan ¢ift
katli (1:40-1:5120) serum diliisyonlari.

(B1); 1/100 serum diliisyonunda TA06510 rekombinat antijeninin iki kath
sulandirmalari (1:10-1:1280).

(B2); 1/160 diliisyondaki TA06510 rekombinant antijeni kullanilarak yapilan
cift katl1 (1:40—1:5120) serum diliisyonlari.

(C1); 1/200 serum diliisyonunda Ta9 rekombinat antijeninin iki kath
sulandirmalar1 (1:10-1:1280).

(C2); 1/160 diltisyondaki Ta9 rekombinant antijeni kullanilarak yapilan ¢ift
katli (1:20-1:2560) serum diliisyonlari.

(D1); 1/200 serum diliisyonunda Ta9.4 rekombinat antijeninin iki kath
sulandirmalar1 (1:10-1:1280).

(D2); 1/160 diliisyondaki Ta9.4 rekombinant antijeni kullanilarak yapilan
cift katl1 (1:40—1:5120) serum diliisyonlari.

175



TaSP, TA06510, Ta9 ve Ta9.4 rekombinant antijenlere kars1 sporozoitler ya da yiiksek
pasajli hiicre kiiltiirleri ile deneysel enfekte hayvan serumlarindaki (ilhan 1999) IgG seviyeleri
OD okumalar1 baz almarak ELISA ile degerlendirilmesinde elde edilen sonuglar Sekil
2.C.2’de verilmistir.

TA06510 ELISA’da sporozoitler ile enfekte hayvanlardaki IgG seviyeleri sadece 48C
nolu hayvanda primer enfeksiyonu takip eden 56. giinde enfeksiyon oncesindeki OD
degerinin yaklasik iki katina c¢ikmistir, bunun haricindeki hayvanlardaki IgG seviyeleri
genelde oldukca diisiik seyretmistir. Re enfeksiyon sonrasindaki dénemde ise sadece 21A
nolu hayvanda antikor yanit 48C 56. giin seviyelerine ¢ikmis, ancak diger hayvanlarda primer
enfesiyon donemine benzer olarak re enfeksiyon sonrasindaki dénemde antikor seviyeleri
diisiik seyretmistir (Sekil 2.C.2. A). ELISA’da TA06510 rekombinant antijenine kars1 diisiik
IgG yanit olusmasindan dolay1 bu protein ileriki agamalarda kullanilmamagtir.

TaSP ELISA’da sporozoit ile enfekte hayvanlara ait enfesiyon Oncesi serum
orneklerinden sadece 897A nolu hayvan da digerlerine gore biraz daha yiiksek bir OD degeri
belirlenmis, diger hayvanlarda enfeksiyon dncesindeki donemde OD degeri diisiik ¢ikmistir.
Primer enfeksiyon esnasinda en yiiksek antikor yanit 48C (28. giin) ve 21A (85. giin) nolu
hayvanlarin serum 6rneklerinde tespit edilmistir. 48C’deki antikor yanit 90. giine kadar aym
seviyelerde kalmig, ancak 21A’da antikor yamit 85. giinden sonra re enfeksiyon sonrasi
yedinci giline (enfeksiyon sonrast 220. giin) kadar azalmistir. Ancak 90. giinden itibaren
azalmaya baglayan IgG seviyesi 213. giinde (re enfeksiyonun yapildigi giin) en diisiik
seviyeye inmistir. Bu donemde dahi OD degeri enfeksiyon oncesine gore ii¢ kat daha fazla
olmustur. Primer enfeksiyon esnasinda en diisiik antikor yanit 23B nolu hayvanda gorilmiis
ve OD degeri ancak enfeksiyon dncesin degerinin iki katina ancak 85. giinde yiikselmistir.
Primer enfeksiyon esnasinda en erken antikor yanit 897A nolu hayvanda 14. giinde goriilmiis
ve bu donemdeki OD degeri enfeksiyon oncesi doneme gore ii¢ kat artmistir. Re enfeksiyon
(213.iincii giin) sonrast donemde antikor yanit tiim hayvanlarda tekrar ylikselmistir. En
yliksek antikor seviyesi ise 21A nolu hayvanda goriilmiis, diger hayvanlarda ise antikor
seviyeleri benzer diizeylerde seyretmistir (Sekil 2.C.2, A). TaSP ELISA’da yiiksek pasaji
hiicre kiiltiirleri ile enfekte hayvanlara ait enfesiyon oncesi serum orneklerinde 32A en yliksek
OD degerini vermistir. Asilama sonrasindaki 21. giinde 308 A nolu hayvanda en erken antikor
yanit olusmus ve daha sonraki gilinlerde bu hayvandaki antikor seviyesi yiikselme egilimi
gostermistir. 308 nolu hayvani, 35. giinle 528 ve 26A nolu hayvanlar takip etmistir. Asilama
sonrasinda en yiiksek antikor yanit 56.inc1 giinde 32A nolu hayvanda goriilmiistiir. Re

enfeksiyon sonrasindaki dénemde en yiiksek antikor yanit 532 nolu hayvanda gézlenmis ve
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bunu 32A, 303A, 308A ve 26A nolu hayvanlar takip etmistir (Sekil 2.C.2, B). 54C, 891A ve
528 nolu hayvanlarin re enfeksiyon sonrasi serum ornekleri bulunmadigi i¢in degerlendirme
yapilamamustir.

Ta9 ELISA’da, TASP ELISA’ya benzer sekilde sporozoit ile enfekte hayvanlara ait
enfesiyon oncesi serum Orneklerinden sadece 897A nolu hayvan da digerlerine nazaran biraz
daha yiiksek bir OD degeri belirlenmis, diger hayvanlarda enfeksiyon oncesindeki donemde
OD degeri diisiik ¢ikmistir. Primer enfeksiyon esnasinda en yiiksek antikor yanit 90. gilinde
48C nolu hayvanda gbzlenmis ve bu hayvandaki antikor seviyesi primer enfeksiyon esnasinda
yiiksek seyretmistir. 48C haricindeki diger hayvanlardaki antikor seviyeleri ise enfeksiyon
oncesi donemdeki OD degerlerine yakin seyretmistir. Re enfeksiyon sonrasinda ise 21A nolu
hayvan haricinde diger tiim hayvanlardaki IgG seviyeleri yiikselmistir, 21A nolu hayvanda ise
re enfeksiyon sonrasindaki OD degerleri enfeksiyon 6ncesi ve primer enfeksiyon esnasindaki
seviyelerinde kalmistir (Sekil 2.C.2, A). Ta9 ELISA’da yiiksek pasaji hiicre kiiltiirleri ile
enfekte hayvanlara ait enfesiyon Oncesi serum Orneklerinde 32A en yiiksek OD degerini
vermistir. Asilama sonrasindaki donemdeki OD degerleri enfeksiyon Oncesine benzer
seyretmistir. Ancak asili hayvanlarda olusturulan re enfeksiyon sonrasinda en yiiksek antikor
yanit 26A nolu hayvanda olusmustur. Bunun yaninda 532 ve 308A nolu hayvanlardaki OD
degerleri re enfeksiyon sonrasindaki donemde primer enfeksiyon esnasindaki degerlerine gore
iki kat artis gostermistir. 32A nolu hayvanda ise re enfeksiyon sonrasi ¢ok az bir artis
gbzlenirken, 303A’da her hangi bir artis olmamustir (Sekil 2.C.2, B). 54C, 891A ve 528 nolu
hayvanlarin re enfeksiyon sonrasi serum Ornekleri bulunmadigi icin degerlendirme
yapilamamustir.

Ta9.4 rekombinant antijeni kullanilarak yapilan ELISA’da, sporozoit ile enfekte
hayvanlara ait enfesiyon dncesi tiim serum orneklerinde OD degeri diisiik ¢ikmistir. Primer
enfeksiyon sonrasindaki 14. giinde 897A nolu hayvandaki OD degeri enfeksiyon Oncesine
gore en az iki kat ylikselmis, ancak 897A’daki OD degerleri bu giinden sonra tekrar azalarak
enfeksiyon oncesi degerlerine geri donmiistiir. Primer enfeksiyon esnasinda en yiiksek antikor
yanit 90. giinde 48C nolu hayvanda gozlenmis ve bu hayvandaki antikor seviyesi primer
enfeksiyon esnasinda genelde ayni seviyelerde seyretmistir. Ta9.4 ELISA’da 48C nolu
hayvanda gozlenen antikor seviyeleri Ta9 ELISA seviyelerine nazaran daha yiiksek ¢ikmistir.
48C haricindeki diger hayvanlardaki (897A yedinci gilin hari¢) antikor seviyeleri enfeksiyon
oncesi donemdeki OD degerlerine yakin seyretmistir. Re enfeksiyon sonrasinda ise tiim
hayvanlardaki IgG seviyeleri ylikselmis ve sirasiyla en yiiksek antikor diizeyleri 48C, 21A,
897A ve 23B nolu hayvanlarda goriilmiistiir (Sekil 2.C.2, A). Ta9.4 ELISA’da yiiksek pasaji
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hiicre kiiltiirleri ile enfekte hayvanlara ait enfesiyon 6ncesi serum orneklerinde sirastyla 528,
32A ve 54C nolu hayvanlar en yiiksek OD degerini vermistir. OD degerleri 6zellikle 528 ve
TaSP ELISA’ dakine benzer sekilde 32A’°da oldukca yiiksek ¢ikmistir. Asilama sonrasindaki
donemde sadece 26A nolu hayvanda OD degeri enfeksiyon Oncesine gore yaklasik dort kat
artmistir. Asili hayvanlarda olusturulan re enfeksiyon sonrasinda en yiiksek antikor yanit Ta9
ELISA’ya benzer sekilde 26A nolu hayvanda olmustur. Bunu 532, 32A, 308A ve 303A nolu
hayvanlar takip etmistir (Sekil 2.C.2, B). 54C, 891A ve 528 nolu hayvanlarin re enfeksiyon

sonrast serum Ornekleri bulunmadig icin degerlendirme yapilamamustir.

178



(A) Theileria annulata Ankara sporozoitleri ile enfekte edilen hayvanlar
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Sekil 2.C.2. Sporozoit yada yiiksek pasajli hiicre kiiltiirii ile deneysel enfekte hayvanlar ait
serum Orneklerinde optimize edilmis antijen ve serum diliisyonlarinda TA06510,
TaSP, Ta9 ve Ta9.4 ELISA’lartyla belirlenen IgG seviyelerine ait OD degerleri
(Devam),
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Sekil 2.C.2. Sporozoit yada yiiksek pasajli hiicre kiiltiirii ile deneysel enfekte hayvanlara ait
serum Orneklerinde optimize edilmis antijen ve serum diliisyonlarinda TA06510,
TaSP, Ta9 ve Ta9.4 ELISA’lartyla belirlenen IgG seviyelerine ait OD degerleri
(Devam),
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(B) Theileria annulata Ankara/Pendik yiiksek pasajlarh hiicre Kiiltiirleri inokule edilen
hayvanlar
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Sekil 2.C.2. Sporozoit yada yiiksek pasajli hiicre kiiltiirii ile deneysel enfekte hayvanlar ait
serum Orneklerinde optimize edilmis antijen ve serum diliisyonlarinda TA06510,
TaSP, Ta9 ve Ta9.4 ELISA’lartyla belirlenen IgG seviyelerine ait OD degerleri
(Devam),
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Sekil 2.C.2. Sporozoit yada yiiksek pasajli hiicre kiiltiirii ile deneysel enfekte hayvanlar ait

serum Orneklerinde optimize edilmis antijen ve serum diliisyonlarinda TA06510,
TaSP, Ta9 ve Ta9.4 ELISA’lartyla belirlenen IgG seviyelerine ait OD degerleri.
Yapilan tim testlerde konjugat diliisyonu 1/15000 oraninda kullaniimistir.
Deneysel enfekte hayvanlar 7. annulata Gharb susuna ait sporozoit stabilatlar
ile re enfekte edilmislerdir.

(A); T. annulata Ankara sporozoitleri ile enfekte edilen ve yedi ay sonra re
enfeksiyona tabi tutulan hayvanlara ait serum 6rnekleri.

(B); T. annulata Ankara/Pendik hiicre kiiltiirlerine ait yiiksek pasajlarla inokule
edilen, yedi ay yada 35 giin sonra re enfeksiyona tabi tutulan hayvanlara ait

serum Ornekleri.
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2.4.2.2. TaSP, Ta9 ve Ta9.4 Antijenlerinin Duyarhlik ve Ozgiilliikleri

TaSP, Ta9 ve Ta9.4 ELISA’lar da T. annulata ile enfekte (pozitif, n=200) ve enfekte
olmayan (negatif, n=180) serumlara ait PP degerlerinin siklik dagilimlar sirasiyla Sekil 2.C.3.
A, B ve C’de verilmistir. Sekil 2.C.4 TG-ROC analiz sonug¢larinda ELISA’larda kullanilan
TaSP, Ta9 ve Ta9.4 rekombinant antijenlerine ait cut—off degeri, duyarliliklar1 ve 6zgiilliikleri
arasindaki iligki gosterilmistir. Her 6rnege ait iki tekrarli PP degerlerinin ortalamalari her test
icin > %95 ozgiilliik temel alinarak pozitif ve negatif olarak diizenlenmistir (Cizelge 2.C.2).
TaSP ELISA ig¢in belirlenen 18 PP cut—off noktasinda testin duyarlilik ve 6zgiilliigii sirastyla
%89.5 ve %98.3 olarak belirlenmistir. Bunun altindaki cut-off noktalar: testin 6zgiilliiglini

oldukea azaltmistir (Sekil 2.C.4, A).

Cizelge 2.C.2. Theileria annulata sporozoitleri veya makrosizont hiicre kiiltiirleri ile enfekte

hayvanlarda TaSP, Ta9 ve Ta9.4 ELISA testelerinin belirlenen yiizde (%)

duyarliliklart
Cut-off Sporozoit Makrosizont hiicre kiiltiirii Toplam
(n=53) (n=147) (n=200)
TaSP ELISA 84.9 91.1 89.5
18 PP
Ta9 ELISA 13.2 34 28.5
21 PP
Ta9.4 ELISA 30.1 36.7 35
11 PP

Ta9 rekombinant antijeni kullanilarak yapilan ELISA i¢in belirlenen 21PP cut—off
noktasinda testin 6zgiilliigii %95.6 olurken, duyarlilik %28.5 gibi oldukca diisiik bir deger
almistir. Ta9.4 ELISA i¢in belirlenen 11PP cut—off noktasinda testin duyarlilik ve 6zgiilliigii
sirastyla %35 ve %97 olarak belirlenmistir. Ta9 ve Ta9.4 ELISA testlerinde duyarliligin
arttirmas1 amaciyla daha diisiik bir PP degerinin secilmesi testin 6zgiilliiglinli azalttig1 i¢in

daha diistik bir cut—off noktasi se¢ilmemistir (Sekil 2.C.4, B ve C).
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Sekil 2.C.3. TaSP (A), Ta9 (B) ve Ta9.4 (C) ELISA’nin T. annulata ile enfekte (pozitif, n= 200) ve enfekte
olmayan (negatif, n=180) sigir serumlarma ait yiizde pozitif (PP) verilerinin siklik dagilimlari
(Devam),
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Sekil 2.C.3. TaSP (A), Ta9 (B) ve Ta9.4 (C) ELISA’nin 7. annulata ile enfekte (pozitif, n=

200) ve enfekte olmayan (negatif, n=180) sigir serumlarina ait yiizde pozitif (PP)

verilerinin siklik dagilimlari.
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Sekil 2.C.4. ELISA’da kullanilan rekombinant proteinlere (TaSP, Ta9 ve Ta9.4) ait TG—
ROC analiz sonuglari. (Devam),
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Sekil 2.C.4. ELISA’da kullanilan rekombinant proteinlere (TaSP, Ta9 ve Ta9.4) ait TG—

ROC analiz sonuglari.
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2.4.2.4. Saha Serum Orneklerinin IFA ve ELISA Testi Sonuclar

355 saha orneginde TaSP, Ta9 ve Ta9.4 ELISA yontemi ile sirastyla 18, 21 ve 11 cut—
off noktalar1 kullanilarak belirlenen 7. annulata enfeksiyonunun referans test olarak
kullanilan makrosizont IFA testi sonuclari ile karsilagtirilmasi1 Cizelge 2.C.3’de verilmistir.
Makrosizont antijenleri kullanilarak yapilan IFA testi ile 233 hayvanda 7. annulata
enfeksiyonu belirlenmis, 122 hayvan ise 7. annulata yoniinden negatif bulunmustur. 233
hayvanin 89 tanesi tiim ELISA’larda pozitif, 59 tanesi tiim ELISA’larda negatif sonu¢ vermis,
kalan 85 hayvandan 28 tanesi sadece TaSP ELISA ile, 7 tanesi Ta9 ELISA ile, 7 tanesi Ta9.4
ELISA ile, 32 tanesi TaSP ve Ta9.4 ELISA’larin her ikisinde, 8 tanesi TaSP ve Ta9
ELISA’larin her ikisinde ve 3 tanesi de Ta9 ve Ta9.4 ELISA’larin her ikisinde birden pozitif
bulunmustur. IFA testi ile 7. annulata yoniinden negatif bulunan 122 hayvanin 66 tanesi
TaSP, Ta9 ve Ta9.4 rekombinant antijenleri ile yapilan ELISA’ larda negatif sonug verirken,
13 hayvan tiim ELISA’larda pozitif bulunmustur. IFAT sonucu negatif olan kalan 43
hayvandan 4, 18, 6 tanesi sadece sirasiyla TaSP, Ta9 ve Ta9.4 ELISA’ larda pozitif sonug
vermis, bunun yaninda 3, 4, 8 adet hayvan sirastyla TaSP ve Ta9, TaSP ve Ta9.4, Ta9 ve
Ta9.4 ELISA’larda pozitif bulunumustur.

Her rekombinant protein ile elde edilen ELISA sonuglari ayri ayr1 IFAT ile
karsilastirildiginda, TaSP ELISA ile pozitif sonug veren 182 hayvandan 24 tanesi IFA testi ile
negatif sonu¢ vermis, bununla birlikte TaSP ELISA ile negatif sonu¢ veren 173 hayvanin 76
taneside IFA testi ile pozitif bulunmustur. Ta9 rekombinant antijeni kullanilarak yapilan
ELISA sonucunda pozitif oldugu belirlenen 148 hayvanin 42 tanesi IFA testinde negatif
sonug verirken, Ta9 ELISA’da negatif sonu¢ veren 207 hayvandan 127 tanesi IFA testinde
pozitif bulunmustur. Ta9.4 ELISA ile pozitif oldugu belirlenen 168 hayvandan 33 tanesi IFA
testi ile negatif bulunurken, Ta9.4 ELISA’da negatif sonu¢ veren 187 hayvandan 96 tanesi
IFA testi ile pozitif sonu¢ vermistir. Saha sartlarinda enfekte hayvanlarda hastaliga karsi
olusan antikorin belirlenmesinde IFA testi TaSP, Ta9 ve Ta9.4 rekombinant antijenleri

kullanilarak yapilan ELISA testine gore daha fazla sayida pozitiflik belirlemistir (p<.05).
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Cizelge 2.C.3. TaSP, Ta9 ve Ta9.4 ELISA ve IFA testleri ile 355 saha 6rneginde belirlenen

T.annulata enfeksiyonunun karsilagtirilmasi

TaSP ELISA Ta9 ELISA Ta9.4 ELISA

Pozitif Negatif Toplam Pozitif Negatif Toplam Pozitif Negatif Toplam

IFAT
Pozitif 157 76 233 106 127 233 135 96 233
Negatif 24 98 122 42 80 122 33 89 122
Toplam 182 173 355 148 207 355 168 187 355
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2.4.3. Tartisma

Akut theileriosis’in teshisi siskin lenf yumrularindan hazirlanan biopsi materyalinde
yada kan frotilerinde Giemsa boyamayla sirastyla makrosizontlarin yada parazitin piroplasm
formlarinin goriilmesi ile yapilabilmektedir. Kronik olgularmm tespiti, Giemsa boyali
preparatlarda piroplasmlarin oldukg¢a diislik sayilarda olmasindan dolay1 yapilamamaktadir.
Ayrica mikroskobik olarak diger Theileria tiirlerinden ayirim genelde kolay olmamakta ve
mikroskobik yontemler hastaligin tam olarak belirlenmesine olanak vermemektedir (Ahmed
ve ark 1997). Mikroskobik yontemlerden kaynaklanan dezavantajlarin dniine gecebilmek icin
tropikal theileriosis’e yakalanan hayvanlarin tanis1 serumda bulunan parazite 0zgii
antikorlarin varliginin belirlenmesine yonelik indirek serolojik testlerin gelistirilmesine yol
acmistir. Tropikal theileriosis’in endemik olarak goriildiigii bolgelerde hastaligi atlatan yada
asili hayvanlarda 7. annulata’ya kars1 gelisen antikor varligi serolojik testlerle belirlenerek
hastaligin prevalansi ve/veya asilamalarin etkinligi ile olusan re enfeksiyonlara kars1 verilen
yanit belirlenebilmektedir.

Komplement fikzasyon ve hemagliitinasyon inhibisyon gibi serolojik testler
Theileria’ya kars1t olusan antikorlarin belirlenmesinde kullanilmis, ancak diisiik 6zgiilliige
sahip olmalarindan o6tiiri pek tercih edilmemislerdir (Norval ve ark 1992). Bunun yaninda
serumda bulunan parazite O6zgii antikorlarin ve enfekte hayvanlardan hazirlanan biopsi
materyalinde parazitlerin belirlenmesine olanak veren alkalen fosfataz anti alkalen fosfataz
(APAAP) gibi immunohistokimyasal tekniklerden de yararlanilmistir (Ahmed ve ark 1997).
Isik mikroskop altinda taniya olanak veren, 6zgiil, 6rneklerde hatali pozitif ve negatifliklerin
online gegen bu test her nekadar enfekte hayvanlarda antikor varligini tespit edebilsede
parazitin farkli yasam donemlerine 0zgii antikorlarin tespitine, dolayisiyla kapsamli bir
epidemiyolojik ¢alisma yapilabilmesine olanak vermemektedir.

Piroplasm ya da makrosizont hiicre kiiltiirlerinden hazirlanan antijenler ile yapilan
indirekt floresan antikor (IFAT) testi yaygin olarak kullanilan bir serolojik testtir. IFA testi,
T.annulata’nin  prevalans c¢alismalart ve asilanmis hayvanlardaki antikor yanitinin
belirlenmesinde yogun olarak kullanilan bir testtir (Pipano ve ark 1974). IFA testi
mikroskobik bakiya nazaran daha pratik bir yontemdir. Makrosizont hiicre kiiltiirlerinden
hazirlanan antijenler kullanilarak yapilan IFA testi, piroplasm antijenleri ile yapilana nazaran
tropikal theileriosis’e yeni yakalanan hayvanlarda parazitin makrosizont donemine karsi
gelisen antikor yanitin, piroplasm donemine karsi gelisen antikor yanita gore daha erken

olugmasindan o&tiirii makrosizont IFA testini daha duyarli kildig1 s6ylenmistir (Darghouth ve
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ark 1996a, Ilhan 1999). IFA testi parazitin farkl1 yasam dongiilerinde ortak olarak gdzlenen
antijenler ile reaksiyon gostermesinden dolayr asilanmis/re enfekte olmamis hayvanlarin ne
asili/re enfekte nede dogal olarak enfeksiyonu atlatip bagisiklik kazanmis hayvanlardan
ayirimini yapamamaktadir (Knight 1998). IFA testinin duyarliliginda 6rnekleme zamaninin
etkisininde goz Oniinde tutulmasi gerekmektedir (Ilhan 1999). IFA testi her ne kadar diger
kan parazitlerinin goriilmedigi ve uygun 6rnekleme zamaninin belirlendigi bolgelerde tropikal
theileriosis’ in tanisinda 6zgiil olarak kullanilabilse de elde edilen veriler sadece bir prevalans
calismast olarak kalmaktadir. Hastaligin saha sartlarinda kontroliinde uygulanabilecek
programlarin belirlenmesinde o bolgedeki kullanilan asilamalarin  koruyuculugu yada
olusabilecek epidemilerin kaynagini olusturabilecek yeni parazit populasyonlarinda
olusabilecek muhtemel antijenik degisimler hakkinda yeterli veriyi saglayamamaktadir.

Parazitin atteniiye edilmis ve piroplasm olusturmadig: diisiintilen (Pipano 1977) hiicre
kiiltiirleri ile asilanmis hayvanlarda konak viicudunda parazitin sporozoit, meroziot ve
piroplasm donemlerine karsi bagisik yanit olusmazken, asilanmis hayvanlarda bagisiklik
sistemi sadece makrosizont doneminde sentezlenen proteinler ile karsilasip bunlara kars1 yanit
olusturur. Yapilan epidemiyolojik calismalarda bu hayvanlarin ayiriminin yapilmasi hastaliga
kars1 gelistirilecek kontrol programlarinin belirlenmesinde onem tasimaktadir. Bu amagla
kullanilan ELISA, son yillarda veteriner hekimlikte hastaliklarin tanisi1 ve epidemiyolojik
caligmalarda giderek yaygin sekilde kullanim alan1 bulmustur (Voller ve ark 1976). ELISA,
IFA testine nazaran daha duyarli ve 0Ozgiil olup, ¢cok sayida Ornegin objektif olarak
incelenmesine olanak vermektedir (Kemeny ve Chantler 1988).

Parazitin sizont veya piroplasm donemlerine ait ham antijenler kullanilarak yapilan
ELISA ile elde edilen sonuglarin IFA testi ile elde edilenlere nazaran daha duyarli, objektif,
gercekei ve 0Ozgiil oldugu bilinmektedir (Beniwal ve ark 1997). Ham haldeki ¢oziiniir
piroplasm, hiicresel sizont ve ¢0ziiniir sizont antijenlerinin ELISA ile Theileria’ya karsi
olusan antikorlar1 belirliyebilmesine karsin parazitin farkli donemlerinde ortak olarak goriilen
bazi antijenlere bagli olarak sporozoitler ile enfekte yada sizontlarla asilanmis hayvanlarda
antikor seviyelerinin arasinda ayirici bir fark gézlenmemektedir (Manuja ve ark 2000). Bunun
yaninda ham piroplasm antijenleri kullanilarak yapilan ELISA 7. parva ile capraz
reaksiyonlar olusmaktadir (Gray ve ark 1980, Kachani ve ark 1992b). Tropikal theileriosis’e
kars1 uygulanacak agilama programlarinin olusturulabilmesi amactyla yapilan epidemiyolojik
caligmalarda kullanilabilecek bir diger yontemde parazitin farkli yasam donemlerine 6zgii
antijenlerin bir arada kullanilarak test edilen serum Ornekleri hakkinda daha kapsamli bilgi

edinilmesidir.
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Bu giine kadarki ¢alismalarda parazitin omurgali konaktaki farkli yasam donemlerine
(sporozoit, makrosizont, merozoit/piroplasm) 6zgii rekombinant proteinler hastaligin serolojik
olarak ELISA ile teshisinde kullamilmistir (Matita 1994, ilhan 1999, Gubbels ve ark 2000,
Bakheit ve ark 2004). Theileria annulata’nin sporozoit yiizey antijeni; SPAG—1 rekombinant
proteini kullanilarak yapilan indirekt ELISA’larda bu proteinin dogal sartlarda tekrarli kene
enfestasyonuna maruz kalmamis hayvanlarda bagisiklik siteminin sporozoitlere maruz kalma
stiresinin kisa (azami 10 dakika) olmasindan (Boulter ve ark 1999) dolay1 antikor miktar1 hizli
sekilde tespit smirlarmin altina diistiigii i¢in antikor miktarinin tanmi igin yeterli diizeyde
olmadig1r gorilmiistiir (Matita 1994, Williamson ve ark 1994). Merozoit rhoptri antijeni;
Tamr—1 (Shiels ve ark 1994) kullanilarak yapilan ELISA testi ile bu proteinin tan1 i¢in uygun
oldugu belirtilmistir (Matita 1994). Ancak, diger bir ¢alismada antijenin sporozoit ile enfekte
hayvanlar1 belirleyebildigi, ancak atteniiye hiicre kiiltiir ile asilanan hayvanlarda proteine kars1
gelisen antikor yanitin yeterli diizeyde olmadigi, ayrica 7. parva, T. buffeli, Babesia bovis ve
Trypanosoma ile capraz reaksiyon verdigi (Ilhan 1999) ve Tamr—1 ELISA ile elde edilen
duyarliligin IFA testine nazaran daha diistik seyrettigi ve IFA testinin daha giivenilir oldugu
belirtilmistir (Ilhan 1999). T. annulata’min immunodominant merozoit/piroplasm yiizey
antijeni; Tams-1 (Gubbels ve ark 2000, (Glascodine ve ark 1990) proteinin antijenik
ozelliginden dolayr ELISA gibi tanisal amacl serolojik testlerde duyarli ve 6zgiil olarak
kullanilabilecegi 6ngdriilmiis (Jongejan ve ark 1994), ancak enfekte hayvanlarda {i¢ aydan
onceki donemlerde IFA testi daha giivenilir sonug verdigi goriilmistiir (Gubbels ve ark 2000).
Tams-1 antijenine karst gelisen antikor titresi uzun siire (yaklasik bir yil siireyle) viicutta
yiiksek diizeylerde seyretmesinden dolay1 enfeksiyona yeni yakalanmis hayvanlarin tasiyict
durumdaki hayvanlardan ayirimini zorlastirmaktadir. Buna ilave olarak, 7. parva’nin bazi
suslar1 ile ¢apraz reaksiyon vermektedir (Gubbels ve ark 2000).

Theileria annulata yiizey antijeni olarak bilinen TaSP molekiiliine kars1 gelisen giiglii
humoral yanit 7. annulata’nin serolojik olarak indirekt ELISA yontemi ile teshisi i¢in uygun
bir protein oldugunu diisiindiirmiistiir (Bakheit ve ark 2004). TaSP ELISA sigirlarda yaygin
olarak goriilen Babesia bovis ile ¢apraz reaksiyon vermemesine karsin, 7. parva ile deneysel
enfekte hayvanlarda elde edilen serum Ornekleri ile yiiksek oranda ve buna ilaveten
Trypanosoma ile ¢apraz reaksiyon vermektedir (Renneker ve ark 2008). TaSP molekiiliiniin
ELISA’da T. parva ile enfekte serumlarla gosterdigi ¢apraz reaksiyonun Onlenmesi ve
Ozgiilliiglinlin arttirilmas1 amaciyla TaSP molekiiliine 6zgiil oldugu belirtilen 1C7 monoklonal
antikoru (Shiels ve ark 1986) kullanilarak gelistirilen kompetitif ELISA (cELISA) sonucunda
testin 0zgiilliigii %100 olurken, duyarliligi1 (%77) oldukga diismiistiir (Renneker ve ark 2008).
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Gelistirilen cELISA T. parva’nin yaninda Trypanosoma, Babesia bigemina, Babesia bovis ve
Anaplasma tirleri ile ¢apraz reaksiyon vermemektedir (Renneker ve ark 2009). Bununla
birlikte, indirek ELISA referans alinarak cELISA ile yapilan epidemiyolojik caligmalarda
testin duyarliliginin ve O6zgiilliigiiniin sirasiyla %82 ve %52 oldugu belirlenmistir. Diigiik
duyarliligina bagli olarak cELISA teknigi saha sartlarinda ancak indirek ELISA ve/veya IFAT
gibi referans testler ile beraber kullanilabilmektedir.

Theileria annulata’nin sporozoit, makrosizont ve piroplasm donemlerinde ortak
sentezlenen, 19,5 kDa molekiiler agirliginda, dimerik yapiya sahip TaD (Schneider ve ark
2004) ve 37 kDa agarliginda, piroplazm ve makrosizont donemlerinde sentezlenen ve farkl
parazit suslar1 arasinda yiiksek oranda (%95) korunmus olan 7. annulata proteini (TaSE)
molekiilleri (Schneider ve ark 2007) bulunmaktadir. 7. annulata ile enfekte hayvan serumu
kullanilarak yapilan degerlendirmede TaD ve TaSE rekombinant proteinlerine karsi serum
antikor titresi olduk¢a diisiik ¢ikmustir (Seitzer ve ark 2008). Ozellikle, T. annulata’nin
genomik diziliminin belirlenmesi (Pain ve ark 2005) ve biyoinformatik yontemlerin yardimi
ile parazitin farkli donemlerinde yliksek oranda sentezlenenen, dizilimde belli amino asit
alanlarina sahip antijenik 6zellikleri olan proteinlerin belirlenmesine olanak saglamistir. Bu
proteinler arasinda 23 kDa’luk piroplasm yiizey proteini, Merol, sub—telomerik bdlgede
bulunan SVSP gen ailesi i¢inde belli genler arasindaki korunmus bolgelerin sentezledigi ortak
protein bolgelerinin rekombinant proteinleri, RP2 ve RP4 (Weir 2006) bulunmaktadir.
Bununla birlikte Merol, RP2 ve RP4 proteinlerine karsi gelisen bagisik yanit ve bunlarin
serolojik testlerde tan1 amacl kullanilmasi ile ilgili bir ¢alisma yapilmamistir. Bu calismada
deneysel enfekte serumlar ile yapilan Western blot sonucunda RP2 ve 4 rekombinant
proteinlerine karsi hayvanlarda bir yanit olusmamasi, Merol rekombinat proteinine karsi
siurlt antikor yanit gozlenmesi bu proteinlerin ELISA testi ile tanisal amagh kullanima uygun
olmadiklarini gostermistir (Bknz. 2.2/Bulgular).

Bu kisimda ii¢ farkli rekombinant antijen olan TaSP, Ta9 ve Ta9.4’lin serolojik olarak
ELISA yontemi ile tropikal theileriosis’in endemik olarak goriildiigii bolgelerde saha
sartlarinda enfekte hayvanlar1 belirlemedeki verimliliginin degerlendirilmesi amaglanmstir.
Bu dogrultuda sigirlardan toplanan serum 6rnekleri doku kiiltiiriinden hazirlanan makrosizont
antijenleri ile kapanan lamlar kullanilarak IFA ve yukarida belirtilen antijenlerle kapli plaklar
kullanilarak indirek ELISA testleri ile karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir. TA06510
ELISA’da sporozoitler ile enfekte hayvanlarda rekombinant antijenine kars1 diisiik IgG yanit

olusmasindan dolay1 bu protein ileriki asamalarda kullanilmamistir.
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Indirek ELISA protokoliinde farkl1 antijenler igin ayni inkiibasyon siireleri ve substrat
diliisyonu kullanilmistir. Bununla birlikte kullanilan antijen ve birincil antikor (enfekte serum)
diliisyonlar1 ayr1 ayn titre edilerek optimal diliisyonlar belirlenmistir (Cizelge 2.C.1). Hem
Ta9 ve Ta9.4 hemde TaSP rekombinant antijenleri ile yapilan ELISA’lar da kullanilan pozitif
kontrol serum o&rnekleri (Ciy) oldukca yiiksek OD degerleri vermistir. ELISA’ nimn
optimizasyonunda yiiksek affiniteli serum orneklerinin kullanilmasi testin duyarliligini
etkileyebilmektedir. Bununla birlikte 6zellikte hayvanlar arasinda belli bir antijene karsi
degisik diizeylerde olusan bagisik yanit testin optimizasyonunda kullanilacak serum
orneklerinin se¢imini gii¢lestirmektedir. Bu yiizden ELISA tesitinin optimizasyonunda yliksek
affiniteli serum Ornekleri segilmistir. Diisiilk antijen konsantrasyonu ve yiiksek serum
diliisyonlarinda yiiksek affiniteli antikorlar daha iyi belirlenmektedir (ilhan 1999).

Ta9.4 ELISA, Ta9 ile karsilastirildiginda negatif serumla daha yogun bir arka plan
olusturmustur. ELISA yOnteminde testin optimizasyonunu etkileyen faktorler arasinda;
kullanilan plaklarin yapisi, meniskiis olusumu, tampon solusyonlarin miktar, i¢erik ve pH’lar1,
inkiibasyon siire ve dereceleri gibi bir ¢ok degisken bulunmaktadir (Wright 1987, Kemeny
1992, Venkatesan ve Wakelin 1993). Kullanilan plaklarin antijen ve antikor baglama
kapasiteleri 6nemli oranda farkliliklar gdstermekte ve ayni zamanda plaklarin kimyasal
yapisinda zaman i¢inde modifikasyonlar olusabilmektedir (Wright 1987). ELISA testinde
degiskenlige yol acan bir diger etmende plak gozlerindeki meniskiis (bir tarafi i¢ biikey digeri
dis biikey mercek) olusumudur. Meniskiis, testte kullanilan tampon soliisyonlar igerisinde yer
alan deterjanlarm (Orn.; Tween) yiizey gerilimlerini azaltmasi sonucu kagmilmaz olarak
ELISA’da olugsmaktadir (Wright 1987). Etkisi iki tiirlidiir; i) plak gozlerinden vertikal 15181
gecisi esnasinda, meniskiis ayri bir lens gorevi yapmakta, i1) konkav meniskiis olusmus plak
gbziinden gegen 15181n katettigi yol, meniskiis olusmamis plak goziine nazaran daha
kisalmaktadir. ELISA testinde, organik molekiillerin pasif absorbsiyonu, antijen—antikor
baglanmasi ve enzimatik reaksiyonlarin hepsi 1s1 temelli tepkimelerdir. Testin
optimizasyonunda tiim reaksiyonlar ile kullanilan soliizyonlarin ayni 1sida olmasi1 énemlidir
(Wright 1987). Proteinlerin baglanmasi amaciyla kullanilan soliisyon ve bunun pH’s1
antijenlerin konformasyonel yapist ile hem plagin hemde proteinin yiikiine etki ederek
antijenin hatali biikiilmesine bagl 6zgiil olmayan baglanmalara veya antijenlerin plaklara hi¢
baglanamamasina yol agabilmektedir. Bunun yaninda inkiibasyon siiresi ve dereceleri ile
kullanilan soliisyon miktar1 hem serumda bulunan 6zgiil antikorlarin baglanmasi i¢in gerekli
kinetigi etkilemekte hemde antikorlarin affinitelerinin azalmasina yol acarak olusacak 06zgiil

antijen—antikor kompleksini dolayisiyla reaksiyon sonrast elde edilecek sonuglar
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etkileyebilmektedir (Kuen ve ark 1993). Tiim bu degiskenler optimun sartlarda minimize
edilmis olmasina kasin Ta9.4 ELISA’da olusan daha yogun arka plan baglanmalarinin
azaltilmas1 amaciyla bloklama soliisyonunda kullanilan yagsiz siit ve Tween 20 gibi 6zgiil
olmayan baglanmalar1 6nleyen maddelerin farkli diliisyonlar: ile kullanilan antijenlerin farkl
plaklara baglanma kapasiteleri zaman kisitlamasindan dolay1 denenememistir. Ileride
yapilacak olan caligmalarda ELISA testini etkileyerek, varyasyonlara yol agabilecek tiim
degiskenler maksimum verimlilik saglanmasi i¢in minimize edilmelidir.

Bu c¢alismada sporozoit ve yiiksek pasajli hiicre kiiltiirleri ile deneysel olarak
enfeksiyona tabi tutulduktan sonra sporozoitler ile re enfekte edilen hayvanlardan elde edilen
serumlar kullanilarak, TaSP, Ta9, Ta9.4 ile TA06510 rekombinat proteinlerine karsi dogal
enfekte ve asili hayvanlarda gelisen humoral yanit OD degerleri baz alinarak incelenmistir.
Sporozoitler ile enfekte hayvanlarin tiimiinde sabit serum (1/160) ve konjugat diliisyonlar1
(1/80) kullanilarak IFA testi ile yapilan degerlendirme sonucunda enfeksiyon sonrasi 56.
giinde pozitiflik gozlenirken, sadece bir hayvanda (48C) 28. giinde pozitiflik belirlenmistir.
TaSP ELISA, IFA testi ile benzer sekilde sporozoit ile enfekte hayvanlarin tiimiinii erken
donemde belirleyebilmistir. 23B nolu hayvanda OD degerleri baz alindiginda TaSP ELISA’da
rekombinant proteinine karsi gelisen antikor yanit enfeksiyon dncesi doneme gore en az iki
kat fazla olmakla birlikte diger hayvanlarla karsilastirildiginda genelde daha diisiik
seyretmistir. TaSP rekombinant proteinine karsi1 sporozoitler ile enfekte hayvanlarin tlimiinde
antikor yanit olusmus ve enfeksiyon sonrast 90. giinden itibaren yapilan tedaviye (Ilhan 1999)
bagl olarak giderek azalmistir. Bununla birlikte 7. annulata Gharb sporozoit stabilati (Ilhan
1999) ile olusturulan re enfeksiyon sonrasi antikor yanit tiim hayvanlarda tekrar ytikselmistir.
Primer enfeksiyon esnasinda hayvanlar arasinda antijene karsi olusan bagisik yanitta; parazit
ve konak populasyonlarindaki genetik cesitlilik, parazit proteomunun kompleks olusu ve
Ozgiil antikor yanitin olusum agamalarindaki degiskenlikler bireyler arasindaki bagisik yanitta
farkliliklara yol agmaktadir (Gray ve ark 2007). TaSP molekiiliiniin merkezi polimorfik kismu,
farkl1 izolatlar arasinda biiytikliik ve dizilim yoniinden farkliliklar géstermektedir (Awadia ve
ark 2008). Gerek T. annulata Gharb sporozoit stabilati ile olusturulan re enfeksiyona ve
gerekse de bireysel farkliliklara bagli olarak tiim hayvanlarda re enfeksiyon sonrasinda TaSP
rekombinant antijenine kars1 daha yiiksek antikor yanit olusmustur.

Ta9 ve Ta9.4 ELISA’lar da 48C haricindeki diger hayvanlardaki antikor seviyeleri
enfeksiyon oncesi donemdeki OD degerlerine yakin seyretmistir. Re enfeksiyon sonrasinda
ise Ta9 ELISA’da 21A nolu hayvan haricinde diger tiim hayvanlardaki IgG seviyeleri
yiikselmistir, bununla birlikte Ta9.4 ELISA’da tiim hayvanlardaki IgG seviyeleri
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yiikselmistir. Ta9 (TA15705) proteini, 7. annulata’nin farkli allerleri arasinda ozellikle
proteinin PQ (Prolin ve Glutamin) zengin merkezi kismindaki 335-391. amino asitler
arasinda uzunluk farkliliklart ve amino asit ilaveleri bulunmaktadir. Ta9un, T.parva
genomundaki ortolog genler ile 334-369. amino asitler arasinda benzerlik gostermektedir
(Sekil 2.B.9, A). Ta9 proteini, makrosizontlar ile enfekte hiicre ylizeyinde MHC smif I
molekiilleri tarafindan T hiicrelerine sunulan proteinlerden biridir ve bu proteine karsi gelisen
T hiicre yanit1 7. annulata’nin farkl stoklar1 arasinda degiskenlik gostermektedir (Weir W,
yayinlagsmamis veri). Ta9.4 (TA15710) proteininin farkli cografik bolgeler ile ayn1 bélgenin
farkli yorelerine ait izolatlar arasinda Ozellikle 140-230. amino asitler arasinda uzunluk
farkliliklar1 gostermekte, Ozellikle proteinin merkezi kisminin N ve C terminale yakin
bolgelerinde amino asit ilaveleri bulunmaktadir (Sekil 2.B.9, B ve Sekil 2.B.10). Bununla
birlikte Ta9.4 proteini farkli izolatlar arasinda, Ta9 kadar polmorfizm gostermemektedir.

Hayvanlar arasindaki bireysel farkliliklar, protein diizeyinde farkli alleller ile farkl
stoklar arasinda goriilen polimorfizm ile Ta9 proteininin MHC molekiileleri tarafindan
enfekte hiicre yiizeyinde T hiicrelerine sunuluyor olmasi; Ta9 ve onun paralogu olan Ta9.4
proteinlerinin, TaSP molekiiliinden farkli olarak primer enfeksiyon doneminde daha ok
hiicresel yanittan sorumlu olabilecegini diigiindlirmektedir. Bununla birlikte 48C no’lu
hayvanda gozlenen yiiksek antikor yanit enfekte hiicre yiizeyinde sunulan proteinlerin CD™® T
hiicrelerinden (CTL) ziyade naif T hiicrelerince (Ty) belirlendigini yada hiicelerde yogun
olarak eksprese edilen bu proteinlerin (Weir 2006 ve mikroarray analiz sonuglar1) sitotoksik
yanita bagl lize olduktan sonra B hiicrelerince yanit olustugunu akla getirmektedir. Ancak
yapilan ¢alismalarda, MHC sinif I aracili CTL yanit sadece bagisik hayvanlarda gelisirken,
hasta yada duyarli olanlar da bu yanita rastlanmayacagi vurgulanmistir (Seitzer ve Ahmed
2008). Enfeksiyon sonrasi 90. giinden itibaren yapilan tedaviye bagl olarak (Ilhan 1999) tiim
hayvanlarda olusturulan re enfeksiyon sonrasinda Ta9 ve Ta9.4 antijenlerine karsi olusan
antikor yanit artmistir. Bununla birlikte 48C no’lu hayvanda Ta9 ve Ta9.4 rekombinant
antijenlerine kars1 primer enfeksiyon esnasinda gozlenen yiiksek antikor yanitin muhtemel
sebebi tam anlasilamamustir.

Asilanmis hayvanlara ait serum Orneklerinde TaSP ELISA’da Ta9 ve Ta9.4
rekombinant antijenleri ile karsilagtirildiginda daha iyi bir bagisik yanit olugmus ve
hayvanlardaki antikor seviyeleri yiiksek ¢ikmistir. Bununla birlikte Ta9.4 ELISA (54C harig)
ve Ta9 ELISA’da asili hayvanlarda primer enfeksiyon doneminde bagisik yanit enfeksiyon
oncesi doneme benzer seyrederken, re enfeksiyon sonrasinda antijenlere karsi gelisen antikor

seviyesi hayvanlarin ¢ogunda ylikselmistir. Asilamadan sonraki donemde antikorun
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ozelligindeki ileri diizeylerdeki degisime bagli antikor seviyeleri artmaktadir (ilhan 1999).
Diistik affiniteli antikorlar 6zellikle enfeksiyondan hemen sonra iiretilirken, yiiksek affiniteye
sahip olanlar enfeksiyonun ilerleyen donemlerinde iiretilmektedir (Roitt 1994). Immunolojide
‘affinite  maturasyonu’ olarak adlandirilan bu olguda B hiicreleri tarafindan
gerceklestirilmektedir. B hiicreleri enfeksiyonun erken doneminde bagisik yanitin olusmasi
esnasinda diisiik affiniteye sahip antikorlar1 sentezlemektedir. Bununla birlikte bagisiklik
sisteminin ayni antijene tekrarli olarak maruz kalmasina bagli olarak konak tarafindan
somatik hipermutasyon (SHM) ve klonal seleksiyona bagli (Teng ve Papavasiliou 2007) daha
yiiksek affiniteye sahip antikorlar iretilmektedir. Bagisiklik sistemi tarafindan ikincil
enfeksiyon sonrasinda, ilk enfeksiyona gore logaritmik olarak ¢ok daha yliksek affiniteye
sahip antikorlar iiretmektedir. Antikor affinitesinin yaninda, bagisik hayvanlarda gelistigi
bilinen MHC simif I aracili CTL yanit (Seitzer ve Ahmed 2008) hem farkli suglar arasinda
hemde klonlanmis parazit populasyonlarinda heterojite gostermektedir (Darghouth 2008,
Machugh ve ark 2008). Ta9 ve Ta9.4 rekombinant antijenlerine karsi asili hayvanlarda,
enfeksiyon sonrasi 90.1nc1 giinde tedavi uygulanan sporozoitle enfekte hayvanlara (48C haric)
benzer sekilde primer enfeksiyon esnasinda diisiik olan antikor yanitin re enfeksiyon sonrasi
artmas1 bagisiklikta Ty hiicrelerinin CTL hiicrelerine nazaran daha etkin rol oynamasindan
kaynaklanmis olabilir. Bununla birlikte bu degerlendirmeler yapiacak kapsamli ¢alismalarda
elde edilecek verilerle desteklenmelidir.

Serolojik testlerde temel nokta tanida kullanilan cut—off’un belirlenmesidir (Vizard ve
ark 1990). Serolojik bir testin saha sartlarinda ve/ veya deneysel serumlar ile enfekte olan ve
enfekte olmayan hayvanlarin ayiriminda kullanilabilir olmasi i¢in giivenilir bir cut—off
noktasina sahip olmalidir (Mboloi ve ark 1999, Vizard ve ark 1990). Bu caligmada,
T.annulata ile enfekte (pozitif, n=200) ve enfekte olmayan (negatif, n=180) serum Ornegi
ELISA’da kullanilacak TaSP, Ta9 ve Ta9.4 rekombinant antijenlerine ait cut—off degerlerinin
belirlenmesinde kullanilmistir. TaSP ELISA igin belirlenen 18 PP cut—off noktasinda testin
duyarlilik ve ozgiilliigii sirasiyla %89.5 ve %98.3 olarak belirlenmistir. Ta9 rekombinant
antijeni kullanilarak yapilan ELISA i¢in belirlenen 21 PP cut—off noktasinda testin 6zgiilliigi
%95.6 olurken, duyarlilik %28.5 gibi olduk¢a diisiik bir deger almistir. Ta9.4 ELISA igin
belirlenen 11PP cut—off noktasinda testin duyarlilik ve 6zgiilligii sirastyla %35 ve %97 olarak
belirlenmistir. Duyarliligin arttirmasi amaciyla daha diisiik bir PP degerinin segilmesi testin
Ozgiilliiglinl azalttig1 i¢cin daha diisiik bir cut—off noktasi se¢ilmemistir.

Cut—off noktasinin belirlenmesinde kullanilan 6rnek biiytikliigi beklenmeyen

degiskenliklerin 6nlenebilmesi i¢in yeterli sayida ve kullanilan referans serum ornekleri hedef
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populasyonu temsil edebilecek sayida olmalidir (Metz 1998, Greiner ve ark 1994). Tanisal
amacl kullanilan testin duyarlilik ve ozgilliigiini etkileyebilecek bir ¢ok farkli faktori
dengeleyebilmek i¢in en az 300 bilinen pozitif ve 1000 bilinen negatif 6rnek kullanilmasi
onerilmektedir (Jacobson 1996). Bu calismada cut—off noktasinin belirlenmesi amaciyla
kullanilan negatif (n=180) ve pozitif (n=200) serum sayis1 yukarida dnerilen sayidan 6zellikle
negatif serumlar bakimindan olduk¢a diigiiktiir. Bununla birlikte belirtilen negatif serum
sayisina ulasmak normal sartlarda oldukca zahmetli ve uzun siireler gerektirmektedir. Negatif
serumlarin elde edilmesinde kullanilabilecek en giivenilir yol deneysel olarak kontrol altinda
tutulan hayvanlardan elde edilecek serum Orneklerinin IFA testi ile degerlendirilmelerinin
ardindan referans olarak kullanilmalart olabilir. Bu yontem 6zellikle negatif serumlarin elde
edilmesinde oldukca giivenilir olmasina karsin, ¢ok zahmetli ve zaman alicidir. Bunun
yaninda bir yada birkag parazit populasyonu kullanilarak olusturulacak deneysel enfeksiyonda
elde edilen referans pozitif serum 6rneklerinin saha sartlarinda oldukca yogun olarak goriilen
farkli parazit populasyonlarini temsil edebilmeside oldukg¢a giictlir (Greiner ve ark 1997).
Kullanilacak referans serumlar 7. annulata’nin goériilmedigi, bilinen bolgeler ile hastaligin
endemik olarak goriildiigii bolgelerden de toplanabilmektedir. Ancak toplanan Orneklerin
pozitif ve negatifliklerinin belirlenmesinde kullanilan IFA testi diger Theileria tiirleri ile
capraz reaksiyonlar verebilmektedir (Kiltz ve ark 1986). Bu durum o6zellikte pozitif referans
serum Ornekleri agisindan sorun olusturmaktadir.

PIM ortologu oldugu diisiiniilen, yiiksek immonujenik 6zellikteki TaSP molekiiliine
kars1 olusan gii¢lii humoral yanit 7. annulata’nin serolojik olarak indirekt ELISA yontemi ile
teshisi i¢in uygun bir protein oldugunu diisiindiirmiistiir (Bakheit ve ark., 2004). Proteinin
merkezi polimorfik kisminda yer alan ve 7. annulata’nin farkli suslarn arasinda ortak oldugu
diistintilen epitoplarin var oldugu disiiniilerek TaSP ELISA’nin tiim cografik bdlgelerde
hastaligin teshisine uygun oldugu ileri stiriilmiistiir (Bakheit ve ark., 2004). IFA testi referans
alinarak degerlendirilen serum 6rneklerinin, TaSP rekombinant proteini kullanilarak yapilan
indirek ELISA testlerinde molekiiliin 7. annulata’nin teshisinde duyarh ( %92-99) ve 6zgiil
(%90-98) olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Bakheit ve ark 2004, Salih ve ark 2005a,b,
2007). 50 negatif ve 140 saha serumu kullanilarak yapilan denemede TaSP ELISA’nin
duyarlilig1 %99 bulunurken, 6zgiilliigiiniin %90 oldugu belirlenmistir (Bakheit ve ark 2004),
ancak bu calismada gerek negatif Ornek sayisinin azlig1 gerekse testin standardizasyonunda
kullanilan pozitif sonu¢ veren 120 6rnek kullanilmasi duyarlilig1 hatali sekilde yiikseltmistir.
Bir diger caligmada ise hastaligin endemik olmadig1 bolgeden toplanan 120 negatif, 80 pozitif

serum kullanilmis ve TaSP rekombinant antijeni kullanilarak yapilan ELISA testinin %93
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duyarlilik ve ozgiilliikte oldugu belirlenmistir (Salih ve ark 2005b). Bu caligmada,
giivenilirligi bilinen deneysel ¢aligmalarda elde edilmis 180 negatif ve 200 pozitif serum
kulanilarak TaSP ELISA i¢in belirlenen 18PP cut—off noktasinda duyarlilik ve o6zgiilliigi
sirastyla %89.5 ve %98.3 olarak belirlenmistir. Yapilan ¢alismalar ile karsilastirildiginda
kullanilan negatif ve pozitif serum Orneginin sayisinin testin duyarhilik ve Ozgilligiini
olduk¢a degistirdigi goriilmektedir. Tanisal amagli serolojik testlerde kullanilan Tams-1
(Glascodine ve ark 1990), Tamr-1 (Shiels ve ark 1994) ve SPAG-1 (Willlamson ve ark 1989)
rekombinat antijenleri ile yapilan ELISA testlerinde ise az sayida deneysel enfekte serum
ornegi kullanilmistir (Gubbels ve ark 2000, Matita 1994, Williamson ve ark 1994). Bunun
yaninda Tamr-1 rekombinat antijeni kullanilarak yapilan ELISA standardizasyonunda
kullanilan 200 negatif ve pozitif 6rnegin testin duyarlilik ve 6zgiilliigiinlin belirlenmesinde
yeterli olamayacag1 ve daha fazla 6rnegin kullanilmas1 gerektigi vurgulanmistir (ilhan 1999).
Optimum cut—off degerinin belirlenmesinde populasyon yogunlugunun dogru sekilde
degerlendirilmeli ve elde edilen veri sayisi arttik¢a tanisal testlerde kullanilan cut—off
degerleri tekrar gozden gecirilip diizenlenmelidir (Vizard ve ark 1990). Bu calismada
kullanilan 6rnek sayis1 her nekadar belli bir populasyon yogunlugunu ifade ediyor olsa da
tropikal theileriosis’ in endemik olarak goriildiigii genis cografik alan ve buradaki hayvan
varligt goz Oniine alindiginda 6rnek sayisinin ¢ogaltilarak testlerin tanisal verimliliginin
arttirmast ve hatali sonuglardan kaynaklanabilecek zararlarin minimize edilmesi Onem
tasimaktadir. ELISA testinin standardizasyonunda 6nemli olan bir diger noktada kullanilan
rekombinant antijen ile diger tiirler arasinda goriilebilecek olan muhtemel c¢apraz
reaksiyonlarin degerlendirilmesidir. Ancak bu ¢alismada kullanilan rekombinant antijenler
(TaSP, Ta9 ve Ta9.4) diger tiirlere ait deneysel serum ornekleri bulunmamasi nedeniyle
ileride yapilacak ¢alismalarda degerlendirilmesi planlanmstir.

355 saha orneginde TaSP, Ta9 ve Ta9.4 ELISA yontemi ile sirasiyla 18, 21 ve 11 cut—
off degerlerinde 7. annulata’ya kars1 gelisen antikorlarin tepiti yapilmis ve referans test olarak
kabul edilen makrosizont IFA testi ile karsilastiriimistir.

Referans test olarak kullanilan IFA testi ile 233 hayvanda 7. annulata enfeksiyonu
belirlenmis, 122 hayvan ise 7. annulata yoniinden negatif bulunmustur. Theileria annulata
enfeksiyonu belirlenen 233 hayvanin 174 tanesi en az bir rekombinant antijen kullanilarak
yapilan ELISA testi ile pozitif bulunmus, bununla birlikte 59 hayvan ise tim ELISA’ larda
negatif sonu¢ vermistir. IFA testi ile 7. annulata yoniinden negatif bulunan 122 hayvanin 66
tanesi TaSP, Ta9 ve Ta9.4 rekombinant antijenleri ile yapilan ELISA’larda negatif sonug

verirken, 56 tanesi en az ELISA testi ile pozitif bulunmustur.
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Saha sartlarinda enfeksiyonun belirlenmesinde, ELISA testleri arasinda duyaliligi en
yiiksek olaninin TaSP rekombinant proteini kullanilarak yapilan ELISA oldugu belirlenmistir.
Ancak sonuglar incelendiginde IFA testi ve diger ELISA’larin (Ta9 ve Ta9.4) bir veya
ikisiyle pozitif sonu¢ veren Orneklerin TaSP ELISA ile negatif bulunmasi bize TaSP
rekombinant antijenine karsi hayvanlarda gelisen bagisik yanitin farkliliklar gosterdigini
diistindiirmektedir. TaSP molekiiliin polimorfik kisminin farkli izolatlar arasinda (izolatin
cografik yerine bakmaksizin) biiyiikliik ve dizilim yoniinden farkliliklar gostermesi (Awadia
ve ark 2008), baz1 hayvanlarda 7. annulata’ya kars1 olusan antikorlarin yarilanma omiirlerinin
oldukca kisa olmas1 ve/veya oldukca diisiik seviyelerde olmalarina bagli IFA ve TaSP ELISA
ile tespit edilemeyebilmeleri (Salih ve ark 2007) ve bu c¢alismada hayvanlar arasinda diger
antijenlere (Ta9 ve Ta9.4) ve IFA testinde pozitiflik gosterirken TaSP ELISA’da tespit
edilememesi parazit populasyonunda gerek inter ve/veya intragenik rekombinasyonlar
gerekse sekstiel rekombinasyon ve belli bolgelerdeki selektif amino asit degisimlerine bagl
(Gubbels ve ark 2000, Schnittger ve ark 2002) genetik farkliliklarin artmis olabilecegini
diistindiirmektedir.

Parazite ait genom dizilimi ve parazitin farkli donemlerine ait EST verileri (Pain ve
ark 2005) ile mikroarray sonuglar1 (Weir W, yayinlanmamig veri) kimi proteinlerin parazitin
farkli yasam donemlerinde ortak, kiminin ise sadece belli yasam donemlerine 6zgii oldugunu
gostermistir. Bunun yaninda parazite ait farkli yasam donemlerinde ortak olarak sentezlenen
proteinlerin seviyeleri her yasam doneminde ayni oranda olabildigi gibi farkl diizeylerde de
sentezlenebilmekte, ayn1 zamanda Tams-1 ve TaSP molekiillerinde oldugu gibi bu proteinler
parazitin farkli suslar1 hatta aynmi izolata ait klonlar arasinda rekombinasyonlara bagl
(Gubbels ve ark 2000, Schnittger ve ark 2002) polimorfizm gosterebilmektedir. Bu dogrultuda
saha sartlarinda asil1 ve/veya dogal enfekte hayvanlarin ELISA gibi serolojik testlerde ayirimi
yapabilecek parazit kokenli proteinlerin ileride yapilacak daha kapsamli ¢caligmalar ile tekrar
degerlendirilmesi gerektigi goriilmektedir.

Sonug olarak; IFA testi, TaSP, Ta9 ve Ta9.4 rekombinant antijenleri kullanilarak
yapilan ELISA testlerine gore saha sartlarinda enfekte hayvanlarda gore daha fazla sayida
pozitiflik belirlenmistir (p<.05). Bununla birlikte Theileria, Babesia ve Anaplasma
etkenlerinin hayvanlarda teshisinde kullanilan IFA testinde tiirler arasinda ¢apraz reaksiyonlar
(Burridge ve ark 1974, Kiltz ve ark 1986, Kocan ve ark 2000, Molad ve ark 2006) gostermesi
hastaliklarin ayiric1 tanisinda 6zgiil sonuclar elde edilmesini engellemektedir. Ayn1 zamanda
viicutlarinda paraziti tagiyan hayvanlarda antikor seviyeleri giderek azalmakta (Darghouth ve

ark 1996a,b) ve serolojik olarak negatif sonu¢ vermelerine karsin halen daha piroplasmlari
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kenelere aktarabilmektedirler (Kirvar ve ark 2000). Hem bahsedilen tasiyici hayvanlarda
antikor seviyelerinin belirlenemeyen seviyelere diismesi hemde Theileria, Babesia ve
Anaplasma etkenlerinin bolgemizde yaygin olarak goriilmesi IFA testi ile pozitif olup ELISA
testlerinin negatif sonug¢ veren orneklerde parazitin varliginin PZR gibi molekiiler testler ile

belirlenmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.
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BOLUM 3. TROPIKAL THEILERIOSIS’IN TESHISINDE MOLEKULER TANI
YONTEMLERININ KULLANIMI

3.1. Genel Bilgi

Tropical theileriosis yiiksek verimli irklarin gelistirilmesi i¢in uygulanan yetistiricilik
programlari i¢in 6nemli bir tehdit olusturmaktadir. Akut olgularda duyarli hayvanlarda 6liimle
sonuclanabilen tablo olusturmakta, hastalig1 atlatanlarda ise uzun siiren bir nekahat donemi ile
birlikte verim dustkligii, biiylime geriligi, abort tablosu goriilmektedir (Uilenberg 1981).
T.annulata, ara konak keneler ve son konak sigirlarda sirasiyla gametogoni, sporogoni,
sizogoni ve merogoni donemlerini gecirmektedir. Hastaligin naklinde en Onemli roli,
hastaliga kars1 direngli olup herhangi bir klinik tablo gdstermeksizin, viicutlarinda eritrositler
icinde etkenin piroplasm fomlarini1 tasiyan hayvanlar oynamaktadir (Neitz 1957). Klinik
vakalarin belirlenmesinde en sik kullanilan yontem siipheli hayvanlarin kan 6rneklerinden ya
da sigkin lenf yumrularindan alinan biyopsi orneklerinden hazirlanan preparatlarin Giemsa
boyama yotemi ile boyandiktan sonra parazite ait sirasi ile eritrositler igerisindeki piroplasm
ya da enfekte lenfositler icindeki sizont formlarmin 1sitk mikroskop altinda teshisi ile
yapilmaktadir (Anon 1997). Hastalig1 tastyan hayvanlarda eritrositler icinde yer alan parazite
ait piroplasm formlarinin parazitemisi azaldik¢ca bu hayvanlarin belirlenmesinde kullanilan
Giemsa boyali preparatlarda 151k mikroskobik teshis zorlasmakta ve bu tiirli tasici
durumundaki hayvanlar duyarli olanlara hastaligin keneler yoluyla tasinmasinda en 6nemli
rolii iistlenmektedir (Neitz 1957). Ayn1 zamanda omurgali konak sigirlarda 7. annulata ile es
zamanli olarak goriilebilen 7. buffeli/orientalis grubundaki bazi1 apatojenik Theileria tiirlerinin
mikroskobik baki yontemi ile ayirimi tam olarak yapilamamaktadir.

Etkene kars1 sigirlarin bagisiklik sistemi tarafindan gelistirilen antikorlarin teshisi igin
kullanilan IFA gibi serolojik testler (Pipano ve Cahana 1969, Anon 1997) her ne kadar
hastaligin teshisinde kullaniliyor olmasina karsin diger Theileria and Babesia tiirlerine karst
gelisen ortak antikorlar serolojik testlerin 6zgiilliigiinii sinirlamaktadir (Burridge ve ark 1974,
Kiltz ve ark 1986). Ayn1 zamanda viicuttaki antikor seviyesi dalgalanma gostermekte (Pipano
ve ark 1974) ve re enfeksiyonlarin olmadigi durumlarda uzun vadede tasiyicilik yapan
hayvanlarin viicutlarindaki antikor seviyesi teshis edilemeyen seviyelere gerilemektedir
(Kirvar ve ark 2000). Ancak, Theileria piroplasmlar1 diisiik diizeylerde de olsa varligini
sirdiirmektedir. Sonug olarak, serolojik olarak negatif sonu¢ veren hayvanlar halen kenelere

hastalig1 nakledebilmektedir (Kirvar ve ark 2000).
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Mikroskobik tani yontemi ve serolojik testlerin dezavantajlarini ortadan kaldirmak ve
direk olarak etkene ait DNA’nin duyarli ve 6zgiil olarak tespiti i¢in gelistirilen PZR, RLB
(reverse line blot) ve Loop aracili izotermal gogaltma (LAMP; Loop-Mediated Isothermal
Amplification) gibi molekiiler tan1 yontemleri son yillarda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bu bolimde;

L. Theileria annulata ile enfekte hasta ve tasiyici hayvanlarin duyarli ve 6zgiil

olarak PZR yd6ntemi ile teshisinde farkli gen bolgelerinin kullanilmasi,

II. Aydin yoresindeki sigirlarda sik olarak rastlanan ve hayvanlarda ayni anda
hastalik olusturan 7. annulata, B. bovis ve A. marginale tiirlerinin e zamanl
teshisinde kullanilmak iizere ¢coklu (multipleks) PZR testinin gelistirilmesi,

I1I. Theileria annulata DNA’sinin Loop aracili izotermal yontemle cogaltilmasi
(LAMP) ve tasiyict hayvanlarin bu yontemle teshisi,

amaglanmistir. Bu dogrultuda belirtilen amaclarin gergeklestirilmesinde kullanilan ydntem,

elde edilen sonug ve tartisma yukarida belirtilen her amag i¢in ayr1 ayri anlatilmistir.
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3.A. Theileria annulata’min Hasta ve Tasiyict Hayvanlarda PZR yontemi ile Teshisi

Bu giine degin 7. annulata’nin hem vektor kenelerde (d'Oliveira ve ark 1997b, de Kok
ve ark 1993) hem de sigirlarda (d'Oliveira ve ark 1995, Gubbels ve ark 1999, Ilhan ve ark
1998, Martin-Sanchez ve ark 1999, Shayan ve ark 1998) PZR ile teshisinde bircok farkli
yontem kullanilmistir. Bu yontemlerde PZR ile c¢ogaltilmak icin kullanilan gen bolgeleri
icinde 18S ssu rRNA (de Kok ve ark 1993, Ilhan ve ark 1998, Gubbels ve ark 1999, Georges
ve ark 2001), merozoit/piroplazm yiizey antijenini kodlayan gen bolgesi; Tams-1 (d'Oliveira
ve ark 1995, Martin-Sanchez ve ark 1999, Kirvar ve ark 2000, Altay ve ark 2008), 1s1 sok
protein 70 (HSP70) geni (Shayan ve ark 1998) ve B-tubulin geni (Caccio ve ark 2000)
bulunmaktadir. Tiim bu ¢alismalarin ortak amaci 7. annulata’nin teshisinde daha 6zgil ve
duyarl bir yontem gelistirmek olmustur. Bu yonden bakildiginda ¢ogaltmada kullanilan gen
bolgelerinin 6zgiilliikklerinin ve duyarliliklarinin énemi artmaktadir. PZR’unun performansi
(verimi) reaksiyonda kullanilan ayraglarin kalitesi ve aym1 zamanda da c¢ogaltilacak olan
ornekte yer alan hedef gen bolgesinin kopya sayisi ile orantili olarak degismektedir. Coklu
kopya sayisina sahip bolgelerin se¢imi ve buna bagh olarak PZR’unun duyarliliginin
arttirtlabilecegi bildirilmistir (Criado ve ark 2006). Giiniimiizde PZR’da yaygin olarak
kullanilan 18S rRNA geninin kopya sayisi piroplasmidae ailesindeki tiirlerin genomunda
genelde diisiik sayidadir. Ornek vermek gerekirse bu genin Babesia bovis genomundaki kopya
sayis1 3 (Dalrymple 1990) ve T. parva genomundaki kopya sayis1 2°dir (Kibe ve ark 1994). T.
annulata’nin genomunda ise 18S geninin kopya sayis1 tam olarak belirlenmemekle birlikte
yaklasik 2-3 kopyaya sahip oldugu diisiiniilmektedir. Onceki ¢alismalarda kullanilan Tams],
HSP70 ve B-tubulin genlerinin tiimii tek kopyaya sahip gen bolgeleridir (Shayan ve ark 1998,
Caccio ve ark 2000, Shiels ve ark 1989). Bugiine kadar, yeni hedef gen bdolgelerinin
belirlenmesi i¢in az sayida c¢alisma yapilmistir. Bunlar arasinda, B. bovis ve B. bigemina
tiirlerinin teshisi (Salem ve ark 1999) ile son yillarda yapilan ve piroplasmidae ailesindeki
tirler arasindaki filogenetik iliskinin belirlenmesinde (Criado ve ark 2006) kullanilan
mitokondrial sitokrom b geni bulunmaktadir.

Theileria annulata ile enfekte hasta veya tasiyict hayvanlarin PZR yontemi ile
tespitinde, c¢ogaltilacak olan hedef DNA bdlgelerinin muhtemel ¢oklu kopyaya sahip
genlerden segilmesi testin duyarliligini arttiracaktir. 7. annulata’nin genomunda bulunan
coklu kopya sayisina sahip gen aileleri arasinda Sfi, Tar ve SVSP genleri yer almaktadir (Pain
ve ark 2005, Weir 2006). Sfi sub—telomerik ¢oklu kopyaya sahip gen ailesinde 64 gen

bulunmakta ve bu ailedeki bir ¢cok gende gorevi tam olarak anlagilamamis, sayilar1 1-55
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arasinda degisen, yaklasik 70 amino asitlik tekrarli bolgelerden olusan ve merkezi
kisimlarinda korunmus aromatik bolgelere sahip ‘FAINT Domain’ olarak adlandirilan alanlar
bulunmaktadir. 7. annulata genomunda bulunan bir diger ¢oklu kopya sayisina sahip gen
aileside dort kromozoma dagilmis halde bulunan ve 83 paralog gen iceren 7ar genleridir. Bu
genler 7. parva genomunda bulunan 7pr genlerinin 7. annulata genomundaki ortologlaridir
ve bunlar iglevi tam olarak bilinmeyen proteinleri kodlamaktadir. Subtelomerik bdlgede yer
alan ve 51 paralog genden olusan SVSP gen ailesinde Theileria 6zgli sub-telomerik
proteinlerini kodlamaktadir (Weir 2006). Bu genlerin yaninda parazitin mitokondriyal
DNA’sinda bulunan sitokrom b geni linear, 6.5 kb biiyiikliiglinde, cyt b proteinini kodlayan,
tek kopyal1 bir gendir (Hall ve ark 1990, Megson ve ark 1991). Mitokondrial sitokrom b geni
tek kopyali bir gen olmasina karsin her mitokondrion da 2-10 mitokondriyal DNA
bulunabilecegi bildirilmistir (Wiesner ve ark 1992) ve bu agidan bakildiginda sitokrom b geni
coklu kopyali gen olarak diisiiniilebilir. 7. annulata’nin sporozoitlerinin bir mitokondrion
tagidig1 bilinmektedir (Jura ve ark 1983), parazitin bunun disindaki yasam donemlerindeki ne
her mitokondriona diisen mitokondrial DNA sayis1 veya mitokondriya sayisi belirlenmemistir.
Yapilan bir calismada 7. sergenti piroplasmlarinin ¢ok sayida mitokondriya ihtiva ettigi
gosterilmistir (Uchida ve ark 1985). Bu genlere ek olarak, bir de 7. annulata genomunda
T.sergenti ve T. buffeli tirlerinde bulunan 23 kDa piroplazm ylizey proteini (Sako ve ark
1999) benzeri oldugu kabul edilen tek kopyaya sahip, 26.8 kDa molekiiler agirliginda bir
proteini kodlayan (http://www.genedb.org/genedb/) ve Mero I (TA13810) adi verilen bir gen

bulunmaktadir (Weir 2006). Bu gen tam olarak belirlenmediysede Tams-1 genine benzer
ozellikler gostermektedir.

Bu kisimda Sfi, Tar, SVSP, mitokondriyal sitokrom b ve Mero I genlerini ¢ogaltacak
primerler tasarlanarak 6zgiilliikleri ve duyarliliklar1 yoniinden birbirleri ile karsilagtirilmistir.
Gen bolgelerinden duyarlilign ve 6zgiilliigii en iyi olan gen bolgesi secilerek daha onceki
calismalarda kullanilmis olan Tams-1 (d'Oliveira ve ark 1995, Martin-Sanchez ve ark 1999,
Kirvar ve ark 2000, Altay ve ark 2008), 18S ssu rRNA (de Kok ve ark 1993, Ilhan ve ark,
1998, Gubbels ve ark 1999, Georges ve ark 2001) genleri ile duyarhliklar1 yoniinden
karsilastirilmistir. Daha sonra, secilen primer ¢iftinin deneysel enfekte hayvanlardan elde
edilen bilinen parazitemiye sahip kanmn 10 katli enfekte olmayan kanla sulandirilmasi ile
hazirlanan seri diliisyonlardaki tespit sinir1 RLB hibridizasyon yontemi kullanilarak 18S ssu

rRNA geni ile karsilagtirilmistir.
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3.A.1. Gere¢ ve Yontem
3.A.1.1. Cahismada Kullanilan Parazit Materyali

Bu ¢alismada, T annulata’nin 12 farkli izolat1 (Ankara/D7, Tunus, iran, Sudan, Mistr,
Israil, Hindistan, Akgaova, Dalama, Pendik, Aydim, Diyarbakir), T. parva Kenya, T. sergenti,
T. lestoquardi, B. bovis, B. bigemina ve B. equi olmak lizere toplam 15 Theileria ve li¢ de
Babesia soyuna bagli parazite ait toplam 18 DNA 06rnegi kullanilmistir. Kullanilan parazit

orneklerine ait detayli bilgi Cizelge 3.A.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.A.1. Tezde kullanilan parazit stoklarinin tiirii ve orijinini

Stok orijini

Genus ve tiir .. Materyal Kaynak
Ulke Yer ya da isim 4 Y
Theileria annulata ~ Tiirkiye Ankara/D7 Kiiltiir Edinburg Uni., CTVM
" " Tiirkiye A.ova Kiltiir " "
" " Tirkiye Dalama Kaiiltiir " "
" " Tiirkiye Pendik Kiiltiir Ozkoc ve Papino, 1981
" " Tiirkiye Aydin Kiiltiir Edinburg Uni., CTVM
" " Tiirkiye Diyarbakir Kiltiir Weir, 2006
" " Tunus JED—4 Kiiltiir Ben Miled ve ark.1994
" " ; . Kultir Hooshmand-Rad ve Hashemi-
fran Razi-S3 Fesharki, 1968
" " Sudan Umbaneai Kiiltiir Shiels ve ark.1986
" " Misir Gharb Kiiltiir Ouhelli ve ark.1989
" " Israil Tova Kiltiir Pipano, 1974
" " Hindistan Ode Kiltiir Baylis ve ark.1992
Theileria parva Kenya Muguga Kiiltiir Oura ve ark. 2003
Theileria sergenti Japonya unknown Kiiltiir Katzer ve ark.1998
Theileria lestoquardi  Iran Lahr Kiiltiir Kivrar ve ark.1998
Babesia bovis Meksiko Meksiko Kiiltiir Erp ve ark. 1978; Smith ve ark. 1978
" " Meksiko Kusanwyanga Kiiltiir Taylor ve McHardy 1979
" " Meksiko MO7 Kiltir Vega ve ark. 1985
" " Avustralya Lismore Kiiltiir Kahl ve ark. 1982
" " Israil Galed saha susu Kiiltiir Kimron Vet. Inst., Israil
" " Israil Gonen saha susu Kiltiir " "
" " Israil MH as1 susu Kiltiir " "
" " Israil T as1 susu Kiiltiir " "
" " Tiirkiye Aydmn Kiiltiir ADU.Veteriner Fak. Parazitol. AD.
Babesia bigemina Kenya Muguga Kiiltiir Posnett ve ark. 1998
Theileria equi Bilinmiyor Bilinmiyor Kiiltiir Bilinmiyor
A. marginale Tiirkiye Aydm Kan ADU.Veteriner Fak. Parazitol. AD.
" " Bilinmiyor Bilinmiyor Bilinmiyor  Bilinmiyor
" " Bilinmiyor St. Maries Bilinmiyor " "
A. centrale Tiirkiye Aydin Blood ADU.Veteriner Fak. Parazitol. AD.
A. phagocytophila Bilinmiyor Bilinmiyor Kiiltiir Bilinmiyor
Enfekte olamayan Tiirkiye Aydm Kan ADU . Veteriner Fak. Parazitol. AD.

si8ir PBM
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3.A.1.2. Deneysel enfeksiyon

Bilinen parazitemiye sahip enfekte kan orneginin, enfekte olmayan hayvana ait kan
ornegi kullanilarak on kath sulandirilmalarinin yapilmasi ve bu sulandirmalarin her birinden
hazirlanan DNA o6rneklerinin PZR’un duyarliliginin belirlenmesinde kullanilmasi amaciyla
altisar aylik, iki adet erkek holstayn buzagida deneysel enfeksiyon olusturulmustur. Kisaca;
buzagilardan biri (Buzag: I) mililitresinde 2x10° hiicre bulunan 7. annulata Ankara 273 (pasaj
5) makrosizont hiicre kiiltiirii kullanilarak deri alt1 yolla enfekte edilmis, diger buzagi (Buzagi
IT) ise herhangi bir enfeksiyon olusturulmaksizin kontrol olarak tutulmustur. Buzagi I’de
giinliik olarak rektal viicut 1s1s1 6l¢iimii yapilmis, ayica enfeksiyon olusturulan taraftaki siskin
lenf yumrusundan hazirlanan biopsi drneklerinden ve jugular venden alinan kan 6rneklerinden
hazirlanan preparatlar Giemsa ile boyanarak sirasi ile parazite ait sizont ve piroplazm formlari
yoniinden incelenmistir. Jugular venden hazirlanarak Giemsa ile boyanan preparatlarda
mikroskobik baki ile eritrositler iginde tespit edilen piroplazm formlarinin sayimi yapilmis
(1000 adet eritrosit sayilarak bunlarda enfekte eritrosit ylizdesi belirlenmistir) ve enfekte
hayvan kanindaki piroplasm sayis1 %1°e ulastiginda EDTA vakumlu tiipe alinan kan, kontrol
buzag: (Buzagi II) kani iginde %0.1 parazitemiden baslayarak %10™'° parazitemiye kadar 10
katli sulandirilmigtir. Her bir sulandirmadan alinan 100 mikrolitre (pl) kandan Wizard
Genomik DNA Ekstraksiyon Kiti (Promega™) kullanilarak DNA ekstraksiyonu yapilmis ve
hazirlanan DNA 6rnekleri 35’er pl rehidrasyon solusyonu kullanilarak rehidre edilerek + 4°C’
da saklanmistir. Ayn1 zamanda buzagi [I’den alinan enfekte olmayan kan 6rneginden yukarida
belirtildigi sekilde DNA ornegi hazirlanarak negatif kontrol olarak +4°C’da saklanmustir.
Ayrica %0.1-10"° parazitemiye kadar olan her sulandirma basamagindan alinan 100
mikrolitre kan 6rnegi PZR testi ile duyarliligin belirlenmesi amaciyla FTA kardlar1 (Whatman
Biosicience, Ingiltere) iizerine dairesel sekilde damlatilmis ve ve kurutulan &rnekler oda
1s1sinda PZR’da kullanilmak tizere muhafaza edilmistir.

Her FTA kartindan delici (Harris micro — punch™, Whatmann Biosicences, Ingiltere)
kullanilarak kesilen 2 mm c¢apindaki disk seklindeki ornekler PZR tiipii i¢ine konulmustur.
PZR tiipii i¢indeki 6rnekler ii¢ kez FTA purifikasyon soliisyonu ile ve iki kezde 10 mM Tris—
HCI (pH 8): 0.1 mM EDTA (pH 8, TE) soliiyonu ile belirtildigi sekilde yikanmig (Whatman
FTA single punch purification for PCR protocol, Whatman Bioscience, Ingiltere) ve her bir
disk ayr1 ayr1 PZR tiiplerine konularak asagida anlatildig1 sekilde PZR unda ¢ogaltilmak tizere

kullanilmustir.
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3.A.1.3. Sfi, Tar, SVSP, Sitokrom b ve Merol Genlerinin PZR ile Cogaltilmasinda

Kullamlmak Amaciyla Primerlerin Tasarlanmasi

Sfi, Tar, SVSP ve sitokrom b genlerini c¢ogaltmada kullanilacak primerlerin
tasarlanmasi i¢in Clustal X (1.83) bilgisayar programi kullanilmistir (Thompson ve ark 1997).
Bu amagcla, Sfi, Tar ve SVSP gen ailelerinde bulunan genler her ailedeki genler kendi
aralarinda olacak sekilde clustal X (1.83) bilgisayar programu ile karsilastirilmustir. Ilgili gen
ailesinde bulunan ve kendi iclerinde korunmus olan bolgelere sahip alanlar belirlenerek
buralara 6zgli primerler tasarlanmistir. 7. annulata mitokondriyal sitokrom b geni yukarida
bahsedilen genlerden farkli olarak tek kopyali bir gen olup diger Theileria ve Babesia
tirlerinde de ayni gen bolgesi bulunmaktadir. Bu nedenle 7. annulata’ya ait sitokrom b
geninin 0zgiil olarak ¢ogaltilabilmesi i¢in diger tiirlere ait sitokrom b geni ile karsilastirilarak
sadece 7. annulata’ya 0zgii olan bolgeler belirlenmeli ve bu bolgelere 6zgii primerler
tasarlanmalidir. Bu amagcla 7. annulata (XM949625.1), T. parva (XM949625.1), Babesia
bovis (EU075182.1) ve B. bigemina (AF109354.1) tiirlerine ait sitokrom b genleri clustal X
bilgisayar programi kullanilarak kendi aralarinda karsilastirilmis ve sitokrom b genini
cogaltmada kullanilacak primer bolgeleri 7. annulata ile diger Theileria ve Babesia tiirleri
arasinda farklilik gosteren kisimlardan secilmistir. Merol genini ¢ogaltmada kullanilacak
primerlerin se¢iminde ilk olarak farkli bolgelerden elde edilen izolatlara ait Merol geninin
dizilimleri (Weir 2006) karsilagtirilmistir. Karsilagtirma sonucu farkli izolatlar arasindaki gen
dizilimlerinde farklilik gostermeyen bolge belirlenerek burayr cogaltacak primer cifti
tasarlanmistir. Yukarida bahsedilen primer c¢iftlerine ek olarak 7. annulata’nin PZR ile
teshisinde daha Onceki caligsmalarda kullanilan ve Tams-1 genini c¢ogaltan N516/N517
(d'Oliveira ve ark 1995) ile ssu rRNA genini ¢ogaltan 989-1347 (Ilhan ve ark 1998) primer
ciftleri bu caligmada tasarlanan primerlerin duyarhiliklar1 ile karsilastirilmak amaciyla

kullanilmistir (Cizelge 3.A.3).
3.A.1.4. PZR ile Tasarlanan Primerlerin Degerlendirilmesi

Her gen bolgesi i¢in tasarlanan primer ¢iftleri ilk olarak 6zgiilliikleri yoniinden farkli
T.annulata izolatlar1 (Tunus, Iran, Sudan, Misir, Hindistan, Israyil, Ankara/D7, Aydin
Diyarbakir, A.ova, Dalama, Pendik), 7. parva ve BL20 kullanilarak degerlendirilmistir. Bu
amagla uygulanan PZR’da 50 pl’lik son hacimde, 45 mM Tris—HCIl, pH 8.8, 11 mM
(NH4)2S04, 4.5 mM MgCl,, 0.113 mg / ml BSA, 4.4 uM EDTA, herbir dATP, dCTP, dGTP
ve dTTP’tan 1 mM, 1 U Ampli Tag DNA polimeraz (Applied Biosystems), 10 uM ileri ve
geri yonlii primer ¢ifti ile 2 ul DNA 6rnegi kullanilmigtir. Reaksiyon Techne TC-512 marka
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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 tizere 30 siklus ve 72°C’de 10
dakikalik son uzama olacak sekilde gerceklestirilmistir. Elde edilen PZR f{iriinleri 4°C’de
tutulmustur. Daha sonra her PZR iirlinlinden 10 pl olmak kosuluyla mililitresinde 10 pl
ethidiyum bromid bulunan %1,5’lik agaroz jelde 100 voltluk akimda bir saat elektroforeze
tabi tutulmus ve son olarak ultraviole 1s1k altinda goriintiillenmistir. Segilen primer ¢iftlerine
en uygun baglanma isilarinin belirlenmesi amaciyla derece derece degisen (gradient) PZR’u
uygulanmistir. Dereceli PZR’u her siklusun baglanma 1sisinda 55°C’de 10°C’lik
derecelendirme yapilmak kaydiyla yukarida belirtilen sekilde yapilmis ve degerlendirilmistir.
En uygun baglanma 1silar belirlendikten sonra secilen primer ciftleri duyarlhiliklar1 yoniinden
kendi aralarinda karsilastirilarak duyarliligi en yiiksek olan pirmer ¢ifti sonraki agamalarda
kullanilmak iizere secilmistir. Duyarliliklar1 yoniinden degerlendirilirken uygulanan PZR’da
yukarida belirtilenden farkli olarak 50 pl’lik son hacimde 10 mM Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM
KCl, 1.5 mM MgCl,, %0.001 gelatin, her deoksiriboniikleikasitten 250 uM, 1 U Ampli Tagq
DNA polimeraz (Applied Biosystems), 10 uM ileri ve geri yonlii primer ¢ifti ile 2 ul DNA
ornegi olacak sekilde kullanilmistir. Goriintiileme yukarida anlatildig: sekilde yapilmistir. En
son olarak secilen primer ciftinin duyarliligi Tams-1 ve 18S ssu rRNA geni ile ayn1 6rnekler
kullanilarak elde edilen sonuglarla karsilagtirilmistir. Son olarak, se¢ilen primer ¢iftinin
duyarliligi RLB hibridizasyonu yontemi kullanilarak belirlenmis ve elde edilen sonuglar 18S

RLB hibridizasyonu ile elde edilen sonuglarla karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir.
3.A.1.5. RLB hibridizasyonu ve duyarlihgn belirlenmesi

Sitokrom b PZR’unun duyarliliinin belirlenmesi ve bunun 18S PZR’u ile
karsilastirilmas1 amaciyla RLB hibridizasyon testi daha onceki ¢aligmalarda belirtilen sekilde
yapilmistir (Gubbels ve ark 1999, Georges ve ark 2001). T. annulata’nin 18S ssu rRNA
genindeki V4 degisken bolgesini ¢ogaltmak icin RLB-F ve RLB-R primer ¢ifti (Cizelge
3.A.2) kullanmlmistir. Cizelge 3.A.2’de belirtilen oligoniikleotid problar, c¢ogaltilan PZR
tirinlerinin belirlenmesinde kullanilmistir. Bu amagla 18S PZR {iriinlerinin belirlenmesinde
daha  oOnceki c¢alismalarda  belirtilen  Theileria/Babesia  catchall,  T. annulata,
T. buffeli/orientalis grubu, Babesia bovis ve B. bigemina tiirlerine 6zgii problar (Gubbels ve
ark 1999, Georges ve ark 2001) kullanilmig ve RLB hibridizasyonu daha onceki ¢aligsmalarda
belirtildigi sekilde yapilmistir (Gubbels ve ark 1999, Georges ve ark 2001). Sitokrom b genini

cogaltmada kullanilan cytobl primer ciftlerinden geri yonlii primerinin 5' kismi biotin ile
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isaretlenmis (Cizelge 3.A.2) ve c¢ogaltilan PZR firiinlerinin belirlenmesinde kullanilan
oligoniikleotid prob bu ¢alismada tasarlanmistir (Cizelge 3.A.2 ve Sekil 3.A.1). RLB,
hibridizasyon sonrasi yapilan yikama asamasindaki degisiklik (56°C’da 15 dakika) haricinde
18S icin uygulanan kosullarla aynm: sekilde yapilmistir. Kullanilan tiim problarda membrana
baglanmay1 saglayan ve N ucunda bulunan N-(trifluoracctamidohexyl-cyanocthyl, N, N-
diisopropyl phosphoamidite [TFA]-Cs amino baglayicilar yer almaktadir.

RLB hibridizasyonunda kisaca; Cizelge 3.A.2’de belirtilen oranlarda sulandirilan ilgili
oligoniikleotidler miniblotter yardimi ile membrana yiiklenmis ve 1 dakika oda sicakliginda
inkube edilerek oligoniikleotidlerin N terminal uglarinda yer alan amino baglayicilar
araciligiyla membrana kovalent olarak baglanmalart saglanmistir. Siire sonunda
oligontikleotidler pipetle membrandan aspire edilmis ve membran 100 ml 100 mM NaOH ile
10 dakika oda sicakliginda inaktive edilmistir. Daha sonra membran 100 ml 2xSSPE (20x
SSPE: 360 mM NaCl, 20 mM NaH,PO,4 ve 2 mM EDTA, pH 7.4) / %0.1 SDS ile 60°C’de 5
dakika boyunca yikanmistir. En son agamada membran {izerine 20 mM EDTA eklenerek 15
dakika oda sicakliginda yikanmig ve bu siire sonunda membran iizerine bir miktar taze 20 mM
EDTA konularak membrn kullanim agamasina kadar +4°C’de saklanmistir. Yukarida anlatilan
yontemle hazirlanan iki membrandan birincisi (Membran I) cytobl PZR ile c¢ogaltilan
sitokrom b genine ait 312 bp’lik bdlgeye baglanacak sekilde tasarlanmis cytobl probu ile
hazirlanirken, diger membran (Membran II) ise RLB-F ve RLB-R primer c¢iftleri kullanilarak
PZR yoluyla ¢ogaltilan 18S ssu rRNA genine ait V4 degisken bdlgesininde her tiire 6zgii belli
bolgelere baglanacak sekilde tasarlanmis problar (Theileria/Babesia catchall, T. annulata,
T.buffeli/orientalis grup, B. bovis ve B. bigemina) kullanilarak hazirlanmistir. Cogaltilan PZR
irtinlerinden 10ul almarak 150 pl 2xSSPE/%0.1 SDS ile sulandirilmis ve ¢ift zincirli
yapilarin denatiire olmasi i¢in 100°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir. Denatiire olan {irlinler
hemen buz iizerine alinarak membranlara yiiklenene kadar burada bekletilmislerdir. Bu
esnada ilgili membranlar +4°C’den alinarak 100 mL 2xSSPE/%0.1 SDS ile oda sicakliginda 5
dakika boyunca yikanmistir. Buz iizerinde bekletilen denatiire PZR {iriinleri, daha 6nceden
anlatildig1 sekilde kovalant olarak membranlara baglanmis olan oligoniikleotidler ile 90° ac1
olusturacak sekilde miniblotter yardimi ile mebrana yiiklenerek PZR ile ¢ogaltilan iiriinlerin
ozgiil olduklar ilgili oligoniikleotid problara baglanmalar1 i¢in 42°C’deki etiivde bir saat
hibridizasyona birakilmigtir. Bir saat sonunda membran iizerindeki PZR firlinleri pipetle
aspire edilmis ve membran miniblotterdan alinarak daha 6nceden 50°C’de bekletilerek
isitilmis 100 ml 2xSSPE/%0.5 SDS igeren soliisyon ile membrana hibridize olmamis

trtinlerin ortamdan uzaklastirilmas1 amaciyla 10’ar dakika boyunca iki kez 50°C’lik

211



hibridizasyon firminda yikanmistir. Bunu takiben, membrandaki problara hibridize olmus
PZR iiriinlerinin belirlenmesi amaciyla igerisinde olugan PZR {iriinlerinin 5' ucunda bulunan
biotin’e baglanma 6zelligi gosteren peroksidaz ile isaretli streptavidin konjugat (Boehringer,
Mannheim, Almanya) bulunan 42°C’ye 1sitilmis 10 ml 2x SSPE/%0.5 SDS (10 ml
2xSSPE/%0.5 SDS+2.5 pl peroksidaz ile isaretli streptavidin konjugat) bulunan soliisyon ile
30 dakika boyunca 42°C’de inkube edilmistir. Daha sonra konjugat dokiilerek membran 100
ml 2xSSPE/%0.5 SDS ile 42°C’de 10 dakika boyunca iki kez yikanmistir. Yikamalar
sonrasinda membran oda sicakliginda 100 ml 2xSSPE ile iki kez beser dakikalik siirelerde
yikanmig ve siire sonunda 2xSSPE dokiilerek membran 10 ml ECL tespit sivisinda
(Amersham, Ingiltere) bir dakika inkube edilmistir. Sonra membran iki asetat kagidi arasina
konarak hazirlanan film kaseti igerisine yerlestirilmis ve 10 dakika boyunca membranda
olusan 1simanin film kasetine ge¢cmesi icin beklendikten sonra rontgen odasinda filmin
banyosu yapilmistir. Banyo sonunda olusan 1simalar incelenerek cytobl ve 18S PZR’larinin
bilinen parazitemideki diliisyonlarda duyarliliklart belirlenmistir.

Daha sonra membran tekrar kullanima hazir hale getirilmek i¢in 80°C’de 30’ar dakika
boyunca 100 ml %1 SDS ile iki kez yikanmis ve son olarakta oda sicakliginda 15 dakika bir
kez 20 mM EDTA ile yikandiktan sonra iizerine az miktarda 20mM EDTA eklenerek +4°C’de

saklanmistir.
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Cizelge 3.A.2. Cyto bl ve RLB F2/RLB R2 primer ¢ifleri kullanilarak ¢ogaltilan sitokrom b

ve 18S su rRNA genlerinin elirlenmesinde kullanilan oligontikleotid problar.

Prob Kons.

. .0 . o ey a . b ) PR
isimleri* Oligoniikleotid prob Dizilimleri (pmol) Pozisyon Ozgiilliik Kaynak
d 9
Cytobl  CTGGGGAGCTACAGTCATAGGTGG 150 >0 M3 Tammudataya g
225-248 ozgu
Theilerial Theileria and
Babesia 50 .. Babesia Gubbels ve
catchall® TAATGGTTAATAGGARCRGTTG Degisken spp. zgil ark. (1999)
T.annulata  CCTCTGGGGTCTGTGCA 100 662682  [-annulat’ya  Georges ve
Ozgii ark.(2001)
Theileria Theileria
b.uffelz( . GGCTTATTTCGG(A/T)TTGATTTT 150 Degisken buﬁelz/'orle"nta'l.zs Gubbels ve
orientalis tiirlerine 6zgi ark. (1999)
Babesia Babesia bovis’e Georges ve
bovis® CAGGTTTCGCCTGTATAATTGAG 100 Degisken ozgu ark. (2001)
. Babesia
Babesia o GITTTTTCCCTTTTGTTGG 200  Degisken  bigemina’ya  CUPPCIS ve
bigemina ozgii ark. (1999)

(*); Dizilimin 5'-3' yonii yazilhidir.

(*); Dizilim i¢indeki pozisyon her primer igin 5'-3' y6niinde verilmistir.

(°); Gubbels ve ark (1999) ile Georges ve ark (2001) tarafindan daha 6nceki ¢alismalarda
kullanilmis problardir ve ‘R’ harfi ile gosterilen yerler A ya da G bazlarindan birini
belirtir.

(%) ve (°); Sekil 3.A.1°de belirtilen pozisyonlari ifade etmektedir.

(*); Tim oligoniikleotid problarda 5'yo6niinde C6 amino baglayicilar vardir
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3.A.1.6. Secilen Primer Ciftleri Kullamilarak Cogaltilan PZR Uriinlerinin Sekans

Analizleri I¢cin Klonlanmasi

Yedi farkli 7. annulata (Tunus, Akcaova, Dalama, Pendik, Aydin, Diyarbakir ve
Ankara/D7) izolat1 ile cytobl primer ¢ifti kullanilarak ¢ogaltilan PZR iiriinleri %1,5’lik
agaroz jelde yukarida belirtildigi sekilde elektroforeze tabi tutularak, ultraviyole 151k altinda
goriintiilenmis ve 312 bp’lik iiriinler jelden kesilerek ayrilarak Qiagen Gel purifikasyon kiti
(QIAGEN, Almanya) kullanilarak purifiye edilmislerdir. Bu amagla jelden kesilerek alinan
bantlar tartilarak gramajlar1 belirlenmis ve belirlenen agirhigin ti¢ kat1 kadar QG soliisyonu
eklenerek (Ornegin; 10 miligram gel agirligina 30 mikrolitre QG soliisyonu eklenerek 50
°C’de 10 dakika boyunca inkiibe edilerek jelin erimesi saglanmistir. Daha sonra erimis jeli
iceren s1vi pipetle alinarak iginde jelden ayrilan DNA’nin baglanmasini saglayan kolonlar
(QIAquick spin column) bulunan 2 mL’lik mikrosantrifiij tliplerine konularak bir dakika
boyunca santrifiij edilmis ve jelden ayrilan DNA’nin koluma baglanmasi saglanmistir. Bunu
takiben koluma bagli olan DNA 500 ul QG soliisyonu eklenerek yukarda belirtilen santrifiij
islemine tabi tutulmustur. Daha sonra 750 pl PE soliisyonu eklenerek bir dakika santrifiij
edilmis, bunu takiben bir dakikalik ikinci santrifiij islemi uygulanarak kolona bagl kalabilme
ihtimali olan soliisyon artiklarindan arindirmigtir. Son asamada kolona bagli DNA’nin eliiye
edilebilmesi i¢in 50 pl Eliisyon soliisyonu (TE; Tris-EDTA, pH 7) eklenerek bir dakika
boyunca oda 1sisinda bekletilmis ve bunu takiben kolum temiz 1,5 ml mikrosantrifiij tlipiine
konulmus ve bir dakika boyunca santrifiij edilerek purifiye edilen DNA’nin tiipe eliisyonu
saglanmistir. Jelden kesilerek ayrilan ve piirifiye edilen PZR iiriinleri sekan analizi i¢in TOPO
TA Klonlama Kiti (Invitrogen™) kulanilarak pCR4-TOPO plasmid vektorii (Invitrogen™)
icine klonlanmistir. Bu amagla, temiz bir mikrosantrifiij tiipli i¢ine dort ul piirfiye edilmis
PZR {iriinii, bir pl tuz soliisyonu ve bir ul pCR4-TOPO plasmid vektor eklenerek oda 1sisinda
(22-23°C’de) bes dakika inkiibe edilerek PZR firiiniiniin vektor igine topoisomeraz I
enziminin tirozil kism1 (Tyr-274) yardimi ile klonlanmasi saglanmistir ve vektdre klonlanan
iirin Transforming One Shot® TOP10 kimyasal olarak yeterli hale getirilmis E. coli hiicreleri
(Invitrogen™) icine transforme edilmistir. Bu amagla, E. coli hiicreleri -80°C’den buz {istline
alinarak eritilmis ve iizerine iki pl klonlama reaksiyonundan elde edilen iiriin eklenerek
parmakla hafif¢e vurularak karigmasi saglanmistir (pipetleme yapilmadan). Daha sonra 30
dakika boyunca buz iizerinde bekletilen iiriinlere 42°C’lik su banyosu iginde 30 saniye
boyunca sicak soku uygulanarak E. coli hiicrelerinin yiizey gecirgenligi arttilarak vektoriin

hiicre i¢ine girisi saglanmigtir. Sicak sokunu takiben hiicrelerin {izerine 250 pl S.0.C
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medyumu (%2 Tripton, %0.5 Maya Ekstarkti, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10
mM MgSOy, 20 mM glukoz) eklenerek 37°C’lik ¢alkalamali inkiibator icinde 200 rpm de, bir
saat boyunca tiipler yatay konumda olacak sekilde inkiibe edildikten sonra daha onceden
hazirlanan ve icerisinde 100 pg/ml ampisilin bulunan LB agar (LB agar; 1 litresinde 100 mg
NaCl, %10 Triptone, %5 Maya ekstrakti, %10 agar bulunan soliisyon) iizerine 20 ve 50 ul
olacak sekilde ekilerek gece boyu kolonilerin iiremesi i¢in 37°C’de bekletilmistir. Ertesi giin
iireyen kolonilerden secilerek igerisinde 100 pg/ml ampisilin bulunan LB medyum (LB
medyum; 1 litresinde 100 mg NaCl, %10 Triptone, %5 Maya ekstrakti bulunan soliisyon)
icinde 37°C’de calkalamali inkiibatorde bir gece g¢ogalmaya birakilmistir. Ertesi giinii
medyum i¢inde lireyen kolonilerden QIAGEN Plazmid DNA Ekstraksiyon Kiti (QIAGEN,
Almanya) kullanilarak icinde PZR ile c¢ogaltilan gen bdlgesi bulunan plazmidlerin
piirifikayonu yapilmistir. Kisaca, 10 mL medyum +4°C’de, 8000 rpm’de 3 dakika boyunca
santrifiij edilerek E. coli hiicreleri dipte toplanmistir. Bu hiicreler 250 pl P1 soliisyonu
kullanarak tekrar sulandirilarak yeni bir mikrosantrifiij tiipiine konulmus, daha sonra bu
sulandirmanin istine 250 pl P2 soliisyonu eklenerek iyice karigmasi saglanmistir. Bu
karisimin tstline 350 pl N3 soliisyonu eklenerek iyice karigmalar1 saglandiktan sonra 13000
rpm’de 10 dakika boyunca santrifuj edilmislerdir. Santrifiij isleminden sonra iistte kalan kisim
dikkatlice alinarak igerisinde DNA’nin baglanmasint saglayan kolonlara (QIAprep spin
column) konularak 30—60 saniye boyunca santrifiij edilmis ve dipte toplanan sivi dokiildiikten
sonra koluma 0.5 ml PB soliisyonu eklendikten sonra 30-60 saniye santrifiij edilerek
yikanmasi saglanmistir. Daha sonra 0.75 ml PE soliisyonu eklenip 30—60 saniye santrifiij
edilerek bir kez daha yikanmistir. Dipte toplanan s1vi dokiildiikten sonra kolumda kalmis olan
tiim yikama sollisyonunun giderilmesi i¢in bir dakika daha santrifiij edilmistir. Son agsamada
koluma bagli DNA’nin eliiye edilebilmesi i¢in 50 pl Eliisyon soliisyonu eklenerek bir dakika
boyunca oda 1sisinda bekletilmis ve bunu takiben kolon temiz 1,5 ml mikrosantrifiij tiipline
konulmus ve bir dakika boyunca santrifiij edilerek purifiye edilen DNA’nin tiipe eliisyonu
saglanmistir. Eliiye olan plasmid DNA’nin 1 pg’t EcoR1 restriksiyon enzimi ile kesilerek
agaroz jelde (yukarida anlatildig: sekilde) elektroforeze tabi tutulmus ve kesilen iirniinlerin
boylarina bakilarak PZR {irlinliniin vektdr icerisine klonlanip klonlanmadig1r dogrulandiktan
sonra sonra plazmid DNA o6rnekleri (1-2 pg) 37°C’de bir gece boyunca kapaklari agik
olarak bekletilerek DNA’nin kurumasi saglanmig ve bu Ornekler sekans analizlerinin

yapilmasi i¢in ticari bir sirkete gonderilmistir (MWG Biotech, Almanya).
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Cizelge 3.A.3. PZR’da kullanilmak iizere tasarlanan primer ¢iftleri.

Gen ad1 Primer Dizilim® Cogaltilan Primerin
(kopya sayisi/genom) ismi bolgenin Ozgiilliigii
uzunlugu
(bp)
T.annulata’ya
Sfi gen ailesi sfiset1 F%; GGTGAGAC*(G/T)AGGACTTTCACT 182 dzgii
(64 kopya/genom) R, ACACCATAGAC* (C/A)GTGACC
" " sfiset2 F; GGTCAC*(T/G)GTCTATGGTGT 195 T.annulata’ya
R; TAGGATTGAAATGACCGAAG ozgii
" " sfiset3 F; AAGGCAGTACTGATGGGTTC 227 T.annulata’ya
R; CT*(A/T)GACTCGAATATTATTGG dzgii
" " sfiset4 F; CCAATAATATTCGAGTC*(A/T)AG 174 T.annulata’ya
R; GATTTGTGACACTGAACTGGT dzgii
Tar gen ailesi TarAl F; CTATGATGCT*(C/T)AA*(C/T)ATTAG 124 T.annulata’ya
(90 kopya/genom) R; CACCAGAGTTCCA*(A/G)*(T/A)GCACT dzgii
" " TarB1 F; TCTGGATTTGT*(G/A)TTTGGTA 151 T.annulata’ya
R; ATTTCCTCC*(G/T)ATTACCAAA dzgii
" " TarC1 F; TGGT*(A/C)ATTGTTGGTATGGG 136 T.annulata’ya
R; GCTA*(C/T)TAT*(G/T)ACTGGTGGAA ozgii
" " TarD1 F; TCACTTCA*(T/C)TA*(T/C)AGAGA*(T/C)TC 238 T.annulata’ya
R; TTATATTCTAT*(A/T)ATGTA*(A/T)CC ozgii
" " TarEl F; CCTGGTATGATTGTACCATT 378 T.annulata’ya
R; GA*(A/G)TCTCT*(A/G)TA*(A/G)TGAAGTGA dzgii
Sitokrom b Cytobl F; ACTTTGGCCGTAATGTTAAAC T.annulata’ya
(1 kopya/genom) R; CTCTGGACCAACTGTTTGG 312 ozgii
R®; 5°-biotin-CTCTGGACCAACTGTTTGG
" " Cytob2 F; CTCTGGACCAACTGTTTGG 232 T.annulata’ya
R; CCAGATTGCACTCCAATT dzgii
18S ssu rRNA RLB F; GACACAGGGAGGTAGTGACAAG TiumTheileria ve
(bilinmiyor) R; 5°-biotin-CTAAGAATTTCACCTCTGACAGT Babesia spp.
trlerine 6zgii
Merol (TA13810) Merol F; GCTCCTTTCTTCATCAAGATG 334 T.annulata’ya
(1 kopya/genom) R; GAGATGCAACAACAACGAAG ozgil
30 kDa merozoit N516/N517¢ F; GTAACCTTTAAAAACGT 721 T.annulata’ya
yiizey antijen geni R; GTTACGAACATGGGTTT dzgii
Tams-1
(1 kopya/genom)
ssu rRNA 989-1347¢ F; AGTTTCTGACCTATCAG 372 T_annulata’ya
(bilinmiyor) R; TGCACAGACCCCAGAGG dzgii

(*); Dizilimin 5'-3' yonii yazilidir.

(*); Isareti ile gosterilen bolgelerde ilgili primerin o pozisyonuna parantez iginde yazilan baz giftlerinden
biri gelecek sekilde tasarlanmugtir.

(®); RLB hibridizasyonunda kullamilan ve 7. annulata’ya ait sitokrom b geninin geri yonlii gogaltan primer.

(); “F’ ve ‘R’ harfleri sirast ile ileri ve geri yonlii primerleri belirtmek i¢in kullanilmigtir.

( ve ©); Sirastyla d'Oliveira ve ark (1995) ve Allsopp ve ark (1993) tarafindan kullamlan primer
ciftlerini belirtmektedir.
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Cizelge 3.A.4. Farkli bolgelere ait 7. annulata izolatlar ile baz1 Theileria ve Babesia tiirlerine ait DNA o6rnekleri kullanilarak Sfi, Tar, sitokrom b
ve Mero I primer ¢iftlerinin 6zgiilligiiniin belirlenmesi amaciyla yapilan PZR sonuglari

Kullanilan DNA o6rnekleri

55 Z 5 % =2 & 5 5 S 5 = S S S «g % g §

- £, :W § N

Sfi setl + + + + + + + + + + + + . .

Sfi set2 + + + + + + + + + + + + - -

Sfi set3 + + + + - + - - i, + + L } }

Sfi setd* + + + + + + + + + + + + - -

Tar Al + - - - - - - - i - . + ; }

Tar B1 - - - - - - - - - - - - _ -

Tar C1 + + + + + + + + - - - + - ;

Tar D1 - - - - - - - - - - - - - -

Tar E1 - - - - - - - - - - - - - -

Cytobl + + + + + + + + + + + + - - - - - - -
Cytob2 + + + + + + + + + + + + - - - - - i -
Merol + + + + + + + + + + + + - - - +2 - - i

( *); PZR ile elde edilen iiriinlerinin agaroz gel elektroforezinde ¢ok zayif bantlar elde edildigi belirtir.
(*); Merol primer ¢ifti ile ¢apraz reaksiyon veren 7. lestoquardi tiirii.
(°); Enfekte olmayan sigir hiicre kiiltiiriinden hazirlanan DNA 6rnegi.



3.A.2. Bulgular

3.A.2.1. Sfi, Tar, SVSP, Sitokrom b ve Merol Genlerinin PZR ile Cogaltilmasinda
Kullanilmak Amaciyla Tasarlanan Primerler ve PZR’u ile

Ozgiilliiklerinin Belirlenmesi

Sfi, Tar, sitokrom b ve Merol genlerini ¢ogaltmada kullanilacak primer ¢iftlerinin
tasarlanmasinda clustal X (1.83) bilgisayar programi kullanmilmistir. Bu amagla, Sfi gen
oldukga farklilik gosterdigi gdzlenmistir. Primerlerin tasarlanabilmesi i¢in ortak korunmus bir
bolge ancak ailedeki 8 gen arasinda bulunabilmistir ve 8 gende ortak olan korunmus bdlgeleri
cogaltmak amaciyla Sfi setl, Sfi set2, Sfi set3 ve Sfi set4 olmak lizere dort primer ¢ifti
tasarlanmistir (Cizelge 3.A.3). Bu primer c¢iftlerinden Sfi set 1 geri yonlii ve Sfi set 2 ileri
yonlii primerleri ile Sfi set 3 geri yonlii ve Sfi set 4 ileri yonlii primerleri ayn1 bolgeden
tasarlanmis olup, birbirinin ters yonlii komplementerleridir (Sekil 3.A.1). Sfi set 1, set 2, set 3
ve set 4 primer ciftleri kullanarak gen ftzerinde siras1 ile 182, 195, 227 ve 174 bp
uzunlugundaki bélgeler cogaltilmistir. Primer ciftlerinin 5'-3' yonlii niikleotid dizilimleri
Cizelge 3.A.3’de belirtildigi sekildedir. Sfi set 3 ve Sfi set 4 primer ciftlerinin genler iizerinde
cogalttig1 bolgelerin uzunluklari arasinda herhangi bir farklilik gézlenmemis (Resim 3.A.1),
buna karsin Sfi setl ve Sfi set2 primer ¢iftlerinin ¢ogalttigi bolge gen ailesindeki baz1 genlerde
uzunluk farkliligi gostermistir (Resim 3.A.1 ve 3.A.2). Sfi setl, set2, set3 ve set4 primer
ciftlerinin 6zgiilliigiiniin belirlenmesi amaciyla farkli 7. annulata izolatlar1 (Tunus, iran,
Sudan, Misir, Hindistan, Israil, Ankara/D7, Aydin, Diyarbakir, A.ova, Dalama, Pendik), T.
parva ile BL20 kullanilarak yapilan PZR sonuglar1 Cizelge 3.A.4’de verilmistir. Buna gore Sfi
setl, set2 ve set4 primer ciftleri ile belirtilen tim 7. annulata izolatlarinin sirasiyla 182 ve
195 bp’lik boliimleri 6zgiil olarak ¢ogaltilirken (Resim 3.A.3), T. parva ve BL20 ile higbir
tirtin ¢ogaltilmamistir. Ancak, Sfi set4 primer ciftleri ile ¢ogaltilan iiriinler setl ve set2 primer
ciftleri kadar iyi sonu¢ vermemis ve jel elektroforezindeki 174 bp’lik bantlarin oldukga zayif
oldugu gozlenmistir. Sfi setl primer cifti kullanilarak yapilan PZR sonucu elde edilen
tiriinlerin jel elektroforezinde 6zgiil olmayan ve yaklasik 140 bp’lik ikincil bantlara
rastlanmistir. Bunun yaninda Sfi set3 primer ¢ifti baz1 7. annulata izolatlarin1 (Ode, Aydin,

A.ova, Diyarbakir) ¢ogaltilamamustir.
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61¢

sfiset2F sfiset4F sfisetdR

195 bp / 174 bp
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sfiset1F sfiset1R sfiset3F sfiset3R

Sekil 3.A.1. Theileria annulata Sfi gen ailesindeki korunmus bolgelerin ¢ogaltilmasinda kullanilan primer ¢iftlerinin (Sfi setlF/R, Sfi
set2F/R, Sfi set3F/R, Sfi set4F/R) yerlesim yerleri sematik olarak gosterimi. Her bir primer bolgesinin gen iizerindeki yeri agik

ve koyu gri renkte golgelenmis kutucuklar ile belirtilmistir. Her bir primer ¢iftinin ¢ogalttig1 bolge ve bunlari uzunluklari,

ilgili primerlerin ileri ve geri yonlii bolgeleri arasinda baz ¢ifti (bp) olarak belirtilmistir.

Tar E1F
Tar E1R
124 bp 151 bp 300,378 bp
— —
— —
/ : \ / \ / \ / \136bp \ 238 bp /
Tar ATF Tar B1R Tar D1F Tar D1R
Tar AR Tar B1F Tar C1R
Tar C1F

Sekil 3.A.2. Theileria annulata Tar gen ailesindeki korunmus bolgelerin ¢ogaltilmasinda kullanilan primer ¢iftlerinin (7ar A1F/R, Tar
B1F/R, Tar C1F/R, Tar D1F/R, Tar E1F/R) yerlesim yerleri sematik olarak gosterimi. Her bir primer bolgesinin gen

tizerindeki yerleri golgelenmis kutucuklar ile belirtilmistir. Her bir primer ¢iftinin ¢ogalttig1 bolge ve bunlari uzunluklari,

ilgili primerlerin forward ve reverse bolgeleri arasinda baz cifti (bp) olarak belirtilmistir.
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Sfisetl F Sfi gen ailesinde bulunan farkli gen bélgelerinde
Sfi set2 primer giftleri ile ¢ogaltilan bolgede
{ \ goriilen uzunluk farkliliklar:.
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Resim 3.A.1. Sfi genine ait korunmus bolgelerin ¢ogaltilmasinda kullanilan Sfi setl ve Sfi set2 primer ¢iftlerinin tasarlandigi bolgeler.
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Resim3.A.2. Sfi genine ait korunmus bolgelerin ¢ogaltilmasinda kullanilan Sfi set3 ve Sfi set4 primer ¢iftlerinin tasarlandigi bolgeler.
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Resim 3.A.3. Sfi setl ve set2, Tar Al, B1, CI, D1 ve EI, Cyto bl ve b2, Mero I primer c¢iftleri kullanilarak yapilan PZR sonuglar1 (Devam),
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Resim 3.A.3. 5fi setl ve set2, Tar Al, B1, C1, D1 ve E1, Cyto bl ve b2, Merol primer ¢iftleri
kullanilarak yapilan PZR sonuglari. (A); ve 20’inci kuyucuklarda; 1’inci
kuyuda 100 bp’lik molekiiler biiytikliik belirleyici (Thermo Scientific Corp.);
11’inci kuyuda PZR negatif kontrol (su); 2—10 ve 12-20’inci kuyularda 7.
annulata’nin farkli izolatlar1 Gharb, Israyil, Ode, A.ova, Dalama, Pendik,
Ayin, Diyarbakir ait DNA oOrnekleri konulmustur. Sfi setl ve set2 primer
ciftlerinin 6zgiil olarak cogaltiklar: sirasi ile 182 ve 196 bp’lik bolgeler ok
isaretleri ile gosterilmistir. (B); 1 ve 20’inci kuyucuklarda; 1’inci kuyuda 100
bp’lik molekiiler biiyiikliik belirleyici (Thermo Scientific Corp.); 2-5, 6-9, 10—
13, 14-17, 18-20’inci kuyularda T. annulata’min Tunus, iran, Ayin, Diyarbakir
izolatlarina ait DNA 6rnekleri konulmustur. 7ar C1 primer ¢iftini kullanilarak
spesifik olarak ¢ogaltilan 136 bp’lik bolge ok isareti ile gosterilmistir. (D); 1
ve 20’inci kuyucuklarda; 1’inci kuyuda 100 bp’lik molekiiler biiytiklik
belirleyici (Thermo Scientific Corp.); 2 ile 8 arasindaki kuyucuklarda (2 ve 8
dahil) T.annulata’mn farkli izolatlar1 Tunus, Iran, Umbanein, Gharb, Israyil,
Ode; 9 uncu kuyuda enfekte olmayan sigir PBM; 10’ {incii kuyuda 7. parva;
11’inci kuyuda T. sergenti; 12’inc1t kuyuda T. lestoquardi; 13’tincii kuyuda
B. bovis; 14’tincli kuyuda B. bigemina; 15’inci kuyuda 7. equi; 16’1nc1 kuyuda
T.annulata Aydm izolati; 17’inci kuyuda T.annulata Diyarbakir izolati; 18’inci
kuyuda T.annulata A.ova izolat; 19’uncu kuyuda T.annulata Dalama izolatina
ait DNA ornekleri konulmustur. Cyto b2 primer ¢iftini kullanilarak spesifik
olarak cogaltilan 232 bp’lik bolge ok isareti ile gosterilmistir. (C ve E); 1 ve
20’inci kuyucuklarda; 1 ve 20’inci kuyuda 100 bp’lik molekiiler biiytikliik
belirleyici (Thermo Scientific Corp.); 2 ile 12 arasindaki kuyucuklarda (2 ve
12 dahil) T.annulata’nin farkli izolatlar1 Tunus, [ran, Umbanein, Gharb,
Israyil, Ode, A.ova, Dalama, Pendik, Aydin, Diyarbakir; 13’iincii kuyuda
enfekte olmayan sigir PBM; 147lncii kuyuda 7. parva; 15’inci kuyuda
T. sergenti; 16’inc1 kuyuda T. lestoquardi; 17’inci kuyuda B. bovis; 18’inci
kuyuda B. bigemina; 19’uncu kuyuda T. equi ait DNA o6rnekleri konulmustur.
Cyto bl primer ¢iftini kullanilarak spesifik olarak ¢ogaltilan 312 bp’lik bolge
ok isareti ile gosterilmistir. Merol primer ciftini kullanilarak 6zgiil olarak

cogaltilan 334 bp’lik bolge ok isareti ile gosterilmistir.
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Sfi gen ailesinde bulunan 8 gendeki korunmus bolgeleri cogaltmak icin tasarlanan Sfi
setl, set2, set3 ve set4 primer ciftlerinden elde edilen sonuglar degerlendirilmis ve Sfi set2
primer cifti haricindeki diger primer g¢iftleri 6zgiil olmayan bantlarin olusmasi, bazi
T.annulata izolatlarin1 ¢ogaltmada yetersiz kalmasi ve c¢ogaltilan trlinlerin miktar olarak
oldukca az olmas1 gibi sebeplerden 6tiirii bir sonraki asama olan duyarliligin belirlenmesinde
kullanilmamustir.

Tar gen ailesindeki genleri ¢ogaltmak ic¢in kullanilacak primerlerin tasarlanmasinda
clustal X (1.83) bilgisayar programi kullanilmig ve 93 gen birbirleri arasinda karsilastirilarak
korunmus boélgeler tespit edilmistir. Yapilan karsilagtirma sonucunda 93 genin 25 tanesinde
bulunan korunmus bélgeleri ¢ogaltmak amaciyla 7ar Al, B1, C1, D1 ve E1 olmak {izere bes
primer ¢ifti tasarlanmigtir. Bu primer ciftleri ailede bulunan 25 gende sirasiile 124, 151, 136,
238 ve 300-378 bp’lik bolgeleri ¢ogaltmaktadir, primer ¢iftlerinin 5'-3' yonlii niikleotid
dizilimleri Cizelge 3.A.3’de verilmistir. Sekil 3.A.2’de belirtildigi tizere Tar D1 ileri ve Tar
El geri yonli primerleri aym bolgeden tasarlanmis olup birbirinin ters yonli
komplementerleridir. 7ar EIl ileri yonlii primeri, Tar C1 primer ¢iftinin ¢ogalttigi bolge
icerisinden tasarlanmistir. Primer ¢iftlerinin 6zgiilliigliniin belirlenmesi amaciyla farkli
T.annulata izolatlar1 (Tunus, Iran, Sudan, Misir, Hindistan, Israil, Ankara/D7, Aydin
Diyarbakir, A.ova, Dalama, Pendik), 7. parva ile BL20 kullanilarak yapilan PZR sonuglari
Cizelge 3.A.4°de verilmistir. Buna gore Al, B1, D1 ve EIl primer ciftleri ile her hangi bir
iiriin ¢ogaltilamamistir. 7ar C1 primer ¢ifti ile 7. annulata’nin A.ova, Dalama ve Pendik
izolatlar1 disinda kalan diger 7. annulata izolatlarim1 6zgiil olarak ¢ogaltilmis, 7. parva ve
BL20 DNA’lar ile higbir iiriin elde edilmemistir. Tasarlanan primer ciftlerinin baglanma
wsilarinin 50°C’nin altinda olmasi ve bu 1simin altindaki derecelerde PZR’da elde edilen
tiriinlerin  6zgiillikklerinde yasanabilecek sorunlar ile karsilagmamak i¢in daha sonraki
asamalarda kullanilmamislardir.

SVSP gen ailesinde bulunan 51 paralog gen bolgesinin karsilastirilmasinda genler
arasinda yaygin heterojenite ile genler arasinda mevcut niikleotid dizilimlerinde ¢ok sayida
bolgedeki ilave ve silinmeler primer tasarlanmasimi olanaksiz hale getirmistir. Onceki
calismalarda C-terminal bolgedeki polipeptidlerin daha az sayida indel iceren korunmus bir
bolge (Schmuckli-Maurer ve ark 2009) oldugu belirtilmesine ragmen yapilan incelemelerde

bu bolgede niikleotid diizeyinde paralog genler arasinda 6nemli 6l¢iide farklilik goriilmiistiir.

224



MerolF \. MerolR

— 336bp

Sekil 3.A.3. Theileria annulata Merol geni lizerinde MerolF ve Merol1R primer bdlgelerinin sematik gosterimi.
Her primer bolgesinin gen lizerindeki yeri golgelenmis kutucuklar ile belirtilmistir. Merol F/R

primer ¢iftleri kullanilarak ¢ogaltilan bolgeler ok isaretleri ile gosterilmistir.

Tek kopyali bir gen olan Merol genini ¢ogaltmada kullanilan primer ¢iftinin
tasarlanmas1 amaciyla farkli 7. annulata izolatlar1 arasinda 334 bp’lik korunmus bdlge
belirlenmis ve bu bolgeyi ¢ogaltmak amaciyla Merol primer ¢ifti tasarlanmistir (Sekil 3.A.3).
Tasarlanan primer ¢iftinin 6zgiilliigliniin belirlenmesi amaciyla farkli 7. annulata izolatlar
(Tunus, iran, Sudan, Misir, Hindistan, Israil, Ankara/D7, Aydmn Diyarbakir, A.ova, Dalama,
Pendik) ile T. parva, T. sergenti, T. lestoquardi, B. bovis, B. bigemina, T. equi ve BL20
kullanilarak yapilan PZR sonuglar1 Cizelge 3.A.4’de verilmistir. Buna gore Merol primer ¢ifti
kullanilan tiim 7. annulata izolatlarinda beklendigi sekilde 334 bp’lik bolgeyi 6zgiil olarak
cogaltmis ve T. lestoquardi haricindeki kullanilan diger Theileria ve Babesia tiirlerinde

herhangi bir ¢cogalma gézlenmemistir (Resim 3.A.3).

CytoblF Cytob2R

: I

| 4
/ \ : 232 bp —
Cytob1F Cytob2F

Sekil 3.A.5. Theileria annulata mitokondriyal sitokrom b geni iizerinde CytoblF/R ve Cytob2F/2R primer
bolgelerinin sematik olarak gdsterimi. Her primer bolgesinin gen iizerindeki yeri golgelenmis
kutucuklar ile belirtilmistir. CytoblF/R ve Cytob2F/2R primer c¢iftleri kullanilarak g¢ogaltilan
bolgeler ok isaretleri ile gdsterilmistir.

Yukarida bahsedilen gen ailelerinden farkli olarak sitokrom b geni tek kopyali bir
gendir. 7. annulata sitokrom b genini ¢ogaltmada kullanilacak primerlerin tasarlanmasi
amaciyla 7. annulata (XM949625.1), T. parva (Z23263.1), B. bovis (EU075182.1), B.
bigemina (AF109354.1) tiirlerine ait sitokrom b gen dizilimleri clustal X (1.83) bilgisayar
programi kullanilarak birbirleri ile karsilastirilmis (Sekil 3.A.4) ve geni cogaltmada
kullanilacak Cytobl ve Cytob2 primerleri 7. annulata sitokrom b genine 6zgii iyi korunmus

olan ve diger Theileria/Babesia tiirlerine gore farklilik gosteren bolgelerden tasarlanmistir.
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Tasarlanan primer ¢iftleri sirasiyla 312 ve 232 bp’lik bolgeleri c¢ogaltacak sekilde
tasarlanmustir, primer ¢iftlerinin 5'-3' yonlii niikleotid dizilimleri Cizelge 3.A.3’de belirtildigi
sekildedir. Sitokrom b genine ait bdlgelerin ¢ogaltilmasinda kullanilan cyto bl geri yonlii
primeri ile cyto b2 ileri yonlii primerleri ayni bolgeden tasarlanmis olup birbirinin ters yonlii

komplementerleri seklindedirler (Sekil 3.A.5).
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CLUSTAL X (1.83) multiple sequence alignment

Tannulata
Bbovis
Bbigemina
T.parva

Tannulata
Bbovis
Bbigemina
T.parva

Tannulata
Bbovis
Bbigemina
T.parva

Tannulata
Bbovis
Bbigemina
T.parva

Tannulata
Bbovis
Bbigemina
T.parva

Tannulata
Bbovis
Bbigemina
T.parva

Tannulata
Bbovis
Bbigemina
T.parva

Tannulata
Bbovis
Bbigemina
T.parva

Tannulata
Bbovis
Bbigemina
T.parva

ATGAATTTGTTTAACTCACATTTGCTTTCGTATATGGTACCTAAAAATTTGAATTTGAATTGGAATTTTGGGTTTATACTTGGAATATTGTTAGTACTCCAAATTATATCCGGGTTGATGCTT%%?
ATGAATTTGTTAAACTCTCATCTACTTTCCTATCTTGTTCCAAGGAATTTGAATTCTAATTGGAACTTAGGGTTTATAGTCGGTTTTGTATTTGTATTTCAAATACTATCAGGACTTTTGTTGACA
———————————————————————————————————————————————————————————— TGGAATTTAGGGTTTATCGTGGGTTTCGTTTTTGTATTCCAGATTTTCTCTGGTTTACTTATGACC
ATGAATATGTTTAATGCACATATACCTTCGTATTTAGTGCCTAAAAATTTAAATTCTAATTGGAATGTAGGATTCATACTTGGAATCTTGTTGATTTTACAGATTCTATCCGGACTTCTTCTAACC

Kkhkk * **k kk K%k * **k * * k% * * **k k% * **k k% * * * *

166 Cytobl forward 186

252
%%gTTTTATGTGCCAGCAAAAGGTATGGCTTTTGAAAGT CTTTGGCCGTAATGTTAAACATTTGTTTCGGTTGGTTTGTTCGTCTTTATCACTCGTTTGGAGTTTCGTTTTATTTCTTCTTTATG
TTTTATTATGTTCCTGGAAGCGTTGATTCTTTTGAATGTGETAATTAGAGTGCTTGCTGAAGTCAATATGGGTTGGGCAATGCGTTATTTTCACGCTCAATGTGTTTCTTTTTGTTTCTTTTTCATG
TTTTATTATGTTCCAGGAGATGTTGATTCTTTCGAATGTGETTATCAGAGTATTAACTGAGETTAATATGGGTTGGGCACTTCGTTATTTCCATGCTCAATGTGTTTCTTTTTGCTTTTTCTTCATG
TTTTTCTATGTTCCTTGTAAAGAAGGAGCTTTTGAAAGT TTTCTAGACTTGTTACAG CACAGTTTGGTTGGTTTGTCCGTTTATATCATTCTGTTGGTGTCTCATTTTATTTCTTTTTTATG
253 378
TTTCTACATATCATGAAAGGTATGTGGTATTCTAGTAATCATTTACCTTGGTCTTGGTATTCTGGTGTTGTTATTTTCGTTTTAAGTATAGCAACTGCTTTTGTTGGTTATGTATTACCAGATGGT
ATGCTACATATGCTAAAGGGATTGTGGTACTCAAGCAGATATCTACCATGGTCATGGTATTCTGGAATGGTTATATTTATTTTAAGTATGGCTATTGCTTTCTTAGGTTATGTTCTTCCTTACGGA
ATGTTACATATGTTAAAAGGTTTATGGTACTCAAGTAAACATTTACCTTGGTCCTGGTATTCAGGAATGGTTATATTTATTTTGAGTATGGCAATTGCTTTCTTAGGTTATGTTCTTCCAAATGGA
TTTATCCACATAATTAAAGGTATGTGGTATTCTAGTAAATATATGCCTTGGTCTTGGTACTCTGGCATAGTTATTTTAATTTTGAGTATAGTTATTGCTTTTACTGGTTATGTGTTGCCAGATGGT

* * Kk Kk & * Khkkhkkh Kk hk X *hk K Kk khkAhKk khkAhkAhA kk kK * = * Kk
379 379 Cytob1 Probe 413 459 Cywblwvmsﬂ 477 504
CAAATGAGCTTCTGEGGAGCTACAGTCATAGGTGETTTATTGAATTTTTCGGAAAAGCTAATGTTCTAATTTTTGGAGGECARACAG TTEOTCCAGAGCATTAGAGAGATTCTTTTCTATACAT
CAAATGAGTTATTGGGGAGCAACAGTTATTATAAACTTGTTCTACTGGTTCCCAGATTTAGTCGCTCTTGTTTTGGGTGG TATGGAGTTGCATTTCCAACTCTACAAAGATTTTACATATTACAT
CAAATGAGTTACTGGGGAGCAACAGTTATAATTAACTTATTCTATTGGTTCCCTGATATGGTATCTCTTGTACTAGGAGGATTTGGTGTTGGATTCCCARCATTACAAAGATTCTATATTCTACAT
CAAATGAGTTTTTGGOGAGCTACAGTTATATCGAATTTGTTAGAATGGTTTGGAAAAGCCAAAGT TATAACTTTCBGTGGATTTACAGTAGGTCCAGAGRCCCTAAAAAGATTTTTTATTTTACAT

Kk Kk * x e * Khk Kk E * Kk K KhkkAkk Kk *hk kA

g##kTATTGCCTGTGATTATATTGTTAGTTGTTATATTTCATCTTTATGTTCTTCATAGAGATGGAAGTTCAAATCCATTGGCAGTTATAGACATGCTAGCTATATTTAGATTTCATCCAGTGg%?
TTCATATTACCTTTTGTATTGTTAATTGTTGTTTTAATTCATATTTATTACCTTCACAGGTCTTCAAGTACTAATCCTTTGTCAGGAGTAGATTCTTGGTTAGTTTCAAGATTTTATCCAGTAATT
TTTATATTGCCTTTTGTTTTATTGTTTATAGTCATTATTCACATTTATTATCTACACAGGTCTTCAAGTACTAATCCATTATCTGGAATAGATTCTTGGTTAGTTTCTAGATTCTATCCTGTTATC
TTTGTGTTACCTGCTGTTGTGCTTGTAATTGTTCTTCTTCATCTTTATTTTCTTCATAGAGAAGGAAGTTCAAATCCATTAACACTCGCTGAAGCAGTCGCTTTGTTAAAATTTTATCAATTGATA
* * Kk Kkk * * * * * Kk * Kkhkk Kkhkhkhk Kk Kk KKk Khkhkh Kk KAhkkhkhkAh Kk * * * * Kk*k *kk *
631 672 Cytob2 reverse 690 756
CTTTTCAGTGATATTAGATTTATAGTTATAGTAATTTTATTAATTGGAGTGCAATCTGG TATGGATTCATTTCTATTTTTCAAGCAGATCCTGATAATTCGATATTATCTGATCCTTTAAACACT
ATATTCAGTGATATTAGAATGCTAACAATGTTGTTTATATTETTAGGTGTTCAATTAACTTATGGAGTAATACCTTTATTCCAAGGAGATTGTGATAATTCAATTATGGCAAATCCTTTGCAAACT
ATATTTAGTGATATAAAAATGTTGACTATGTTGTTTATATTECTTGGAGTTCAATTAACTTATGGAGTAATTCCATWGTTCCAAGGTGACTGTGATAATTCTATCATGGCAAACGCTTTGCAGACA
TTATTCAGTGATGTTAAATTTTTAGTTATAATAAGTATGTTCATTGGACCACAAGTTGG TATGGAATTTGGACATTGTTTCAAGCAGATAATGATAATTCAATATTATCAAGCTCTGAAAACACA
* Kk KhkkkAkAk Kk Kk Xk Kk * **x * * X k% * k% *kk *khkhkhkk K **k Kkkk ** *khkkkkhkkk Kk * *x * Kk
757 882
CCTGCACACATTATTCCAGAATGGTATTTACTTTTGTTTTATGCAACATTAAAAGTGTTTCCAACAAAAGTAGCTGGACTTTTGGCAATGGCAGGAATGTTAGAATTGTTAGTATTATTAGTTGAA
CCAATGCATATAGTACCAGAATGGTATCTATTAACTTTTTATGCTACTTTAAAGATGTTCCCAAGTAAGATGGCAGCATTAATTGCTATGGGAATTTTATTAGAATCTATAATTTTAATAGTAGAG
CCAATGCACATTATTCCAGAAT GG - ————— == ——— oo
CCTGCACATATTATTCCAGAATGGTATTTGCTTTTGTTTTATGCACATTAAAAGTGTTTCCAACAAAAGTATCTGGACTTGTAGCTATGGTAGGTTGTATTAAAATTATTGATAATACTAGTAGAG
883 1008
TCTAGATACTTTAAACAGACTGTTTCAGCTATGAATTATCATAGAGTATGGACTACATCAAGTGTACCATTAGTACCAGTTTTATTTATGTTAGGTTCTATAGGAAAGATGGTTGTTCATGTTGAT
TCTAGAGCTATATGTTCGGTTGTATCTTGTGTGACGTATCACAGATCGTGGACATCTATCACTCTACCTATGATACCTGCTTTGTTCATATTAGGAAGTCTTGGAAGACTAGCTTTAAACAATGGT

TCAAGATCTAAATCACAAGCTGTCTCAACAGCACATCATCACAGAGTTTGGACCACAACAAGTGTACCACTGGTACCAGCCTTGTTTCTATTGGGCTGTATTGGAAGAATGGTCATTAATCTGGAT

1009 1092
CTCATAGCTATTGGAACTTGTGTTGTGTTGTCAGTTGTTCTATTTATTTATAAATTATTGGACTCTGCAAGAGTTCGTGCATAA
TTAATGTTTATTGGTATATGTTCAGTTTTAATCGTTCTTTATGCTTGTATGAGGTTATTAGATTGTGTCAGAATACGTATGTAA



Sekil 3.A.4. Theileria annulata (XM949625.1), B .bovis (EU075182.1), B. bigemina
(AF109354.1) ve T. parva (Z23263.1) tiirlerine ait mitokondriyal
cytochrome b gen dizilimlerinin clustal X (1.83) programi kullanilarak
birbirleri ile karsilastirilmasi. Karsilastirilan niikleotid dizilimleri arasindaki
korunmug bazlar '*' ile karsilastirilan dizilerdeki bosluklarda ¢-* ile
belirtilmistir. Golgelenmis bogeler 7. annulata’ya spesifik primer ¢iftinin
(Cytobl forward; 166—186, Cytobl reverse; 477-459 ve Cytob2 forward;
459-477, Cytob2 reverse; 690—672 primer ciftleri) tasarlandigi yerleri
gostermektedir. 379 ve 413. bazlar arasindaki golgelenmis alan RLB
hibridizasyonunda kullanilmak iizere tasarlanan Cytobl probunun yerini

gostermektdir.
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Cyto bl ve b2 primer ciftlerinin 6zgiilliiklerinin belirlenmesi amaciyla farkl
T.annulata izolatlar1 (Tunus, Iran, Sudan, Misir, Hindistan, Israyil, Ankara/D7, Aydin
Diyarbakir, A.ova, Dalama, Pendik) ile 7. parva, T. sergenti, T. lestoquardi, B. bovis,
B.bigemina, T. equi ve BL20 kullanilarak yapilan PZR sonugclar1 Cizelge 3.A.4’de verilmistir.
Buna gore cyto bl primer ¢ifti kullanilarak yapilan PZR sonucunda 312 bp’lik bolim
kullanilan tim 7. annulata izolatlarinda beklendigi sekilde cogaltilmis ve kullanilan diger
Theileria ve Babesia tiirlerinde herhangi bir ¢cogalma gozlenmemistir (Resim 3.A.3). Ayrica
cogaltilan bantlar ayni yogunlukta olmayip 7. annulata’nin Tunus, Sudan ve Misir
izolatlarinda daha giiglii bantlar goriilmiistiir. Bu fark muhtemelen kullanilan parazit
DNA’smin farklt miktarlarda olmasindan kaynaklanmistir. Cyto b2 primer ¢ifti kullanilarak
yapilan PZR sonucunda 232 bp’lik boliim kullanilan tiim 7. annulata izolatlarinda beklendigi
sekilde cogaltilmis ve diger Theileria ve Babesia tiirlerinde herhangi bir c¢ogalma
gbzlenmemistir (Resim 3.A.3). Bununla birlikte cyto b2 PZR’u sonucunda beklenmeyen 200
bp biiyiikliiglinde ikinci bir bant daha gézlenmistir. Bu ikincil bant olusumundan dolay1 cyto
b2 primer ¢ifti daha sonraki asamalarda kullanilmamistir. Cyto bl primer ¢ifti ile ¢ogaltilan
yedi farkl 7. annulata (Tunus, Akgaova, Dalama, Pendik, Aydin, Diyarbakir ve Ankara/D7)
izolatinin 312 bp’lik bdlgelerinin sekans analiz sonuglar1 Sekil 3.A.6’da verilmistir. Dizilim
analiz sonuclar1 karsilagtirlldiginda (Sekil 3.A.6) farkli alleller arasinda niikleotid seviyesinde
yliksek oranda benzerlik goriilmiistiir. Kullanilan yedi izolatin ii¢ tanesi Aydin ve civarindaki
bolgeleri (W104; Dalama, W108; Aydin ve W103; A.ova), ii¢c tanesi Tirkiye’nin farkli
bolgelerini (W110; Diyarbakir, W105; Pendik, D7; Ankara/D7) ve biri de tamamen farkli bir
cografik bolge olan Tunus’u (W89; Tunus) temsil etmektedir. Farkl alleller arasinda on tane
tek niikleotid farkliligi (SNP) gosteren pozisyon belirlenmis (Sekil 3.A.6). Tek niikleotid
farklilig1 gosteren bolgelerden 69 ve 183. pozisyonlarda olusanlar ii¢ farkli allelde de
goriiliirken, 271. pozisyondaki degisiklik sadace iki allelde gézlenmistir.
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CLUSTAL X (1-83) multiple sequence alignment

w104
w108
W103
w110
w89
w105
D7

w104
w108
W103
w110
w89
w105
D7

w104
w108
w103
w110
w89
w105
D7

Sekil 3.A.6. Theileria annulata’nin farkli izolatlarinin  (W104; Dalama, W108; Aydin, W103; A.ova, W110; Diyarbakir, W89; Tunus, W105; Pendik and
D7; Ankara/D7) sekans analizi sonuglarinin clustal X (1.83) programi ile karsilastirilmasi. Karsilastirilan niikleotid dizilimleri arasindaki
korunmug bazlar '*' ile gosterilmistir. Karsilastirilan dizilimler arasindaki tek niikleotid fakliliklari (SNP; single nucleotide polymorphisms) ok
isareti ile, bu bolgelerdeki farklilagsmalarda golgelenmis bazlar olarak ile gosterilmistir. 1-21 ve 293—312 numarali pozisyonlar arasinda kalan
bolgeler sirast ile Cytobl forward ve Cytobl reverse primer ¢iftinin yerini gostermektedir. 225 ve 248. bazlar arasinda italik, bold yazilmis

0¢€¢

1 21 % yg

ACTTTGGCCGTAATGTTAAACATTTGTTTCGGTTGGTTTGTTCGTCTTTATCACTCGTTTGGAGTTTC TTTTATTTCTTCTTTATGTTTCTACATATCATGAAAGGTATGTGGTAT%@P
ACTTTGGCCGTAATGTTAAACATTTGTTTCGGTTGGTTTGTTCGTCTTTATCACTCGTTTGGAGTTTCATTTTATTTCTTCTTTATGTTTCTACATATCATGAAAGGTATGTGGTATTCT
ACTTTGGCCGTAATGTTAAACATTTGTTTCGGTTGGTTTGTTCGTCTTTATCACTCGTTTGGAGTTTCATTTTATTTCTTCTTTATGTTTCTACATATCATGAAAGGTATGTGGTATTCT
ACTTTGGCCGTAATGTTAAACATTTGTTTCGGTTGGTTTGTTCGTCTTTATCACTCGTTTGGAGTTTCATTTTATTTCTTCTTTATGTTTCTACATATCATGAAAGGTATGTGGTATTCT
ACTTTGGCCGTAATGTTAAACATTTGTTTCGGTTGGTTTGTTCGTCTTTATCACTCGTTTGGAGTTTCGTTTTATTTCTTCTTTATGTTTCTACATATCATGAAAGGTATGTGGTATTCT
ACTTTGGCCGTAATGTTAAACATTTGTTTCGGTTGGTTTGTTCGTCTTTATCACTCGTTTGGAATTTCGTTTTATTTCTTCTTTATGTTTCTACATATCATGAAAGGTATGTGGTATTCT
ACTTTGGCCGTAATGTTAAACATTTGTTTCGGTTGGTTTGTTCGTCTTTATCACTCGTTTGGAGTTTCGTTTTATTTCTTCTTTATGTTTCTACATATCATGAAAGGTATGTGGTATTCT

AAKXAAAAAKAAAA AKX A FAAAAAAAAAAAKLAAAXAXAAAXAAAAAAKAAAXAXAAAKXAAAKAAAKAAAFTAANRT KHhhdx A AAAfrAAAAAAAAAAAAAAA A AKX AR XA A d A Frhrrhdhdrhddrhdxihdx

121 l £183 l 225 Cytob1 Probe 240
AGTAATCATTTACCTTGGTCTTGGTATTCTGGTGTTGTTATTTTCGTTTTAAGTATAGCAACCGCTTTTGTTGGTTATGTATTACCAGATGGTCAAATGAGCTTCTGGGZAGCTACAGTC
AGTAATCATTTACCTTGGTCTTGGTATTCTGGTGTTGTTATTTTCGTTTTAAGTATAGCGACCGCTTTTGTTGGTTATGTATTACCAGATGGTCAAATGAGCTTCTGGGGAGCTACAGTC
AGTAATCATTTACCTTGGTCTTGGTATTCTGGTGTTGTTATTTTCGTTTTAAGTATAGCAACCGCTTTTGTTGGTTATGTATTACCAGATGGTCAAATGAGCTTCTGGGGAGCTACAGTC
AGTAATCATTTACCTTGGTCTTGGTATTCTGGTGTTGTTATTTTCGTTTTAAGTATAGCAACTGCTTTTGTTGGTTATGTATTACCAGATGGTCAAATGAGCTTCTGGGGAGCTACAGTC
AGTAATCATTTACCTTGGTCTTGGTATTCTGGTGTTGTTATTTTCGTTTTAAGTATAGCAACTGCTTTTGTTGGCTATGTATTACCAGATGGTCAAATGAGCTTCTGGGGAGCTACAGTC
AGTAATCATTTACCTTGGTCTTGGTATTCTGGTGTTGTTATTTTCGTTTTAAGTATAGCAACTGCTTTTGTTGGTTATGTATTACCAGATGGTCAAATGAGTTTCTGGGGAGCTACAGTC
AGTAATCATTTACCTTAGTCTTGGTATTCTGGTGTTGTTATTTTCGTTTTAAGTATAGCAACTGCTTTTGTTGGTTATGTATTACCAGATGGTCAAATGAGCTTCTGGGGAGCTACAGTC

241 248 l l 1271 ”””””” 2;3K ”

12
ATAGGTGGTTTGTTGAAATTTTTTGGAAAAACTAATGTTCTAATTTTTGGAGGCCAAACAGTTGGTCCAgAG
ATAGGTGGTTTGTTGAAATTTTTTGGAAAAACTAATGTTCTAATTTTTGGAGGCCAAACAGTTGGTCCAGAG
ATAGGTGGTTTGTTGAAATTTTTTGGAAAAACTAATGTTCTAATTTTTGGAGGCCAAACAGTTGGTCCAGAG
ATAGGTGGTTTGTTGAAATTTTTTGGAAAAACTAATGTTCTAATTTTTGGAGGCCAAACAGTTGGTCCAGAG
ATAGGTGGTTTGTTGAAATTTTTTGGAAAAACTAATGTTCTAATTTTTGGAGGCCAAACAGTTGGTCCAGAG
ATAGGTGGTTTGTTGAAATTTTTTGGAAAAGCTAATGTTCTAATTTTTGGAGGCCAAACAGTTGGTCCAGAG
ATAGGTGGTTTATTGAAATTTTTCGGAAAAGCTAATGTTCTAATTTTTGGAGGCCAAACAGTTGGTCCAGAG

FTAEEAXEAAXEAAKX AEXAXAAXAAXAEAA AEAXAEAEA AAXXAXAXAXAAXTAAXAAXAXAAXAAAXAALAAAAAXAXAALAAAXAAAXAXX

golgeli alan RLB hibridizasyonunda kullanilmak iizere dizay edilen Cytobl probunun yerini gostermektdir.



3.A.2.2. Ctyo bl, Merol, Sfi set 2, Tams-1 ve ssu rRNA Primer Ciftlerinin

Duyarhliklarinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Karsilagstirllmasi

Ctyo bl, Merol, Sfi set2, Tams-1 ve ssu rRNA primer ¢iftlerinin duyarhiliklar
T.annulata Ankara susu ile enfekte edilen hayvana ait bilinen piroplasm parazitemideki (%]1)
kanim enfekte olmaya kan kullanilarak 10 katli sulandirilmas: ile elde edilen %0.1-%10™"°
parazitemiye sahip kanlardan ayrilan DNA 6rnekleri (Gereg ve Yontem/Deneysel Enfeksiyon)
ve T. annulata Ankara/D7 makrosizont hiicre kiiltiirlinden hazirlanan ve saf su kullanilarak 10
katli sulandirilan DNA oOrnekleri kullanilarak yapilan PZR iiriinlerinin agaroz jel (%1.5)
elektroforezi ile belirlenmistir (Cizelge 3.A.5).

Cizelge 3.A.5. PZR’nunda kullanilan primer ¢iftlerinin duyarliliklarini gosteren tablo

PZR’ da Kullanilan Primer Ciftleri

10 kath DNA sulandirmalar: Cyto bl Merol Sfi set 2 Tams-1 ssu rRNA
Deneysel enfeksiyon 10 107 10° 107 Ozgiil degil
Ankara/D7 hiicre kiiltiirii 1010 10°® Belirlenmedi 107 10°®

(*); 10™ iincii sulandirmada gériintiilenen bantin 6zgiilliigii tam olarak belirlenememistir.

Theileria annulata Ankara/D7 makrosizont hiicre kiiltlirlinden ayrilan ve saf su
kullanilarak 10 katli sulandirilan DNA 6rnekleri ile yapilan PZR’u sonucunda cytobl, Merol,
Tams-1 ve ssu rRNA primer ¢iftlerinin duyarhiliklar siras1 ile 107, 10, 107 ve 10 olarak
belirlenmistir.  Sfi set2 primer ¢iftinin duyarliligt  belirlenmemistir.  Duyarliligin
belirlenmesinde kullanilan 7. annulata Ankara susu ile enfekte edilen hayvana ait bilinen
piroplasm parazitemideki (%1) kanin enfekte olmayan kan kullanilarak 10 katli sulandirilmasi
ile elde edilen %0.1-%10"° parazitemiye sahip kanlardan ayrilan DNA 6rnekleri ile yapilan
PZR’u sonucunda cytobl, Merol, Sfi set2, Tams primer ciftlerinin duyarliliklar1 sirasi ile
%10, 102, 107 ve 107 olarak belirlenmistir. Tams primer ¢ifti ile elde edilen sonuclarda
%10™{incii sulandirmada goriintiilenen bant olmas: gerekenden (721 bp) daha biiyiik (<800
bp) ve %107, sulandirmadaki gibi zayif olarak goriintiilendigi i¢in 6zgiilliigii tam olarak
belirlenememistir. Ssu rRNA primer ¢ifti kullanilarak yapilan PZR sonucunda ise elde edilen
tiriinlerde ozgilil olmayan bantlara fazla oranda rastlanmis ve duyarlili@i tam olarak
belirlenememistir. Cytobl primer ¢ifti ethidyum bromid ile boyanmis agaroz jel elektroforezi
ile 312 bp’lik bolgeyi 6zgiil olarak %10 sulandirmaya kadar ¢ogaltmistir (Resim 3.A.4).
Sigir kamnin pl’sinde 107 eritrosit oldugu farz edildiginde (Bhannasir ve ark 1961) cytobl
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primer ¢ifti ethidyum bromid ile boyali agaroz jelde %0.0001 parazitemiye yani her 1 pl
kanda 10 piroplasmi belirlemistir. Bu miktar Mero I primer ¢ifti i¢in 1000 piroplasm, Sfi set2
ve Tams primer ciftleri icin 100 piroplasm olarak belirlenmistir. Ethidyum bromid ile
boyanan agaroz jel Orneklerinde elde edilen sonuglar bize duyarliligit tam olarak
verememektedir, ¢linkii ethidyum bromid PZR ile ¢ogaltilan ¢ift sarmalli DNA’nin ancak
belli bir orana kadar (>10 pg) olanin1 UV 1sik altinda goriintiilenebilmesine olanak
saglamaktadir. Duyarliligin tam olarak belirlenebilmesi i¢in blotlama gibi duyarliligi daha
yiiksek olan testlere gereksinim vardir. Bu amagla ethidyum bromid boyamada en yiiksek
duyarlilig1 veren cyto bl primer ¢ifti kullanilarak bir sonraki kisimda anlatildig1 sekilde RLB
hibridizasyonu yapilarak duyarliligi belirlenmistir ve elde edilen sonuglar 18S RLB
hibridizayonu ile elde edilen sonuclar ile karsilastirilmistir.

Cytobl primer ¢ifti ile her sulandirma basamagindan alinan 100 mikrolitre kan 6rnegi

damlatilarak hasirlanan FTA kardlar1 kullanilarak yapilan PZR sonucunda higbir sitokrom b

genine ait 312 bp’lik bolge ¢ogaltilamamigtir.

Resim 3.A4. Theileria annulata Ankara izolat1 ile enfekte edilen sigir kaniin on katlh olarak enfekte
olmayan s1g1r kaninda sulandirilmasi ile elde edilen DNA 6rnekleri kullanilarak Cytobl
PCR’ min sensitivitesinin belirlenmesi. 1’inci kuyu 100 bp’lik molekiiler biiyiikliik
belirleyici (Thermo Scientific Corp.); 2’ inci kuyu kontrol (su); 3 ile 12’inci kuyularda
(3 ve 12 dahil) %0.1°den baslayip %10"'”a kadar devam eden on kath sulandirma
ornekleri; 13’lincli kuyu enfekte olmayan sigir PBM. Cytobl primer ¢iftini kullanilarak
spesifik olarak ¢ogaltilan 312 bp’lik bolge ok isareti ile gdsterilmistir.
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3.A.2.3. Cyto bl ile RLB F/R Primer Ciftlerinin Duyarhhklarinin RLB

Hibridizasyonu ile Karsilastirilmasi

Cyto bl primer ¢iftinin duyarlilik sinirinin belirlenmesi i¢in 7. annulata Ankara susu
ile enfekte edilen hayvana ait bilinen piroplasm parazitemideki (%1) kanin enfekte olmaya
kan kullanilarak 10 kath sulandirilmas: ile elde edilen %0.1-%10"° parazitemiye sahip
kanlardan ayrilan DNA 6rnekleri (Gere¢ ve Yontem/Deneysel Enfeksiyon) kullanilarak elde
edilen PZR iirlinleri, daha onceden T. annulata cytochrome b genine 6zglii 5'-biotin ile
isaretlenmis  oligoniikleotid probun  (Sekil 3.A4) N wucunda bulunan N-
(trifluoracctamidohexyl-cyanocthyl, N, N-diisopropyl phosphoamidite [TFA]-Cs amino
baglayicilar yardimiyla kovalent olarak baglandigi membrana blotlanmistir. Yapilan RLB
sonucunda cyto bl primer iftinin duyarliligi %107 parazitemi olarak belirlenmistir (Resim
3.A.5 (A), sira 6). Resim 3.A.5 (A), sira 5’de goriilen noktanin yogunlugu beklenenin aksine
daha yogun olmus ve bununla beraber dokuzuncu sirada %10 parazitemiye denk gelen
sulandirmada diisiikk yogunlukta, 6zgiil olamayan bir nokta daha goézlemlenmistir. PZR’da
kontrol amaciyla kullanilan enfekte olmayan sigirdan elde edilen PBM, 7. parva DNA’lar1 ve
su RLB’de herhangi bir reaksiyon gostermemistir. Ayrica, cyto bl primer ciftinin duyarlilig
bagka bir gen bolgesi olan 18S ssurRNA gen bolgesini ¢cogaltan RLB F/R primer cifti ile
karsilastirilmistir. RLB F/R primer c¢iftleri ile ¢ogaltilan PZR {irlinleri 6nceki ¢aligmalarda
belirtilen Theileria/Babesia catchall, T. annulata, T. buffeli/orientalis grubu, Babesia bovis ve
B. bigemina tiirlerine 6zgli 5'-biotin ile isaretlenmis yukarida anlatildigi sekilde membrana
baglanmis oligoniikleotid problar (Gubbels ve ark 1999, Georges ve ark 2001) kullanilarak
degerlendirilmistir. Yapilan RLB sonucunda 18S PZR firiinlerinin duyarliigi %107
parazitemi olarak belirlenmistir (Resim 3.A.5 (B), sira 3) ve cytobl RLB sonucunda ayni
sekilde %10” parazitemiye denk gelen sulandirmada daha diisiik yogunlukta, 6zgiil olamayan
nokta goézlemlenmistir. B. bovis, B. bigemina ve T. buffeli/orientalis grubundaki tiirleri
belirleyen problar ile hi¢bir capraz reaksiyon gézlenmemistir (Resim 3.A.5 (B)). Her iki RLB
sonucundada 10” parazitemiye denk gelen sulandirmada gozlenen 6zgiil olmayan, diisiik
yogunluktaki noktanin DNA sulandirmalar1 esnasinda kullanilan pipete yapisarak yiiksek
sulandirma esnasindaki pipetleme isleminde bu sulandirma basamaginda kalmis olabilecek

piroplasm ile enfekte eritrositlere bagli olabilecegi diisiiniilmiistiir.
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A. Cytobl
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B. RLB-F/RLB-R
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Resim 3.A.5. Tiire 6zgili oligoniikleotid problar membrana yatay olarak, PCR firlinleri ise dikey
olarak konulmustur. Yatay, 1 ile 10 arasina (1 ve 10 dahil) %0.1’den baslayip %10
'3 kadar devam eden on katli sulandirma &rnekleri; 11°e enfekte olmayan sigir
PBM; 12’ye T. parva; (-), negatif kontrol, su; (+), 7. annulata pozitif kontrol. Dikey,
(1) T. annulata cytochrome b genine 6zgii 5’-biotin ile isaretlenmis oligoniikleotid
prob; (2) Theileria ve Babesia tiirlerinin hepsine ortak olan kontrol probu; (3)
T. annulata’ya 6zgii oligoniikleotid prob; (4) T. buffeli’ye 6zgii oligoniikleotid prob;
(5) B. bovis’e 6zgii oligoniikleotid prob; (6) B. bigemina’ya 6zgii oligoniikleotid
prob. *; Gubbels ve ark. (1999) ile Georges ve ark. (2001) tarafindan daha onceki
caligmalarda kullanilmis problar.

Sonu¢ olarak cytobl ve 18S PZR iiriinlerinin RLB hibridizasyonu sonundaki
duyarliliklar1 siras1 ile %107° (0.1 piroplasm/pl kan) ve %10~ (100 piroplasm/ul kan)
parazitemi olarak belirlenmistir. Bu tabloda, cyto bl primer ciftleri kullanilarak yapilan RLB
hibridizasyonunun ethidyum bromid ile boyanan agaroz jel elektroforezine gore 100 kez ve
18S RLB hibridizasyonuna goére 1000 kez daha duyarli oldugu belirlenmistir. Bununla
birlikte, cytobl PZR iiriinlerinin ethidyum bromid ile boyali agaroz jel elektroforezinin 18S
RLB hibridizasyonuna gore 10 kez daha duyarli oldugu belirlenmistir
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Cizelge 3.A.6. Cytobl primer ¢ifti ve daha dnceki ¢calismalarda 7. annulata enfeksiyonunun
teshisinde kullanilan gen bolgeleri ile elde edilen duyarlilik sonuglari

Hedef gen

Primer ciftleri

Tespit sinir1
(parazit / pl kan)

Kaynak

30 kDa major merozoite
yiizey antijen geni Tams-1

30 kDa major merozoite
ylizey antijen geni Tams-1*

18S ssu rRNA

ssu rRNA

HSP70 proteinini kodlayan

gen

Beta-tubulin geni

Sitokrom b geni

Sitokrom b geni

N516/N517

Tams1-T3/Tams1-T5*
Tams1F/Tspms1R®

RLB-F/RLB-R

989-1347¢

T. annulata sense/
T. annulata-antisense

F34/R323°
F79/R206"

PICB-D1/PICB-D2

Cyto bl

2-3 (% 48x 10°
parazitemi)

1 (% 10”
parazitemi)

3 (% 10°
parazitemi)

ld

Saptanmamugtir

Saptanmamugtir

Saptanmamigtir

lf

d'Oliveira ve ark., 1995

Kirvar ve ark., 2000

Gubbels ve ark., 1999

Ilhan ve ark., 1998

Shayan ve ark., 1998,
2005

Caccio ve ark.,2000

Criado ve ark., 2006

Bu tez

)
(Z);
)
(

C

(%); 4 pl kanda 1 paraziti tespit edebilmektedir.
(°); Caccio ve ark. (2000) tarafindan belirlenen primer ¢ifti nested PZR’ nun ilk kisminda

kullanilmustir

("); 10 pl kanda 1 paraziti tespit edebilmektedir.

Gen bolgesinin ¢ogaltilmasinda nested PCR yontemi kullanilmugtir.

Katzer ve ark (1998) tarafindan belirlenen primer ¢ifti, nested PCR’1n ilk kisminda kullanilmustir.
Nested PCR’1n ikinci agamasinda kullanilan primer ¢ifti.

); Allsopp ve ark (1993) tarafinadn belirlenen primer ¢ifti.
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Tipik Tar geni: TMD TAOE265
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B Niikleotid dizilim k Gri alanlar; karsilastirilan niikleotidler 3
C. SVSP gen ailesi uideotid drzfiim konumu Kirmizi alanlar; karsilastirmda olusan bosluklar

Sekil 3.A.7. Ug farkli coklu kopyali gen ailesine ait paralog niikleotid dizilimlerin karsilastirilmasi. Yiizde niikleotid gesitliligi DnaSP programi kullanilarak her gen ailesini

9¢¢

ifade eden paralog niikleotidler igin ayr1 ayri belirlenmistir. (A) Tar gen ailesine 6zgli primerler tasarlanmasi amaciyla karsilastirilan 25 paralog gen ve
tasarlanan primer bolgeleri. TA06265 tipik bir 7ar genini ifade etmekte, mavi alanlar gen {izerinde yer alan trans membran bolgeleri belirtmektedir. (B) Sfi gen
ailesine 0zgili primerler tasarlanmasi amaciyla kargilastirilan 8 paralog gen ve daha fazla korunmus olan N-terminal bdlgeden tasarlanan primerler. TA13425
tipik bir Sfi genini ifade etmekte, turuncu renkli alanlar gen ailesine ait paralog genlerin ¢ogunda bulunan FAINT alanlar1 ifade etmektedir. (C) SVSP gen

ailesinde yer alan 51 paralog genin birbirleri arasinda yapilan karsilastirmasi. Gri alanlar; karsilagtirilan niikleotidleri, kirmizi alanlar ise; olusan bosluklar ifade
etmektedir.



3.A.3. Tartisma

Sigirlarda enfeksiyona yol agan Theileria tiirleri arasinda ekonomik agidan en
onemlilerini 7. parva ve T. annulata tirleri olusturmaktadir (Uilenberg 1981). Tropikal
theileriosisin epidemiyolojisini belirlemek amag¢li mikroskobik bakiya dayali ¢alismalar
sigirlarda es zamanli olarak goriilen ve az patojen olan bazi Theileria tiirlerinin varlig
sebebiyle hastaligin yayginlig1 hakkinda kesin sonuglar verememektedir. Bunun yaninda, PZR
gibi molekiiler yontemler ile karsilastirildiginda mikroskobik bakinin duyarliligt daha
diistiktiir. 7. buffeli/orientalis grubundaki tiirler tiim diinyada sigirlarda yaygin olarak
goriilmekte ve dogal sartlar da bu grubtaki tiirler ile 7. annulata’nin ayrimimin yapilmasi
onem tagimaktadir. Her ne kadar tiirlerin cografik dagilimi, etkeni tasiyan vektorler ile
piroplasm ve sizont asamasinda goriilen morfolojik farklar etkenlerin ayriminda yardime1 olsa
da bu tiirlerin sadece morfolojik bakiyla ayirimi oldukca zordur. Vektor keneler es zamanl
olarak farkli Theileria tiirlerine konakg¢ilik yapabilmekte ve hastaliktan siliphe edilen
hayvanlarda Theileria ile enfekte kenelerin belirlenmesi o hayvanin tropikal theileriosis ile
enfekte oldugu anlamina gelmemektedir.

Hali hazirda baz1 parazit tiirlerinin genomik dizilimlerinin belirlenmis olmasi ve PZR
gibi molekiiler tekniklerin varlig1 sayesinde, saha sartlarinda hayvanlardan toplanan kan
ornekleri icinde bulunan kiigiik miktarlardaki parazite ait DNA’lar belirlenebilmektedir
(Bishop ve ark 1992, Fahrimal ve ark 1992, Russomando ve ark 1992, Tanaka ve ark 1993).
T.annulata enfekiyonlarinin belirlenmesinde tani1 amagli yapilan PZR testlerinde kullanilan
primer ¢iftlerinin tiire 6zgii ve yliksek duyarliliga sahip olmasi 6nemlidir. PZR’unun
performansi ¢ogaltilacak olan gen bolgesinin ilgili genomdaki sayisi ile orantilidir. Bu agidan
bakildiginda cogaltilacak hedef gen bolgesinin ¢oklu kopya sayisina sahip genlerden
secilmesi mevcut PZR’unun duyarliligini arttimak amagh izlenebilecek bir yol olabilir
(Criado ve ark 2006). Yapilan calismalarda, Tams-1, HSP70, beta-tubulin, 18S ssu rRNA ve
mitokondriyal sitokrom b genleri 7. annulata’nin PZR ile teshisinde kullanilmistir (d'Oliveira
ve ark 1995, Kirvar ve ark 2000, Shayan ve ark 1998, Caccio ve ark 2000; Gubbels ve ark
1999, Criado ve ark 2006). Parazite ait dort farkli kromozom tarafindan kodlanan bu genler
arasinda, sadece 18S ssu rRNA geni B. bovis ve T. parva gibi diger baz1 apikompleksa
parazitlerine benzer sekilde (Dalrymple 1990, Kibe ve ark 1994) coklu kopyaya (=2-3
kopya/genom) sahip oldugu diisiiniilmektedir. 18S ssu rRNA geni haricindekiler genler ise
haploid parazit genomunda tek kopyali gen bolgeleridir. Bilinen tiim Theileria ve Babesia

tiirlerinin 18S ssu rRNA genlerini es zamanl olarak PZR ile ¢ogaltilmasi ve takiben PZR
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driinlerinin farkli tlirlerin 18S ssu rRNA geninde goriilen degisken bolgelerine 6zgii
oligontikleotid problarin bagli oldugu membrana blotlanarak RLB hibridizasyon testi ile
belirlenmesi (Gubbels ve ark 1999) son yillarda yapilan ¢alismalarda Theileria ve Babesia
tiirlerinden kaynaklanan enfeksiyonlarin belirlenmesinde en sik kullanilan yontem haline
gelmistir. Yaygin kullanim alanina sahip olamasina karsin 18S genini ¢ogaltmada kullanilan
primer ciftleri es zamanli olusan enfeksiyonlarin tespitinde tlirlere ait gen bdlgesinin
cogaltilmasi esnasinda yarigmali olarak ilgili gen bolgesine baglanmakta ve bu da enfeksiyona
yol agan farkli tiirlerin belirlenmesinde testin duyarliligim1 olumsuz yonde etkilemektedir
(Kibe ve ark 1994, Oura ve ark 2004).

Coklu kopya sayisimna sahip gen bolgeleri agisindan incelendiginde 7. annulata
genomunda, 7. parva genomunda bulunan 7pr genlerinin ortologu olan ve 93 gen bolgesinden
olusan Tar genleri, i¢inde ¢ok sayida ‘FAINT Domain’ adi verilen alanlar bulunan ve 64
genden olusan Sfi sub-telomerik genleri ve SVSP genleri (50 genden olusan) olmak {izere ii¢
tane ¢oklu kopyaya sahip gen ailesi bulunmaktadir (Pain ve ark 2005, Lau 2009). Coklu
kopya sayisina sahip Sfi gen ailesini ¢ogaltmak i¢in tasarlanan primer ¢iftleri ile PZR
sonuclart bize bu gen ailesinin 7. annulata’nin farkl izolatlar1 arasinda yiiksek oranda
farkliliga sahip oldugunu gostermistir. 7ar gen alesini ¢gogaltmada kullanilan primer giftleri ile
yapilan PZR sonuglarinda kimi izolatlarda hi¢bir ¢ogalma elde edilememesi de bu ailede
bulunan gen bdélgelerinin enfeksiyonun teshisinde kullanimi olanaksiz hale getirmistir. Yiizde
niikleotid ¢esitliligin belirlenmesi i¢in yapilan DnaSP bilgisayar programi kullanilarak yapilan
analizlerde Sfi ve Tar gen ailelerinde yer alan paralog genler arasinda gdzlenen niikleotid
polimorfizmi ile 6zellikle SVSP ailesindeki paralog genler arasinda goriilen yiiksek diizeyde
heterojenite ve uzunluk farkliliklar1 (Sekil 3.A.7) ¢oklu kopyaya sahip genlerin yerine daha az
polimorfik bolgelerin secilmesi gerekliligini ortaya koymustur. 7. parva genomunda yer alan
SVSP proteinlerinin animo asit diizeyinde C ve N terminal kisimlarinda korunmus oldugu
belirtilmesine (Schmuckli-Maurer ve ark 2009) karsin, yapilan analizlerde 7. annulata
genomunda yer alan SVSP genlerinin niikleotid diizeyinde olduk¢a polimorfik oldugu
belirlenmistir.

Sitokrom b geni, mitokondriyal genomda bulunan tek kopyali bir gen olmasina karsin,
her mitokondriyonda 2—-10 mitokonriyal genom bulunmaktadir (Wiesner ve ark 1992).
Bununla birlikte, her hiicrede bulunan mitokondriya sayis1 tiirler ve dokular arasinda farklilik
gosterdigi bilinmektedir (Bruce ve ark 1994, Voet ve ark 2006). 7. annulata’nin
mitokondriyal genomunda linear, 6.5 kb biiyiikliiglinde, ¢cok sayida cyfo b kodlayan sitokrom
b geni bulunmaktadir (Hall ve ark 1990, Megson ve ark 1991). T. annulata’nin farkli yasam
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donemleri g6z Oniine alindiginda, parazite ait sporozoitler tek mitokondriyon ihtiva
etmektedir (Jura ve ark 1983), ancak tek mitokondriyonun i¢inde bulunan mitokondriyal
DNA sayist bilinmemektedir. Bununla birlikte, sporozoit donemi omurgali konak olan
sigirlarda enfeksiyonun tanisinda 6nem tasimamaktadir. Bunun disindaki sizont ve piroplasm
donemlerinde bulunan mitokondriyon sayis1 ya da her mitokondriyonda bulunan
mitokondriyal DNA sayist belirlenmemistir. 7. sergenti piroplasmlarinin ¢ok sayida
mitokondriya ihtiva ettigi gosterilmistir (Uchida ve ark 1985). Eger, T. annulata’da
T.sergenti’ye benzer sekilde piroplasm donemlerininde c¢ok sayida mitokondriya ihtiva
ediyorsa, PZR’nda bu genin g¢ogaltilmasi tasiyict hayvanlarin tespitinde yararli bir teshis
yontemi olabilir.

Bu calismada, PZR ile ¢ogaltilan mitokondriyal sitokrom b geni tropikal theileriosis
ile enfekte tagiyici ve hasta hayvanlarda 7. annulata’nin 6zgiil ve duyarli olarak teshisinde
kullanilmustir. Sigirlarin kanmnim bir mikrolitresinde 107 eritrosit oldugu farz edildiginde
(Bhannasir ve ark 1961) cytobl primer ¢ifti kullanilarak yapilan PZR ethidyum bromid ile
boyali agaroz jel elektroforezinde bir pul kanda 10 piroplasmi tespit etmistir. PZR’un
duyarlilig1 yapilan RLB hibridizasyonu ile bir pl kanda 0.1 piroplasma kadar artmistir. RLB-
F/RLB-R primer ¢ifti kullanilarak ¢ogaltilan 18S ssu rRNA genine ait PZR {iriinlerinin RLB
hibridizasyonu bir pl kanda 10 piroplasm tespit edilebilmis ve bu sonuglar birbirleri ile
karsilastirildiginda cyto bl PZR’nun 7. annulata’nin teshisinde 18S ssu rRNA geni
cogaltilarak yapilan PZR’na oranla 100 kez daha duyarl oldugu belirlenmistir. 7. annulata’
nin PZR ile teshisinde N516/N517 (d'Oliveira ve ark 1995) ve 989—1347 (Ilhan ve ark 1998)
ve Tamsl-T3/Tamsl-T5 ile TamslF/TspmsIR (Kirvar ve ark 2000) primer giftleri
kullanilarak yapilan calismalarda elde edilen sonuglar Cizelge 3.A.6’da verilmistir. Buna
gore Tams 1 genini ¢ogaltmada kullanilan N516/N517 (d'Oliveira ve ark 1995) primer ¢iftinin
duyarlilig1 bir pl kanda 2 — 3 parazit, ssu rRNA genini ¢ogaltmada kullanilan 989-1347 (Ilhan
ve ark 1998) primer ¢iftinin duyarliligi dort pl kanda bir parazit ve Tams genini nested PZR
ile ¢cogaltmada kullanilan Tams1-T3 / Tams1-T5 ile TamslF / TspmsIR primer ¢iftlerinin
duyarliligr bir pl kanda bir parazit olarak bulunmugtur. Bunlara ilaveten, sigirlarda hastalik
olusturan tiim Theileria ve Babesia tiirlerine ait 18S ssu rRNA genini ¢ogaltarak tiire 6zgii
oligoniikleotid problarla hastaliga sebep olan etkenlerin ayirici tanisinda kullanilan RLB
hibridizasyon testinin T.annulata ile enfekte kan 6rnekleri kullanarak yapilan duyarlilik testi
sonucunda 18S RLB hibridizasyonunun bir pl kanda {i¢ parazite kadar tespit edebildigi
belirlenmistir (Gubbels ve ark 1999). T. annulata’nin teshisinde HSP70 (Shayan ve Rahbari
2005, Shayan ve ark 1998), beta-tubulin (Caccio ve ark 2000) ve sitokrom b (Criado ve ark
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2006) genleri kullanilarak yapilan PZR’da ilgili genlere 6zgii primer ¢iftlerinin duyarliliklar
belirlenmemistir (Cizelge 3.A.6). Bu ¢alismada elde edilen sonuglar daha 6nceki ¢aligmalar
ile karsilastirildiginda sitokrom b genini ¢ogaltmada kullanilan cytobl primer ¢ifti Tams-
Igenini c¢ogaltan N516/N517 (d'Oliveira ve ark 1995) ve Tamsl-T3/Tamsl-T5 ile
Tams1F/Tspms1R (Kirvar ve ark 2000), 18S ssu rRNA genini ¢ogaltan RLB F / R (Gubbels
ve ark 1999) ve 989-1347 primer ¢iftlerine kiyasla 7. annulata’yr daha duyarl sekilde tespit
etmistir.

FTA kartlar1 saha sartlarindan toplanan kan 6rneklerinde bulunan patojen DNA’larin
kolay ve giivenli sekilde saklanip, nakledilmesinde kullanilan bir yontemdir. FTA kartlarinda
bulunan kan 6rneklerindeki hedef DNA’nin PZR yontemi ile duyarl olarak belirlenmesi kimi
zaman DNA ayirma kitleri kullanilarak hazirlanan DNA o6rnekleri ile elde edilen sonuglara
gore daha az duyarlilik gosterebilmektedir (Jefferies ve ark 2007). Bu calismada 7. annulata
ile enfekte hayvalarin bilinen parazitemideki kanlarinin, enfekte olamayan kan kullanilarak 10
katli sulandirmalari damlatilarak hazirlanan FTA kartlarindan yapilan PZR sonucunda, cyto
bl primer ¢ifti disklerde beklenen 312 bp’lik iiriinii ¢ogaltamamistir. Kan orneklerinin FTA
kartlar1 ilizerine dairesel olarak yayilmasi esnasinda kullanilan kan 6rneginde bulunan patojen
ve konak DNA’lar filtre kagidi ilizerinde genis bir alana rastgele yayilmaktadir. Bu filtre
kagitlarindan kesilerek hazirlanan 2 mm c¢apindaki 6rnekler PZR’da hedef DNA olarak
kullanilmaktadir. Kesilen 2 mm c¢apindaki disk FTA kart1 iizerine uygulanan kan érnegindeki
cok kiictlik bir boliimiinii teskil ettigi ve kan drnegindeki aranan tiire ait parazitemi seviyesinin
diisiik oldugu olgularda PZR’da kullanilan diskte yeterli miktarda parazit materyali olma
olasilig1 belirgin oranda azalmaktadir. Bu ¢alismada kullanilan disklerde PZR ile her hangi bir
cogalma goriilmemesi bize hedef DNA miktarinin belirnebilecek oranlardan daha diisiik
seviyelerde oldugunu gostermektedir. Ancak, yapilan bu varsayimin tam olarak
dogrulanabilmesi i¢in daha genis parazitemi araligina sahip kan ornekleri ile hazirlanmig FTA
kartlar1 kullanilmas1 faydali olacaktir.

Yapilan ¢alismalarda, tek ve ¢ok kopyali gen bdlgelerinin PZR ile parazit tlirlerinin
teshisinde karsilastirmali olarak degerlendirilmesinde tek kopyali bazi gen bolgelerinin ¢oklu
kopya sayisina sahip olanlara nazaran daha duyarl sonuglar verdigi bildirilmistir (Oura ve ark
2004, Martins ve ark 2008). Bu amagcla kullanilan ve tek kopya sayisina sahip Merol genini
cogaltmada tasarlanan primer ¢iftleri ile yapilan PZR sonucunda elde edilen sonuglar bize
Merol geninin ¢oklu kopya sayisina sahip Sfi gen ailesini ¢ogaltmada kullanilan Sfi set2
primer ciftleri ile elde edilen PZR’na oranla daha diisiik duyarliliga sahip oldugunu

gostermistir. Bununla birlikte daha oOnceki ¢alismalarda kullanilan ve Tams-1 genini
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cogaltmada kullanilan N516/N517 primer ciftleri ile deneysel enfekte hayvandan elde edilen
10 kath sulandirilmis DNA o6rnekleri kullanilarak yapilan PZR sonucu bize Sfi set2 primer
cifti ile ayni duyarliliga sahip oldugunu gostermistir. Ancak yukarida bahsedilen gen
bolgelerini ¢ogaltmada kullanilan primer ¢iftleri sitokrom b genini ¢gogaltmada kullanilan cyto
bl primer ¢iftleri ile elde edilen sonuglara kiyasla daha diistik duyarlilik géstermistir.

Mitokondriyonda bulunan mtDNA’nin hem kendi i¢inde hemde diger mtDNAlar ile
rekombine oldugu bilinmektedir. Rekombinasyon yoluyla ¢ogalan niikleer DNA’dan farkl
olarak mtDNA farkli yasam dongiileri arasinda genelde ¢ok az farklilik gostermektedir. Bu
sebeple, mtDNA’da bulunan sitokrom b gen boélgesi farkl tiirler yada tek bir tiirin farkli
gruplari arasindaki genetik iligkilerin incelenmesinde ve bunlar arasindaki filogenetik iliskinin
tespitinde kullamlabilecek bir gen bélgesidir. Yapilan ¢alismada, T. annulata’mn Ispanya ve
Tiirkiye izolatlarina ait sitokrom b genine ait allelik dizilimleri arasinda yiiksek oranda (%6)
farklilik oldugu belirtilmistir (Criado ve ark 2006). Bu calismada kullanilan tim 7. annulata
izolatlarinin basarili olarak ¢ogaltilmis olmasi, cyto bl primerlerinin hedef DNA {izerindeki
baglanma yerlerinin 7. annulata’nin farkli izolatlar1 arasinda korunmus bélgeler oldugunu
gostermistir. Ayn1 zamanda, 312 bp’lik hedef bolgenin hem farkli cografik bolgelere ait
izolatlarda hemde aymi bolgenin farkli izolatlar1 arasinda diisiikk oranda allelik farklilik
gostermistir (Sekil 3.A.6). Ancak, daha farkli cografik bolgelere ait allelerin incelenmesi
gerekmektedir.

Sonu¢ olarak, 7. annulata enfeksiyonuna tasiyicilik yapan ve viicutlarinda diislik
seviyede parazitemiye sahip hayvanlarin belirlenmesinde cytobl primer ciftleri 6zgiil ve
duyarli sekilde kullanilmistir. 7. annulata’nin patojen olmayan Theileria tiirleri ve
hayvanlarda es zamanli hastalik olusturabilen diger kan parazitlerinden 6zgiil ayrimina olanak
saglamistir. Elde edilen sonuglara bakildiginda, sitokrom b geni kullanilarak gelistirilen PZR
ile hastaliga tasiyicilik yapan hayvanlar yiiksek duyarlilikla belirlenmistir ve hastaligin
goriilmedigi bolgelere endemik bolgelerden kontrosiiz hayvan hareketleri nedeniyle
nakledilen hayvanlarin tespiti amaciyla kullanilabilecegi goriilmiistiir. Bunun yaninda cyto bl
primer c¢iftleri ile ¢ogaltilan PZR iirlinlerinin RLB hibridizasyonu sonucunda elde edilen
yiiksek duyarlilik (bir pl kanda 0.1 piroplazma) goz oniine alindiginda, sigirlarda es zamanh
olarak goriilen Theileria ve Babesia tiirlerinin sitokrom b gen dizilimleri belirlendik¢e hali
hazirda Theileria ve Babesia tiirlerinin RLB hibridizasyonu ile teshisinde kullanilan 18S ssu
rRNA geninin yerini alabilecegi goriilmektedir. Mitokondriyal sitokrom b geni T.annulata’nin
epidemiyolojik ¢alismalarindaki potansiyel kullanim alanina ek olarak, filogenetik

calismalarda (Criado ve ark 2006), muhtemel ilag direnci (buparvaquone) ve hiicre siklusu
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calismalarini da icine alan genis bir kullanim alanina sahiptir. Elde edilen sonuglar, yukarida

belirtilen potansiyel ¢alisma alanlar1 i¢in 6n bir calisma olarak da degerlendirilebilir.
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3.3.. Theileria annulata, Babesia bovis ve Anaplasma marginale Tiirlerinin Sigirlarda
Coklu (Multipleks) PZR Yontemi ile Es Zamanh Teshisi

Tropik ve subtropik bolgelerde kene kokenli protozoal hastaliklar, sigir ¢iftliklerinin
idaresi ve siirii  saglig1 yoniinden Onemli yer tutarlar (Jongejan ve Uilenberg 1994). Bu
hastaliklar arasinda yer alan tropikal theileriosis, bovine babesiosis ve anaplasmosis sigirlarda
yanlizca en sik rastlanan tlirler olmayip ayni zamanda en fazla ekonomik kayba yol acanlardir
(Gubbels ve ark 1999, Georges ve ark 2001). Daha 6nceki kisimda anlatildig: lizere tropikal
theileriosis protozoal parazit olan T.annulata tarafindan olusturulan ve Hyalomma soyuna
bagli bir¢ok kene tiirii tarafindan nakledilen bir hastaliktir (Robinson 1982). Sigirlarda
goriilen diger bir protozoal hastalik olan babesiosis Babesia bigemina ve Babesia bovis tiirleri
tarafindan olusturulan ve tiim diinya genelinde yaygin olarak goriilen bir hastaliktir (Callow
1984). Hastaliga yol agan her iki tiir Babesia etkeninin asil konak¢iligint Boophilus keneleri
yapmakta, ancak etkenler Rhipicephalus eversi, R. bursa, Ixodes ricinus ve 1. persulcatus tiirii
keneler tarafindan da nakledilebilmektedir (Friedhoff 1988, Estrada-Pena ve ark 2004).
Babesia bovis, B. bigemina tiriine kiyasla sigirlarda daha siddetli hastalik tablosu
olusturmaktadir (Callow 1984). Bovine anaplasmosis, evcil ve yabani ruminantlarda goriilen
ve ricketsiya soyuna bagli organizma olan Anaplasma marginale tarafindan olusturulan bir
hastaliktir. Hastaliga Kuzey ve Giiney Amerika, Afrika, Karayipler, Rusya, Akdenize kiyisi
olan Avrupa iilkeleri ile Orta ve Uzakdogu’ yuda icine alan genis bir cografyada rastlamak
miimkiindiir. Hastalik sigirlara biyolojik yolla ixodid keneler tarafindan, mekanik olaraksa
kan emen sinekler yada kullanilan enfekte materyal ile bulasabilmektedir (Kocan ve ark
2000).

Kene kokenli hastaliklar ile direk iliskili olarak hayvanlarda ve dolayisiyla
isletmelerde olusan kayiplar1 6liim, verim diisiikliigii, veteriner tan1 ve tedavi giderleri ile
kene miicadelesi i¢in yapilan masraflar olusturmaktadir (Jonsson ve ark 2008). Kene kokenli
hastaliklara bagli olarak hayvanlarda goriilen ates, istahsizlik, kilo kaybi, siit veriminde
azalma, anemi ve ilerlemis olgularda sarilik gibi klinik belirtiler enfeksiyonun ayirici tanisina
olanak saglamayan ve genelde yaygin olarak goriilen ortak klinik bulgulardir. Kene kokenli
hastaliklar hayvanlarda genelde es zamanli olarak goriiliirler (Gubbels ve ark 1999, Georges
ve ark 2001). Saha sartlarinda hayvanlarada es zamanli goriilen bu hastaliklarin teshisi
genelde klinik bulgulara dayandirilmakta ve hastaligin erken donemlerinde ve hastaligi
atlatmis olan hayvanlarda ayirici teshisleri yapilamamaktadir. Sigirlarda es zamanli hastalik

olusturan etkenlerin laboratuvar teshisinde en sik kullanilan yontem perifer kandan yada
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sipheli lenf yumrularindan aliman biyopsi Orneklerinden (7. annulata’nin teshisi ig¢in)
hazirlanan siirme preparatlarin giemsa ile boyandiktan sonra etkenlere ait formlarin sirasiyla
eritrositler ve lenfositler igersinde aranmasi yoluyla yapilmaktadir (Callow 1984, Anon 1997).
Bu hastaliklarda goriilen ortak 6zellik hastaligi atlatan hayvanlarda reenfeksiyonlara karsi
direng gelismekte ve bu tirlii hayvanlar hastalik etkenlerini uzun siire viicutlarinda
tasimaktadirlar (Neitz 1957, Callow 1984). Ozellikle A. marginale enfeksiyonlarini atlatan
hayvanlar etkene Omiir boyu tasiyicilik yapmaktadirlar (Kocan ve ark 2000). Tasiyict
hayvanlarin klinik olarak hasta olmayanlardan ayrimi yapilamamakta ve bu hayvanlarin
tanisinda kullanilan mikroskobik yontemler etkenlerin belirlenmesinde yetersiz kalmaktadir
(Figueroa ve ark 1993, Ilhan ve ark 1998). Tasiyici hayvanlar hastaligin vektor kenelere
nakilde rezervuar rolii istlenmelerinden dolay1 epidemiyolojide 6nem arz etmektedir.

Theileria, Babesia ve Anaplasma etkenlerinin hayvanlarda teshisinde kullanilan IFA
testi gibi serolojik yontemlerde tiirler arasinda goriilen ¢apraz reaksiyonlar (Burridge ve ark
1974, Kiltz ve ark 1986, Kocan ve ark 2000, Molad ve ark 2006) hastaliklarin ayirict
tanisinda 0zgiil sonuglar elde edilmesini engellemektedir. Diisiik parazitemiye sahip tastyici
hayvanlarin viicutlaridaki antikor seviyesi zamanla azalarak tespit edilemeyecek seviyelere
kadar gerilemekte ve serolojik olarak negatif sonu¢ veren bu tiir hayvanlar halen daha
viicutlarinda etkeni tasimaktadirlar. Bu da hastaliklarin kontroliinde 6nemli kayiplara yol
agmaktadir. Ornek olarak; serolojik olarak negatif sonug¢ veren tasiyict bir hayvan hastaligin
goriilmedigi bir bolgeye gotiiriildiigiinde bu bolgedeki potansitel tasiyict kenelere hastaligi
naklederek ilerleyen dénemlerde olusacak salginlarin ana kaynagini olusturacaktir.

PZR ve RLB gibi PZR tabanl hibridizasyon testleri sigirlarda goriilen kene kokenli
hastaliklarin teshisinde 06zgiil ve duyarli olarak kullanilmaktadir (Gubbels ve ark 1999,
Georges ve ark 2001, d'Oliveira ve ark 1995, Ilhan ve ark 1998, Kirvar ve ark 2000).
T. annulata, B. bovis ve A. marginale kaynakli enfeksiyonlarin tespitinde kullanilan PZR testi
her etkenin teshisi ayr1 ayr1 yapilmakta ve sonug olarak saha sartlarinda sigirlardan toplanan
kan orneklerinde es zamanli goriilen bu etkenlerin teshisinde yorucu, uzun zaman alan ve
pahal1 bir test haline gelmektedir. Hastalik etkenlerinin es zamanli olarak teshisinde kullanilan
PZR tabanli RLB hibridizasyon teknigi, tekli PZR testi kullanildiginda meydana gelen bu
sorunlarin giderilmesini saglamistir. RLB hibridizasyonu, hastaliga yol acan tiirlerde ortak
bulunan gen boélgesini PZR ile ¢ogaltilip bunu takiben yapilan blotlama ile her tiiriin ayr1 ayri
teshis edilmesini saglayan iki agamali bir testtir. RLB hibridizasyonu her nekadar tiirlerin es
zamanl olarak teshisine olanak saglasada testin yapilmasinda deneyimli elemana ve 6zel

ekipmanlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Hayvanlarda ekonomik kayiplara yol acan bu hastalik
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etkenlerinin es zamali olarak belirlenmesi i¢in yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda verimli ve
daha ucuz bir yontem kullanilmasi 6nemlidir.

PZR’ nun farkl: bir sekli olan ¢oklu polimeraz zincir reaksiyonu (Multipleks PZR) tek
yada daha fazla organizmaya ait bir veya daha fazla sayidaki hedef bdlgenin her birine 6zgii
primer ciftleri kullanilarak tek bir reaksiyon ile etkili ve kisa zamanda ¢ogaltilmasini saglayan
bir yontemdir (Markoulatus ve ark 2002, Henegariu ve ark 1997, Edwards ve Gibbs 1994).
Multipleks PZR yontemi tek bir raeksiyonda es zamanli olarak bir ¢ok tiiriin teshisine olanak
vermesi acisindan PZR’na gore biiyiik bir istlinlik saglamistir. Chamberlain ve ark.
tarafindan 1988’de genlerdeki silinmis alanlarin belirlenmesi amaciyla tanimlanan bu yontem
daha sonraki yillarda mutasyon ve farkliliklarin belirlenmesi (Shuber ve ark 1993, Rithidech
ve ark 1997), kantitatif analizler (Zimmermann ve ark 1996), ters yonlii transkripsiyon (RT)
PZR (Crisan 1994) gibi bir ¢cok DNA analiz yonteminde kullanilmistir. Saha sartlarinda
goriilen viral (Heredia ve ark 1996, Markoulatos ve ark 2000), bakteriyel (Hendolin ve ark
1997, Courtney ve ark 2004) ve kan parazitleri ile nematodlarida igine alan paraziter
(Zarlenga ve ark 2001, Harris ve ark 1998, Figueroa ve ark 1998, 1996, 1993,) kokenli bir ¢ok
hastaligin tespitinde multipleks PZR yonteminden yararlanilmistir.

Bu kisimda sigirlarda ayni anda hastalik olusturabilen ve yetistircilikte Snemli
ekonomik kayiplara yol acan T. annulata, B. bovis ve A. marginale tirlerinin es zamanl
teshisinde kullanilmak iizere multipleks PZR yonteminin gelistirilmesi amaglanmistir. Bu
amag¢ dogrultusunda multipleks PZR testinin gelistirilmesinde izlenen yol, testin 6zgilligi ve

duyarliliginin belirlenmesi ile saha sartlarinda uygulanabilirligi anlatilacaktir.
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3.3.1. Gere¢ ve Yontem
3.3.1.1. Calismada Kullanilan Parazit Materyali

Bu calismada, kullanilacak primer ¢iftlerinin 6zgiilliiklerinin tespiti ve multipleks
PZR’ un optimizasyonu amaciyla T. annulata’nin 12 farkli izolat: (Ankara/D7, Tunus, Iran,
Sudan, Misir, Israyil, Hindistan, Aydm), T. parva Kenya, T. sergenti Japoya, T. lestoquardi
Iran, B. bovis’ in Meksiko, Giiney Afrika, Avustralya, Israyil ve Tiirkiye’yi i¢ine alan farkli
bolgeleri temsil eden dokuz izolati, B. bigemina Kenya, T. equi, A. marginale’nin ti¢ fakli
izolat1, A. phagocytophila ve A. centrale Aydin olmak tizere toplam 15 Theileria, 11 Babesia
ve besde Anaplasma soyuna bagli olmak tlizere toplam 31 adet DNA o6rnegi kullanilmustir.
Kullanilan parazit 6rneklerine ait detayl bilgi Cizelge 3.A.1°de verilmistir.

Ayrica T. annulata, B. bovis ve A.marginale enfeksiyonlarinin endemik olarak
goriildiigli Aydin ili ve buna bagl ilgelerdeki hayvanlardan multipleks PZR’ nun saha
sartlarinda uygulanabilirligini degerlendirmek amaciyla kan 6rnekleri toplanmustir. Toplanan
kan Orneklerinden Promega Wizard Genomic DNA ayrima kiti (Madison, WI, USA)
kullanilarak DNA’lar ¢ikartilmistir. Ayrilan DNA o6rnekleri 35 pl rehidrasyon soliisyonu ile

sulandirilarak kullanilmalarina kadar -20°C’de saklanmuistir.
3.3.1.2. Calismada Kullanilan Gen Bolgeleri ve GenBank Ulasim Numaralan

Theileria annulata, A.marginale ve B.bovis tiirlerinin es zamanl olarak multipleks
PZR ile teshisinde kullanilmak iizere tasarlanan primerlere ait gen bolgeleri ve bunlarin
GenBank numaralar1 asagida belirtildigi sekildedir. 7.annulata’nin belirlenmesinde 6nceki
kisimda anlatilan sitokrom b genini ¢ogaltan cyto bl primer ¢ifti kullanilmistir (3.2.1. Gereg
ve Yontem). A.marginale tiriniin multipleks PZR ile teshisinde kullanilacak olan gen
bolgesinin belirlenmesinde bu tiire ait major yiizey protein (msp) gen ailesine ait GenBank
numaralari; AY84153, M59845, CP000030.1 ve AF527422-27 seklindedir. Ayrica
A.marginale’nin genomunda bulununan ORFX ve ORFY genleri ile B. bovis’in teshisinde
kullanilacak primer ¢iftlerinin tasarlanmasinda bu tiire ait degisken eritrosit yiizey antijen—1
beta alt {initesi ile 40S ribozomal proteinini kodlayan gen bolgeleri, ABC tasiyici gen ailesi,
degisken eritrosit ylizey antijen—1 alfa alt iinitesi ve variant degisken eritrosit yiizey antijen —
la kodlayan gen bolgelerine ait niikleotid dizilimleri ICTTD-3, Wellcome Trust Sanger
Institute, Wellcome Trust ve GeneDB Org. ortakliginda hazirlanan ve B. bovis’inde dahil
oldugu birgok patojen tiiriin genom dizilimleri i¢inde barindiran Tick-Borne Pathogen

Genome Resources CD-ROM (Version 1)’undan elde edilmistir.
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3.3.1.2. Cahismada Kullanilan Primerlerin Tasarlanmasi ve Bunlara ait Niikleotid

Dizilimleri

Anaplasma marginale ve B. bovis tiirlerini multipleks PZR ile ¢cogaltmada kullanilacak
primerlerin tasarlanmasinda kullanilan ¢oklu kopyaya sahip gen aileleri mevcut genom veri
tabanlarindan biyoinformatik yontemler kullanilarak belirlenmistir. Coklu kopyaya sahip bu
gen ailelerini c¢ogaltacak primer c¢iftleri, ilgili genlerin kendi arasinda clustal X (1.83)
bilgisayar programi (Thompson ve ark 1997) kullanilarak her gen ailesi kendi i¢inde olacak
sekilde bir biri arasinda karsilastirilip gen ailesi i¢inde korunmus bolgeler belirlenerek
tasarlanmistir (Cizelge 3.B.1).

Theileria annulata’nin multipleks PZR ile teshisinde mitokondriyal genomda tek
kopyal1 oldugu bilinen mitokondriyal sitokrom b genini cogaltan cyto bl primer ¢ifti (ileri
yonlii: 5'-ACT TTG GCC GTA ATG TTA AAC-3'/Geri yonli: 5'-CTC TGG ACC AAC
TGT TTG G-3') onceki kisimda anlatildig: sekilde (3.2.1. Gere¢ ve Yontem) 7. annulata
sitokrom b genine 6zgii 312 bp’lik kismi ¢ogaltacak sekilde tasarlanmustir.

Anaplasma marginale’nin multipleks PZR ile teshisinde kullanilmak {izere tasarlanan
primer ciftleri bu tiirlin genomunda bulunan major yiizey protein (msp) gen ailesi ile genomda
12 ve alt1 kopyaya sahip sirastyla ORFX ve ORFY genlerinde bulunan genlerin biribirleri ile
karsilastirilmasi ile tasarlanmustir.

Biyoinformatik yontemler kullanarak B. bovis genomunda belirlenen dort kopyali 40S
ribozomal protein S17 geni, bes kopyali ABC tastyici gen ailesi, 41 kopyal1 degisken eritrosit
yiizey antijen—1 beta alt ilinitesini kodlayan gen ailesi, 72 kopyal1 degisken eritrosit ylizey
antijen—1 alfa alt iinitesini kodlayan gen ailesi ile bes kopyaya sahip degisken eritrosit ylizey
antijen—1la proteinini kodlayan gen bolgeleri belirlenmis ve bu genler kendi aralarinda clustal
X bilgisayar programi kullanilarak ilgili genleri ¢ogaltmada kullanilacak primer c¢ifleri
tasarlanmugtir.

Theileria annulata, A. marginale ve B. bovis tlirlerinin es zamanli olarak multipleks
PZR ile teshisinde kullanilmak iizere tasarlanan primer ciftlerinin ¢ogaltacagi gen bolgelerine
olan ozgiilliikkleri ve gen lizerinde primerlerin tasarlandig1 bolgelerin tekrarli dizilim gdsterip
gostermediginin belirlenmesi amaciyla her primer ¢ifti niikleotid blast programi kullanilarak

NCBI veri tabaninda kontrol edilmistir (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Her primere

ait GC (G; guanin, C; sitozin) igerigi o primerin hedef gen bdlgesine baglanmadaki
kararliligin1 belirten bir parametredir. Ty, degerleri ise DNA ipliginin yarisinin ¢iftli heliks

(double-helical state) durumunda diger yarisininda gelisigiizel yumak durumunda oldugu 1s1
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olarak tanimlanmaktadir (John 1998). Polimeraz zincir reaksionunda kullanilan primerlerin
T degerleri reaksiyonun baglanma asamasindaki 1s1 degerinden belirgin olarak fazla
oldugunda kullanilan primer DNA iizerindeki 6zgiil olmadig1 bolgelere yanlis baglanip DNA
zincirini hatali olarak ¢ogaltmaktadir. Ty, degerleri reaksiyonun baglanma asamasindaki 1s1
degerinden belirgin olarak diisik primerler ise hedef DNA’ya baglanip onu
cogaltamamaktadir. Bu amagla, tasarlanan primer c¢iftlerine ait GC (G; guanin, C; sitozin)
igerikleri, Ty, degerleri, primerin kendi iizerinde (Ornek; loop olusumu) baglanma olasiliklari
ile primer—dimer (ayn1 yada farkli iki primerin baglanmalari i¢in tasarlandiklar1 gen bolgesi
haricinde birbirleri ile baglanmasi) olusturma potansiyelleri gibi multipleks PZR’ nu olumsuz
etkiliyebilecek parametreler oligontikleot analiz bilgisayar programi

(www.uku.fi/~kuulasma/OligoSoftware) kullanilarak biyoinformatik yolla degerlendirilmistir.
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Cizelge 3.B.1. T. annulata, B. bovis ile A. marginale tirlerinin multipleks PZR yontemi ile teshisinde kullanilmak {izere tasarlanan primer ¢iftleri

Gen ad1 Primerin Dizilim* GC Tm Cogaltilan Ozgiilliik Kaynak
(kopa sayis1 / genom) ismi icerigi °C)® bolge (bp)
(%)°
VESA-1,beta alt Ginites, (41) bovarl For; AGGCCCCCTCCATGGGATGTA 61.9 63.7 127 B. bovis’e Bu tez
Rev; CCAGCTCTATTTCCTGAGG 52.6 56.7 ozgil
408 ribozomal protein (4) bov40S For; GTGCGTGGCATTTCATTGAAGC 50 60.3 204 " " " "
Rev; TCAGAAACGCTGGTGAACG 52.6 56.7
VESA-1,alfa alt initesi (72) ‘bovar2A For; CAAGCATACAACCAGGTGG 52.6 56.7 166 " " " "
Rev; ACCCCAGGCACATCCAGCTA 60 61.4
bovar2B For; CAAGCATACAACCAGGTGG 52.6 56.7 188 " " " "
Rev; CTATCATG(CT)*TCCATGGGG 50 53.7
ABC tastyicr ailesi (5) bovABC For; CACGTGTCATTTCTGAGC 50 53.7 124 " " " "
Rev; CAACGGTTCTCCAGTTGT 50 53.7
VESA-1a (5) bovar3A For; GGACCTACTGTATGACGCC 57.9 58.8 243 " " " "
Rev; TGCCACCCAACCCACTTCT 57.9 58.8
bovar3B For; ATGGGATGTACGCCAATGGG 55 59.4 103 " " " "
Rev; AGCTGGTAGAAGCAGTGG 55.6 56
MSP 1B MARIbA For; GAGTACCTTCACAGTAACG 47.4 54.5 92 A. marginale’ye " "
Rev; GCACACGTCATGATGCCACC 60 61.4 ozgil
MARI1bB1 For; CAGCTCAAGCTACCTGGG 61.1 58.2 382 " " " "
Rev; CCCTTGAGCGATGTCTGTG 57.9 58.8
‘MAR1bB2 For; GCTCTAGCAGGTTATGCGTC 55 59.4 265 " " " "
Rev; CTGCTTGGGAGAATGCACCT 55 59.4
ORFX (12) MARortX For; CAGCGACTGTTGTTATATG 42.1 524 181 " " " "
Rev; TTAGCCATAAGCTTACCAGC 45 553
ORFY (6) MARortY For; ATGGTAGCCCTGATATGG 50 53.7 231 " " " "
Rev; CCTATGGCTGTACA(TC)*ACAACC 61.9 63.7
sitpkrom b ‘cytobl For; ACTTTGGCCGTAATGTTAAAC 38.1 54 312 T. annulata’ya " "
(tek kopya / mtDNA) Rev; CTCTGGACCAACTGTTTGG 52.6 56.7 ozgii

(a); Dizilimin 5'-3' yonu verilmistir, ( b); [im primer giftleri MWG Biotech, Almanya firmasi tarafindan sentezlenmistir, ¢ 5 H ili geni 1|1ulti|>1eks PCR yontemi ile
gogaltmada kullanilan primer (;lftlnl belirtir, (“); pozizyondaki sitozin ya da tirozin bazlarinmi belirtir.
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3.3.1.3. Tasarlanan Primerlerin Tekli ve multipleks PZR ile Degerlendirilmesi

Multipleks PZR’da kullanilacak primer ¢iftlerinin belirlenmesi amaciyla asama agama
uygulanan bir multipleks PZR yontemi (Henegariu ve ark 1997) kullamlmstir. i1k asamada,
tasarlanan primer c¢iftlerinin (Cizelge 3.B.1) o6zgiilliikleri ve etkinlikleri ayr1 ayri temel bir
PZR ile Cizelge 3.A.1’de belirtilen DNA oOrnekleri kullanilarak ayni kosullar altinda
degerlendirilmistir. Temel PZR, 10mM Tris-HC1 (pH 8.3), 5S0mM KCI, 1.5mM MgCl,,
0.001% gelatin ve her deoksiniikleotid trifosfattan (ANTP) 250uM, 1 iinite Ampli 7ag DNA
polimeraz (Applied Biosystems, Tokyo, Japonya), tasarlanan her primer c¢iftinden 10 uM
(Cizelge 3.B.1) ve her tiire ait DNA 6rneklerinden 2 ul (Cizelge 3.A.1) olacak sekilde 50 pl
son hacimde yapilmistir. Reaksiyon Techne TC-512 marka otomatik termal sikluslu
makinede gergeklestirilmistir. Reaksiyon 94°C’de 3 dakikalik 6n denaturasyonu takiben, her
siklus denatiirasyon (95°C’de 50 saniye), baglanma (50°C’de 50 saniye) ve uzama (65°C’de 1
dakika) asamalarindan olusan 30 siklus ve 65°C’de 10 dakikalik son uzama olacak sekilde
gerceklestirilmistir. Elde edilen PZR f{irtinleri +4°C’de tutulmustur. Daha sonra her PZR
iriinlinden 10 pl olmak kosuluyla mililitresinde 10 pl ethidiyum bromid bulunan %1,51ik
agaroz jelde 100 voltluk akimda bir saat elektroforeze tabi tutulmus ve son olarak ultraviole
151k altinda goriintiilenmistir. Ikinci asamada, 6zgiilliikleri ve gogalttiklar1 DNA bolgelerinin
uzunluklaria gore secilen primer ciftlerinin (cytobl/ORFX/MARI1bB2/ bovarl ve bovar2A)
en uygun baglanma 1silarinin belirlenmesi amaciyla derece derece degisen (gradient) PZR’u
uygulanmistir. Dereceli PZR’u  her siklusun baglanma 1sisinda 55°C’de 10°C’lik
derecelendirme yapilmak kaydiyla yukarida belirtilen sekilde yapilmis ve degerlendirilmistir.
Son asamada, secilen primer c¢iftleri (cytobl/MAR1bB2/bovar2A) ile her primer 0.4 pM
konsantrasyonda olacak sekilde yukarida belirtilen reaksiyon kosullar1 kullanarak multipleks
PZR yapilmistir. Daha sonra ilgili primer ¢iftleri ile ¢ogaltilan her tiire 6zgii bantlarin agaroz
jeldeki yogunluklar1 karsilagtirilmis ve zayif sonu¢ veren banti ¢ogaltan primer ¢iftinin
reaksiyondaki konsantrasyonu arttirilip, giliclii sonug¢ vereninki azaltilarak deneme yanilma
yoluyla her tiire 6zgli geni ¢ogaltacak ilgili primer ¢iftinin son konsatrasyonu 0.2-0.5uM
arasinda olacak sekilde optimize edilmistir. Primer konsantrasyonlarinin belirlenmesinden
sonra multipleks PZR’da kullanilan bilesenler (MgCl,, dNTP, PZR tampon soliisyonu; Tris-
HCI (pH 8.3), KCI, gelatin) ve PZR kosullarinin (baglanma 1s1s1, uzama siiresi gibi)
optimizasyonu yapilmistir. 7ag DNA polimeraz magnezyuma bagimli olarak calisan bir
enzimdir ve kullanilan MgCl, miktarmin optimizasyonu reaksiyonun etkili olarak

caligmasinda kritik 6neme sahiptir. 7ag DNA polimeraz enzimine ek olarak c¢ogaltmada

250



kullanilan hedef DNA, primer ¢iftleri ve dNTP’lerde reaksiyon esnasinda ortamda bulunan
magnezyuma  baglanmaktadir. Multipleks PZR’da  kullanilacak  optimal MgCl,
konsantrasyonunu belirlemek amaciyla, reaksiyonda kullanilan dNTP konsantrasyonu 1 mM’
da sabip tutularak MgCl, konsantrasyonu dereceli olarak 2—8 mM arasinda yiikseltilmistir.
Sonu¢ olarak, 2mM MgCl, konsantrasyonunda cogaltilan kimi iiriinlerde goriilen 6zgiil
olmayan bantlar kaybolmus ve reaksiyonun 6zgiilliigii artmistir. Daha sonra MgCl, 2mM’da
sabit tutularak kullanilan dNTP konsatrasyonu asamali olarak 200-300mM arasinda
arttirtlarak reaksiyonda kullanilacak optimal dNTP konsantrasyonu 300mM olarak
belirlenmigstir. Multipleks PZR’da kullanilan tampon soliisyonun konsantrasyonunun 2x
oranina kadar arttirilmasi karisima adjuvantlarin eklenmesine oranla reaksiyonun etkinligini
daha fazla arttirdig1 gosterilmistir (Henegariu ve ark 1997, Markoulatus ve ark 2002). Bu
amacla reaksiyonda kullanilan PZR tampon solusyonu 1,3x oranina (13 mM Tris-HCl (pH
8.3), 65 mM KCl, %0.0013 gelatin) yiikseltilmistir. Ayrica reaksiyonda uygulanan baglanma
15181 ve uzama siiresi emperik olarak belirlenmistir. Sonug olarak, optimize edilen multipleks
PZR 50 pl son hacimde; 13mM Tris-HCI (pH 8.3), 65mM KCI, 2 mM MgCl,, %0.0013
gelatin ve her deoksiniikleotid trifosfattan (ANTP) 300uM, 1 iinite Ampli 7ag DNA
polymerase (Applied Biosystems, Tokyo, Japonya), 0.5 uM cytobl primer ¢ifti, 0.2uM
MARI1bB2 primer ¢ifti ve 0.4uM bovar2A primer ¢ifti karisimi ile 2 pl DNA 6rnegi olacak
sekilde gergeklestirilmistir. Reaksiyon Techne TC-512 marka otomatik termal sikluslu
makinede gergeklestirilmistir. Reaksiyon 94°C’de 5 dakikalik 6n denaturasyonu takiben, her
siklus denaturasyon (95°C’de 50 saniye), baglanma (56°C’de 50 saniye) ve uzama (65°C’de
50 saniye) asamalarindan olugsmak {izere 30 siklus ve 65°C’de 5 dakikalik son uzama olacak
sekilde gerceklestirilmistir. Elde edilen PZR iirlinleri +4°C’de tutulmustur. Daha sonra her
PZR firtintinden 10 pl olmak kosuluyla mililitresinde 10 pl ethidiyum bromid bulunan % 2’lik
agaroz jelde 100 voltluk akimda bir saat elektroforeze tabi tutulmus ve son olarak ultraviyole

151k altinda goriintiilenmistir.
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3.3.1.4. Tekli ve Multipleks PZR’larimin Duyarhliklarinin Degerlendirilmesi

Hayvanlarda goriilen tek tiire bagli enfeksiyonlarda tekli ve multipleks PZR’unun
duyarliliginin belirlenmesi amaciyla B. bovis as1 susu T, A. marginale St. Maries ve
T. annulata Ankara/D7 izolatlarina ait esit molariteye sahip DNA’ lar ayr1 ayr1 10 katlh olarak
distile su ile sulandirilmigtir. Buna ek olarak, es zamanli olarak goriilen enfeksiyonlarda testin
duyarhiligimin belirlenmesi amaciyla igerisinde esit miktarlarda B. bovis as1 susu T,
A. marginale St. Maries ve T. annulata Ankara/D7 DNA’lar1 bulunan karisgim distile su
kullanarak hazirlanan 10 katli sulandirilmistir. Anlatilan sulandirmalarin hazirlanmasinda
daha onceden hazirlanan DNA o6rnekleri kullanildigi i¢in her sulandirmaya diisen yaklasik
parazit miktar1 belirlenememistir. Hazirlanan sulandirmalar ile tekli ve multipleks PZR’lar1

yukarida belirten optimum sartlar kullanilarak yapilmistir.

3.3.1.5. Multipleks PZR yéntemi ile Elde Edilen Uriinlerin Sekans Analizleri I¢in

Klonlanmasi

Multipleks PZR ile ¢ogaltilan DNA o6rnekleri igerisinde 10 pg/ml ethidyum bromid
bulunan %?2 agaroz jel elektroforezini takiben UV 151k altinda goriintiilenmistir. 7. annulata,
A. marginale ve B. bovis’ e 6zgii olan 312 bp, 265 bp ve 166 bp’lik ¢ogaltilan bolgelerine ait
bantlar ayr1 ayr1 jelden kesilerek QIAquick jel ekstraksiyon kiti (QIAGEN, Almanya)
kullanilarak purifiye edilmistir. Daha sonra purifiye edilen tirlinler pCR4-TOPO plasmid
vektoriine (Invitrogen™) klonlanarak TOP10 E. coli hiicrelerine yukarida anlatildigi (3.2.1.
Gereg ve Yontem) sekilde transforme edilmistir. Secilen koloniler bir gece boyunca iiretilmis
ve hiicrelerde bulunan plazmidler QIAGEN plasmid purification kiti (QIAGEN, Almanya)
kullanilarak purifiye edildikten sonra EcoR1 enzimi ile kesildikten sonra %1,5 agaroz gelde
elektroforeze tabi tutulmus ve UV 1sik altinda i¢ginde klonlanan DNA’y1 i¢eren plasmidler
belirlenmigtir. Daha sonra bu plasmidlere ait 1-2 pg DNA o6rnekleri sekans analizlerinin

yapilmas1 amactyla ticari sekans servisine gonderilmistir (MWG Biotech, Almanya).
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3.3.2. Bulgular

3.3.2.1. Cahismada Kullanilan Primerlerin Tasarlanmasi ve Bunlara ait Niikleotid

Dizilimleri

Theileria annulata, A. marginale ve B. bovis tiirlerini es zamanl olarak multipleks
PZR ile teshisinde kullanilacak primer ¢iftlerinin belirlenmesi i¢in tasarlanan primer ¢iftleri
ve bunlara ait niikleotid dizilimleri Cizelge 3.B.1°de verilmistir. Tasarlanan primer ciftleri ve
bunlarin 6zgiil oldugu tiirlere ait gen bolgeleri asagida anlatilmistir.

Theileria annulata’nin sitokrom b genini ¢ogaltmada kullanilan cytobl primer ¢ifti bu
tiire ait gen bolgesinin diger Theileria ve Babesia tirleri (T. parva, B. bovis ve B. bigemina)
ile farklilik gosterdigi bolgelere 6zgii olacak sekilde tasarlanmistir (3.2.1. Gereg ve YoOntem).
Cytob1’ nin ileri ve geri yonlii primerlerinin 7. annulata sitokrom b geni {lizerindeki baglanma
bolgeleri bu tiir icinde olduk¢a korunmus kisimlardir ve tasarlanan primer ¢ifti gene ait 312
bp’lik bolgeyi 6zgiil olarak cogaltacak sekilde tasarlanmistir (Sekil 3.B.1, A).

Babesia bovis genomu VESAL1 proteinlerini kodlayan, SmORFs, degisken meroziot
ylizey antijenlerini kodlayan, 40S ribozomal genleri ve ABC tastyict ailesindeki proteinleri
kodlayan gen bdlgeleri gibi cok sayida ¢oklu kopyaya sahip gen ailesini biinyesinde
barindirmaktadir (Kelly ve ark 2007). Bu gen boélgelerinin biitiinii yada bir kismina ait
niikleotid dizilimleri mevcut genom veri bankalarinda yer almaktadir. Yapilan biyoinformatik
calismada B. bovis genomunda kopya siyalari 3-1038 arasinda degisek 48 gen ailesi
belirlenmistir. Clustal X (1.83) bilgisayar programi kullanilarak yapilan 6n ¢alismada 40S
ribozomal genleri, ABC tastyici ailesindeki proteinleri kodlayan gen bolgeleri ve ves/ genleri
haricinde geriye kalan gen ailelerindeki gen bdlgelerinin ¢ogunda yiiksek oranda farkliliklar
goriilmiistiir ve bu sebeple B. bovis’in teshisinde kullanilacak primer ciftleri clustal X
bilgisayar programi ile yukarida belirtilen belirtilen gen ailelerine ait gen bdlgeleri
kullanilarak tasarlanmistir. Bu amagla, 40S ribozomal proteinlerini kodlayan 4 gen bdlgesi
birbirleri arasinda karsilagtirilmig ve bo40S primer ¢ifti (F; 5°-GTG CGT GGC ATT TCA
TTG AAG C-3’/R; 5’-TCA GAA ACG CTG GTG AAC G-3’°) karsilastirilan dort gen
bolgesinde de ortak olan iyi korunmus 204 bp’ lik kismi ¢ogaltmak i¢in tasarlanmistir (Sekil
3.B.2, A). ABC tastyici proteinleri kodlayan bes gen bolgesi birbirleri ile karsilagtirilmis ve
bunlarin arasindaki ii¢ gen arasinda ortak korunmus olan 124 bp’lik kismin ¢ogaltilmasi igin
boABC primer c¢ifti (F; 5’-CAC GTG TCA TTT CTG AGC-3’/R; 5’-CAA CGG TTC TCC
AGT TGT-3’) tasarlanmistir (Sekil 3.B.2, B). Vesl genleri VESAla ile VESAIRB alt
tinitelerini ihtive eden (Al-Khedery ve Allred 2006) B. bovis genomundaki en genis gen
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ailesini olusturur (Kelly ve ark 2007). Yapilan genom analizlerinde ves/ genlerini olusturdugu
kabul edilen 119 gen bdlgesi belirlenmistir. Bunlarin 72 tanesinin VESAla proteinlerini, 43
tanesinin VESAI1B proteinlerini kodlayan gen bolgeleri, kalan dort tanesininde
siniflandirilamamis gen bolgeleri oldugu belirlenmistir (Kelly ve ark 2007). Bu ¢alismada
VESAI1B alt iinitesinde bulunan 41 gen birbirleri ile karsilastirilmis ve bunlarin 25 tanesinde
ortak korunmus bolge belirlenmistir. Bovarl primer ¢ifti (F; 5’-AGG CCC CCT CCA TGG
GAT GTA-3’/R; 5°-CCT CAG GAA ATA GAG CTG G-3’) 25 gende belirlenen 127 bp’lik
bu ortak korunmus bolgenin ¢ogaltilmasinda kullanilmak {izere tasarlanmistir (Sekil 3.B.2, E).
B. bovis genomunda bulunan VESAla alt iinitesini kodlayan gen bolgelerini PZR ile
cogaltacak primer ¢iftlerinin tasarlanmasi amaciyla bu ailedeki 72 gen bdlgesi birbirleri ile
karsilastirilmistir. Bunun sonucunda karsilastirilan 72 vesala geninin 47 tanesinde herhangi
bir uzunluk farklilig1 gostermeyen 166 bp’ lik bolge bir bolge belirlenmistir. 47 genin 23
tanesinde primer baglanma bdlgelerinde goriilen tek niikleotid farkliliklari haricinde (SNP)
belirlenen bu bdlgenin 5° ve 3’ kisimlar1 oldukga iyi korunmus oldugu goriilmiistiir. Tek
niikleotid farklilig1 gosteren 23 gen ¢ikartildiginda geriye kalan 24 gen bdlgesine ait 166 bp’
lik ortak korunmus bolgenin ¢ogaltilmas: amaciyla bovar2A primer ¢ifti (F; 5’-CAA GCA
TAC AAC CAG GTG G-3’/R; 5’-ACC CCA GGC ACA TCC AGC TA-3’) tasarlanmistir
(Sekil 3.B.1, C). 24 gen arasinda bovar2A primer ¢iftinin ¢ogaltacagi bolgede goriilen
niikleotid polimorfizminin belirlenmesi amaciyla DnaSP 4.9 programi

(http://www.ub.es/dnasp/) kullanilarak yapilan analizde primerlerin baglanma bdolgeleri

arasinda kalan cogaltilacak bolgede yiiksek oranda niikleotid polimorfizmi belirlenmistir
(Sekil 3.B.3). Buna ilaveten, tasarlanan bovar2A primer ¢ifti ile ayn1 ileri yonlii primere sahip
ancak geri yonlii primer baglanma bolgesi bovar2A geri yonlii primerinin baglanma
bolgesinden 22 bp ilerde olan ve 188 bp’ lik bir bolgeyi ¢cogaltan bovar2B primer c¢ifti (F; 5°-
CAA GCA TAC AAC CAG GTG G-3’/R; 5’-CTA TCA TG(CT) TCC ATG GGG-3’) daha
tasarlanmistir. Son olarak B.bovis genomunda belirlenen VESAla’ y1 kodlayan 5 gen bolgesi
birbirleri ile karsilastirilarak hepsinde ortak korunmus olan 243 ve 103 bp’ lik iki bolge
belirlenmistir. Bu bolgelere 6zgii bovar3A (F; 5°-GGA CCT ACT GTA TGA CGC C-3’/R;
5’-TGC CAC CCA ACC CAC TTC T-3’) ve bovar3B (F; 5’-ATG GGA TGT ACG CCA
ATG GG-3’/R; 5’-AGC TGG TAG AAG CAG TGG-3") primer giftleri sirastyla 243 ve 103
bp’ lik bolgeleri ¢ogaltmak amaciyla tasarlanmistir. Tasarlanan bovar3A primer ¢iftinin
cogalttigr 243 bp’lik bolge gen ailesinde bulunan ii¢ gende 6-9 niikleotid farklilig
gostermistir (Sekil 3.B.2, C ve D).
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(A)

Tan.
Bbov.
Bbig.

Ta.
Bbov.
Bbig.

(B)

AMF90
AMF98

AMF90
AMF98

©

BBOV1
BBOV2
BBOV3
BBOV4
BBOV5
BBOV6
BBOV7
BBOV8
BBOV9
BBOV10
BBOV11
BBOV12
BBOV13
BBOV14
BBOV15
BBOV16
BBOV17
BBOV18
BBOV19
BBOV20
BBOV21
BBOV22
BBOV23
BBOV24

Cytobl forward
ACTTTGGCCGTAATGTTAAACATTTGTTTCGGTTGGTTTGTTCGTCTTTATCACTCGTTTGGAGTTTCGTTTTATTTCTTCTTTATGTTTCTACATATCATGAAAGGTATGTGGTATTCTAGTAATCATTTACCTTGGTCTTGGTATTCTGGTGTTGTTATTTTCGTTTTAAGTAT
GTAATTAGAGTGCTTGCTGAAGTCAATATGGGTTGGGCAATGCGTTATTTTCACGCTCAATGTGTTTCTTTTTGTTTCTTTTTCATGATGCTACATATGCTAAAGGGATTGTGGTACTCAAGCAGATATCTACCATGGTCATGGTATTCTGGAATGGTTATATTTATTTTAAGTAT
GTTATCAGAGTATTAACTGAGGTTAATATGGGTTGGGCACTTCGTTATTTCCATGCTCAATGTGTTTCTTTTTGCTTTTTCTTCATGATGTTACATATGTTAAAAGGTTTATGGTACTCAAGTAAACATTTACCTTGGTCCTGGTATTCAGGAATGGTTATATTTATTTTGAGTAT
CTTTCTAGACTTGTTACAGAAACACAGTTTGGTTGGTTTGTCCGTTTATATCATTCTGTTGGTGTCTCATTTTATTTCTTTTTTATGTTTATCCACATAATTAAAGGTATGTGGTATTCTAGTAAATATATGCCTTGGTCTTGGTACTCTGGCATAGTTATTTTAATTTTGAGTAT

* * * * EE = s *  Kkk * *k * * Kk kk Khkkk *Khk Kk kk khkk K * Kk Kk EE * Kkkkkhk kk Kk Kk Kk K kk khkkhkk khkkhkk Kk Kk * Khkkkk Kk *hkkhk Kdhkhkk
Cytobl reverse
AGCAACTGCTTTTGTTGGTTATGTATTACCAGATGGTCAAATGAGCTTCTGGGGAGCTACAGTCATAGGTGGTTTATTGAAATTTTTCGGAAAAGCTAATGTTCTAATTTTTGGAGGCCAAACAGTTGGTCCAGAG
GGCTATTGCTTTCTTAGGTTATGTTCTTCCTTACGGACAAATGAGTTATTGGGGAGCAACAGTTATTATAAACTTGTTCTACTGGTTCCCAGATTTAGTCGCTCTTGTTTTGGGTGGTTATGGAGTTGCATTTCCA
GGCAATTGCTTTCTTAGGTTATGTTCTTCCAAATGGACAAATGAGTTACTGGGGAGCAACAGTTATAATTAACTTATTCTATTGGTTCCCTGATATGGTATCTCTTGTACTAGGAGGATTTGGTGTTGGATTCCCA
AGTTATTGCTTTTACTGGTTATGTGTTGCCAGATGGTCAAATGAGTTTTTGGGGAGCTACAGTTATATCGAATTTGTTAGAATGGTTTGGAAAAGCCAAAGTTATAACTTTCGGTGGATTTACAGTAGGTCCAGAG

* kK Kk kk Kk kk Kk Kk kK * kh Ak *k K

MARI1bB2 forward primer

GCTCTAGCAGGTTATGCGTCAGTTGAACAGCTAGAAGAAGCAAAGGAAGCAGACAGGGTACAGGCTGAGCAGCGAGCTGAAGCACAAGCAATGACCGAGCGTGTGGCAGGGGAGCGTGCAGCAACAGTTGCTGCAGGGACTGAAACCATTAAGACCATCGTCAGCGATATGC
GCTCTAGCAGGTTATGCGTCAGTTGAACAGCTAGAAGAAGCAAAGGAAGCAGACAGGGTACAGGCTGAGCAGCGAGCTGAAGCACAAGCAATGACCGAGCGTGTGGCAGGGGAGCGTGCAGCAACAGTTGCTGCAGGGACTGAAACCATTAAGACCATCGTCAGCGATATGC

MARI1bB?2 reverse primer
GGAATGAGCTTGCTAAAGGGCATGAACAGCTTCAGCTCGTCATCACCGATATGTGTAATGAGCTTGCACAAATAGGTGCATTCTCCCAAGCAG
GGAATGAGCTTGCTAAAGGGCATGAACAGCTTCAGCTCGTCATCACCGATATGTGTAATGAGCTTGCACAAATAGGTGCATTCTCCCAAGCAG

bovar2A forward primer bovar2A reverse primer

CAAGCATACAACCAGGTGGTCCACTACATTAGGGCTCTGTTCTACCAACTCTACTTCCTTAGGAAGCAATGTGCAGTCAAGGTCACTTACGGAGGGAAATGGCGTGAGTGTAGGTATGGGGATGGAGTAGAGTCAAAGGGGGTTATTAGCTGGATGTGCCTGGGGT
CAAGCATACAACCAGGTGGTACACTACATTAGGGCCCTGTTCTACCAGCTGTACTTCCTTAGGAAGCAATGTGCTGTGAAAGTGACTTGTGGAGGGAAGTGGCGTGAGTGTAGGTATGGCCAGGGGATTGTCTCTAAGGGGGTAATTAGCTGGATGTGCCTGGGGT
CAAGCATACAACCAGGTGGTTCACTACATTAGGGCTCTGTTCTACCAGTTGTACTTCCTTAGGAAGCAATGCGCGGTTAAAGTGACTTGTGGAGGGAAATGGCGTGAATGTAGGTATGGCCAGGGGGTAGTGTCCAAGGGGGTAATTAGCTGGATGTGCCTGGGGT
CAAGCATACAACCAGGTGGTACACTACATTAGGGCTCTGTTCTACCAGCTGTACTTCCTTAGGAAGCAATGTGCCGTGAAAGTTAGTTCTGGAGGCAAATGGCGTGAATGTAGGTATGGTCATGGAGTGGTGTCCAAGGGGGTAATTAGCTGGATGTGCCTGGGGT
CAAGCATACAACCAGGTGGTGCACTACATTAGGGCTCTGTTCTACCAACTCTATTTCCTAAGGAAACAATGTGAAGTGAAGGTTACTTGTGGAGGGAAGTGGCGTGAATGTAGGTATGGTCATGGGGTAGTTTCCAAGGGGGTAATTAGCTGGATGTGCCTGGGGT
CAAGCATACAACCAGGTGGTCCACTACATTAGGGCTCTGTTCTACCAGCTCTACTTCCTAAGGAAGCAATGTGCCGTGAAGGTTACTTGTGGAGGCAAATGGCGTGAATGTAGGTATGGAAATGGGGTAGTCTCCAAGGGGGTAATTAGCTGGATGTGCCTGGGGT
CAAGCATACAACCAGGTGGTGCACTACATTAGGGCTCTATTCTATCAACTCTATTTCCTTAGGAAGCAATGTGCCGTGAAAGTGACTTGTGGAGGCAAATGGCGTGAATGTAGGTATGGTCAGGGGGTAGTCTCTAAGGGGGTAATTAGCTGGATGTGCCTGGGGT
CAAGCATACAACCAGGTGGTTCACTACATTAGGGCTCTATTCTATCAACTCTATTTCCTTAGGAAGCAATGTGCGGTGAAGGTTGCTTGTGGAGGTAAATGGCGTGAGTGTAGGTATGGCAAGGATGTGGAGTCTAAGGGGGTAATTAGCTGGATGTGCCTGGGGT
CAAGCATACAACCAGGTGGTACACTACATTAGGGGTCTGTTCTACCAGCTCTATTTCCTTAGGAAGCAATGTGCTGTGAAAATCACTTGTGGAGGGAAGTGGAGAGAGTGTAGGTATGGTAAGGATGTGGTGTCCAAGGGGGTAATTAGCTGGATGTGCCTGGGGT
CAAGCATACAACCAGGTGGTCCACTACATTAGGGCTCTATTCTACCAGCTCTATTTCCTTAGGAAACAGTGTGCTGTGAAGGTAGCCCTGGGAGGGAAATGGCGTGAGTGTAGGTATGGTAAGGATGTGGTGTCCAAGGGGGTCATTAGCTGGATGTGCCTGGGGT
CAAGCATACAACCAGGTGGTCCACTACATTAGGGCTCTGTTCTATCAACTCTATTTTCTTAGGAAACAATGTGCCATGAAAGTGGCTCAAGGAGGCAAATGGCGTGAGTGTAGGTATGGCAAGGATGTGGTGTCCAAGGGGGTAATTAGCTGGATGTGCCTGGGGT
CAAGCATACAACCAGGTGGTCCACTACATTAGGGCTCTGTTCTACCAGTTGTATTTCCTTAGGAAGCAATGTGCCATGAAAGTGGCTCTAGGAGGCAAATGGCGTGAGTGTAGGTATGGGGACGGAGTAGTGTCCAAGGGGGTTATTAGCTGGATGTGCCTGGGGT
CAAGCATACAACCAGGTGGTCCACTACATTAGGGCTCTATTCTACCAGTTATACTTCCTTAGGAAGCAATGTGCTGTTAAAGTGGCTATGGGAGGGAAATGGCGTGAATGTAGGTATGGCAAGGATGTGGTATCCAAGGGGGTTATTAGCTGGATGTGCCTGGGGT
CAAGCATACAACCAGGTGGTACACTACATTAGGGCTCTATTCTATCAACTCTATTTCCTTAGGAAGCAATGTGCAGTTAAAGTGGCTCTAGGAGGGAAGTGGCGTGAATGTAGGTATGGTCATGGAGTGGTGTCCAAGGGGGTAATTAGCTGGATGTGCCTGGGGT
CAAGCATACAACCAGGTGGTACACTACATTAGGGCTCTGTTCTATCAACTATACTTCCTTAGGAAGCAATGTGCTGTGAAAGTCACTTGTGGAGGCAAATGGCGTGAGTGTAGGTATGGAAATGGGGTACTTGGGAAGGATGTAGTTAGCTGGATGTGCCTGGGGT
CAAGCATACAACCAGGTGGTACACTACATTAGGGCTCTGTTCTACCAGTTGTACTTCCTTAGGAAACAATGTGCAGTGAAAGTTACTTGTGGAGGTAAATGGCGTGAGTGTAGGTATGGTAGTGGAGTGCTTGGAAAGGATGTAGTTAGCTGGATGTGCCTGGGGT
CAAGCATACAACCAGGTGGTACACTACATTAGGGCTTTGTTCTACCAGTTGTACTTCCTTAGGAAGCAATGTGCAGTGAAAGTTACTTGTGGAGGTAAATGGCGTGAGTGTAGGTATGGTAGTGGAGTGCTTGGAAAGGATGTAGTTAGCTGGATGTGCCTGGGGT
CAAGCATACAACCAGGTGGTCCACTACATTAGGGCCCTGTTCTACCAACTCTACTTCCTTAGGAAGCAATGTGCCATGAAAGTGGCTCTAGGAGGCAAATGGCGTGAATGTAGGTATGGTGATGGGGTGCTTGGGAAGGATGTGGTTAGCTGGATGTGCCTGGGGT
CAAGCATACAACCAGGTGGTCCACTACATTAGGGCTCTGTTCTACCAGTTGTACTTCCTAAGGAAGCAATGTGCCATGAAAGTGGCTCTAGGAGGCAAATGGCGTGAGTGTAGGTATGGCAGTGGAGTGCTTGGGAAGGATGTAGTTAGCTGGATGTGCCTGGGGT
CAAGCATACAACCAGGTGGTACACTACATTAGGGCTCTATTCTACCAGTTGTACTTCCTTAGGAAGCAATGTGCAGTTAAAGTGGCTCAAGGAGGAAAATGGCGTGAGTGTAGGTATGGGGATGGAGTGCTTGGGAAGGATGTGGTTAGCTGGATGTGCCTGGGGT
CAAGCATACAACCAGGTGGTACACTACATTAGGGCTCTATTCTACCAACTCTATTTCCTTAGGAAGCAATGTGCAGTTAAAGTGGCTCTAGGAGGGAAATGGCGTGAATGTAGGTATGGTAAAGATGTGCTTGGGAAGAATGCCATTAGCTGGATGTGCCTGGGGT
CAAGCATACAACCAGGTGGTTCACTACATCAGGGCTCTATTCTACCAGTTGTACTTCCTTAGGAAGCAATGTGCAGTTAAAGTTGCTCTAGGAGGCAAATGGCGTGAATGTAGGTATGGCAGTGGCGTGCTTGGGAAGGGGGTAATTAGCTGGATGTGCCTGGGGT
CAAGCATACAACCAGGTGGTACACTACATTAGGGCTTTGTTCTACCAGTTGTACTTCCTTAGGAAACAGTGTGCAGTTAAAGTGGCCCTGGGAGGGAAGTGGAGAGAGTGTAGGTATGGCAGTGGAGTGCTTGGGAATGGGGTAATTAGCTGGATGTGCCTGGGGT
CAAGCATACAACCAGGTGGTTCACTACATTAGGGCTCTGTTCTATCAACTCTATTTCCTTAGGAAGCAATGTGCCGTGAAGGTGGCTCTAGGAGGGAAATGGCGTGAGTGTAGGTATGGTAGTGGAGTGCTTGGGAAGGGGGTAATTAGCTGGATGTGCCTGGGGT

FekeKkk *okkkkk kk Kk kk kk kk kkkkk kk kk K * Kk K Khkhk kk hkhk Kk hk kkkkkhkhkohk * *k

Sekil 3.B.1. T. annulata, A. marginale ve B. bovis tiirlerini ¢ogaltmada kullanilan primer c¢iftleri. (A); 7. annulata’nin sitokrom b geninin cytobl primer ¢ifti (golgelenmis kisimlar)

¢se

kullanilarak multipleks PZR ile ¢cogaltilan 312 bp’lik bolgesi ve bu bdlgenin 7. annulata, T. parva, B. bovis ve B. bigemina tiirleri arasindaki farkliligi. (B) ve (C); 4. marginale
ve B. bovis tiirlerine ait sirasiyla mspla ve vesalo subunit genlerini cogaltmada kullanilan MAR1bB2, bovar2 A primer ¢iftlerinin (gélgelenmis kisimlar) tiirlere ait gen tizerideki

korunmus baglanma bolgeleri. '*'; karsilagtirilan niikleotid dizilimleri arasindaki korunmus baz bolgelerini gostermektedir.



\S)

9¢

(A)

bovar40S forward
40S GTGCGTGGCATTTCATTGAAGCTTCAGGAGGAAGAGCGTGAGCGCCGCATGGACTTTGTTCCCGAACGTTCCGAGGTTGATGTGCCTCTCATCCAGGTTGACCAGGACACCGCTGACATGTTGACGTTCCTCAAG
40S GTGCGTGGCATTTCATTGAAGCTTCAGGAGGAAGAGCGTGAGCGCCGCATGGACTTTGTTCCCGAACGTTCCGAGGTTGATGTGCCTCTCATCCAGGTTGACCAGGACACCGCTGACATGTTGACGTTCCTCAAG
40S GTACGTGGCATTTCATTGAAGCTGCAGGAGGAAGAGCGTGAGCGCCGCATGGACTTTGTTCCCGAACGTTCCGAGGTTGATGTGCCTCTCATCCAGGTCGACCAGGACACCGCTGACATGTTGACGTTCCTCAAG
40S GTGCGTGGCATTTCATTGAAGCTTCAGGAGGAAGAGCGTGAGCGCCGCATGGACTTTGTTCCCGAACGTTCCGAGGTTGATGTGCCTCTCATCCAGGTTGACCAGGACACCGCTGACATGTTGACGTTCCTCAAG

AE AA A A A A A A A A A A A A A EAAEAAE A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AT A A A AT AAAEATAAAEATAAAATAAAAAAAKAAAN AAAIAAAAAAhAAkddhhAhddxhhdhi * * * *
bovar40S reverse
40S TTGAACATACCTAACGTAAAGGTTATCACTGCCAACGTGCATACTGAGGGCGTTCACCAGCGTTTCTGA
40S TTGAACATACCTAACGTAAAGGTTATCACTGCCAACGTGCATACTGAGGGCGTTCACCAGCGTTTCTGA
40S TTGAACATACCTAACGTAAAGGTTATCACTGCCAACATGCACAGTGAGGGCGTTCACCAGCGTTTCTGA
40S TTGAACATACCTAACGTAAAGGTTATCACTGCCAACGTGCATACTGAGGGCGTTCACCAGCGTTTCTGA

B

(B) bovarABC forward bovarABC reverse
ABC CACGTGTCATTTCTGAGCAAGGTTACTCACTGAGTGGTGGGCAACGTGTTAGAGTGGGTCTGGCTAGGGCCCTTTATGCCTATATGATATTCAGCAAAGCTAATGAACAACTGGAGAACCGTTG
ABC CACGTGTAATTTCTGAGCAAGGTTACTCACTGAGTGGTGGGCAACGTGTTAGAGTGGGTCTGGCTAGGGCCCTTTATGCCTATATGATATTCAGCAAAGCTAATGAACAACTGGAGAACCGTTG
ABC CACGTGTCATTTCTGAGCAAGGTTACTCACTGAGTGGTGGGCAACGTGTTAGAGTGGGTCTGGCTAGGGCCCTTTATGCATATATGATATTCAGCAAAGCTAATGAACAACTGGAGAACCGTTG

AEXEEAEXEAKEX AEAEAAXAEAAKAAEAEAAAAA A AKX AKX A AXT A AKX AXAEA AKX A AKX AL A XA EAAXA AL AAXAAXAAAXAAAEAAXAEAAXAXAEAAXAEAAXAAXAXA AAXAAXAEATXAAXAXAAAXAAXAAXAAAXAAAXAAXAAAXAAAXAAAAAXA ALK AXX

(©) bovar3A forward

vesa-la GGACCTACTGTATGACGCCAAGGACCCGGGGTCCCCTGGTCCCAGCTCTGAGAGGTACTGGGATGGCATACTCCTAGAGCAGGAGAGTGACATTGTCAATCCAGTGCTCACGGACCTGGG
vesa-la GGACCTACTGTATGACGCCAAGGACCCGGGGTCCCCTGGTCCCAGCCCTAAGAGGAACTGGGATGACATGCTCCTAACAGAGGAAAGTACTATTGTCAAGCCAGTGCTGGAGGACCTGGG
vesa-la GGACCTACTGTATGACGCCAAGGACCCGGGGTCCCCTGGTCCCAGCCAACAGAGGTACTGGGACACATTACTCCTAGACCAGGAGAAGACATTAGTGCTACCAGTGCTCACGGACCTGGG
vesa-la GGACCTACTGTACGACGCCAGGTCCCCGGGGTCCCCTGGTCCACACCCTGAGAGGTACTGGGATGGCATACTTCTAGACCAGGAACAGTCCATAGTCAAGCCAGTGCTCACGGACCTGGG
vesa-la GGACCTACTGTATGACGCCAGGTCCCCGGGGTCCCCTGGTCCCAGCCCTAAAAGGTACTGGGGACGACCTGCTCCTAGGACAGGAGAAGGACATTGTCAAGCCAGTGCTCACTGACCTGG

FErAIAAKIAAXAAKAK,A dhkhidihkhx * FhAIAAKAAXAAAAAAAAAh*k *x * KAk KAhkkhhkAKk * Kk Khk E ok * Kk R R E e s o
bovar3A reverse
vesa-la ACTCCTTAATGGTGGCAGCACTGATAGCACTACTGCTAGTACTACCTGCGCCGGTGGTACCGAGGTCATAAGGGCACTGATAGACCAGTTGGCACAGGGACTACAGAAGTGGGTTGGGTGGCA

vesa-la ACTCCTTAGTGATGGGAG------ TAGCACTAGTGCTGCCAGTACTTGTGCTGGAGGTACCGAGGTCATAAAGGCACTGATAGACCAGTTGGCACAGGGACTGCAGAAGTGGGTTGGGTGGCA
vesa-la ACTCCT---TGGTGACAG------ CACTAGTGCTGCTAGGGATACCTGCGCCGGTGGCACCGAGGTCATTAAGACACTGATAGACCACTTGGCACTGGGACTACAGAAGTGGGTTGGGTGGCA
vesa-la ACTCCTAAGTGGTGGCAG------ CACTAGTGCTGCCAGGGATACCTGCGCTGGTGGCACCGAGGTCATAGGGACACTGATAGACCACTTGGCACTGGGACTACAGAAGTGGGTTGGGTGGCA
vesa-1la ACTTCTTAGTGGTGGAACTAGTGCAGCTACTAGTACTACCTATACTTGTGCTGGTGGCACCGAAGTCATTAGGGCACTGATAGACCAGTTGGCACTGGGACTACAGAAGTGGGTTGGGTGGCA
**kk KKk ** Kk * * * * * * kK KKk Khk Kk KKk
(D)
bovar3B forward bovar3B reverse

vesa-la ATGGGATGTACGCCAATGGGCTCTTTGGCTTCCAGATGGACCTTTCGGCCGCCCAGTGCCTGGACCAACTGAGGGTATATGTCTACCACTGCTTCTACCAGCT
vesa-la ATGGGATGTACGCCAATGGGCTCTTTGGCTTTGACATGGAGGGCTCTCCCGCCCAGTGCCTGGACCAACTGAGGATATATGTCTACCACTGCTTCTACCAGCT
vesa-la ATGGGATGTATGCCAATGGGCTCTTTGGCTTTGACATGGGCGGCTCTGCCGCCCAGTGCCTGGACCAACTGAGGGTATATGTCTACCACTGCTTCTACCAGCT
vesa-la ATGGGATGTATGCCAATGGGCTCTTTGGCTTTGACATGGACGGCTCTCCCGCCCAGTGCCTGGACCAACTGAGGGCATATGTCTACCACTGCTTCTACCAGCT
vesa-la ATGGGATGTATGCCAATGGGCTCTTTGGCTTTGACATGGAGGGCTCTCCCGCCCAGTGCCTGGACCAACTGAGGATATATGTCTACCACTGCTTCTACCAGCT

B R R o o o R AR R Rk ** EaRAR R R o R o ke R R R R L R




(E)

vesa-lbeta
vesa-lbeta
vesa-lbeta
vesa-lbeta
vesa-lbeta
vesa-lbeta
vesa-lbeta
vesa-lbeta
vesa-lbeta
vesa-lbeta
vesa-lbeta
vesa-lbeta
vesa-lbeta
vesa-lbeta
vesa-lbeta
vesa-lbeta
vesa-lbeta
vesa-lbeta
vesa-lbeta
vesa-lbeta
vesa-lbeta
vesa-lbeta
vesa-lbeta
vesa-1lbeta
vesa-lbeta

bovarl forward bovarl reverse

AGGCCCCCTCCATGGGATGTACGCCAATGGGCTCTTTGGCTTCCAGATGGACGGCTCTCCCGCCCAGTGCCTGGACCAACTGAGGGTATATGTCTACCACTGCTTCTACCAGCTCTATTTCCTGAGG
AGGCCCCCTCCATGGGATGTACGCCAATGGGCTCTTTGGCTTCCAGATGGAGATTAGTCCCGCCCAGTGCCTGGACCAACTGAGGATATATGTCTACCACTGCTTCTACCAGCTCTATTTCCTGAGG
AGGCCCCCTCCATGGGATGTATGCCAATGGGCTATATGGGTTTGACATGGACCTTTCGGCCGCCCAGTGCCTGGACCAACTGAGGGTATATGTCTACCACTGCTTCTACCAACTCTATTTCCTAAGG
AGGCCCCCTCCATGGGATGTATGCCAATGGGCTCTTTGGCTTTGACATGGACGGCTCTCCTGCCCAGTGCCTGGACCAACTGAGGGTATATGTCTACCACTGCTTCTACCAGCTCTATTTCCTAAGG
AGGCCCCCTACATGGGATGTACGCCAATGGGCTCTTTGGGTTTGACATGGACCTTTCGGCCGCCCAGTGCCTGGACCAACTGAGGGTATATGTCTACCACTGCTTCTACCAGCTCTATTTCCTAAGG
AGGCCCCCTCCATGGGATGTACGCCAATGGGTTATATGGCTTCCAGATGGACGGCTCTCCCGCCCAGTGCCTGGACCAACTGAGGGTATATGTCTACCACTGCTTCTACCAGCTCTATTTCCTGAGG
AGGCCCCCTCCATGGGATGTACGCCAATGGGCTCTTTGGGTTTGACCTGGGAGGCTCTGCCGCCCAGTGCCTGGACCAACTGAGGATATATGTCTACCACTGCTTCTACCAGCTCTATTTCCTGAGG
AGGCCCCCTCCATGGGATGTATGCCAATGGGCTATATGGGTTTGAGATGGGCGGCTCTCCCACCCAGTGCCTGGAACAACTGAGGGTATATGTCTACCACTGCTTCTACCAGCTCTATTTCCTAAGG
AGGCCCCCTCCATGGGATGTATGCCAATGGGTTTTATGGCTTTGACATGGGCGGCTCTGCCGCCCAGTGCCTGGACCAACTGAGGATATATGTCTACCACTGCTTCTACCAGCTCTATTTCCTTAGG
AGGCCCCCTCCACGGGATGTACGCCAATGGGCTCTTTGGCTTCCAGATGGACCTTTCGGCCGCCCAGTGCCTGGACCAACTGAGGGTATATGTCTACCACTGCTTCTACCAGCTCTATTTCCTAAGG
AGGCCCCCTCCATGGGATGTACGCCAATGGGCTCTTTGGCTTTGACATGGACCTTTCGGCCGCCCAGTGCCTGGACCAACTGAGGGTATATGTCTACCACTGCTTCTACCAGCTCTATTTCCTGAGG
AGGCCCCCTCCATGGGATGTATGCCAATGGGCTCTTTGGCTTTGACATGGGCGGCTCTGCCGCCCAGTGCCTGGACCAACTGAGGATATATGTATACCACTGCTTCTACCAGCTCTATTTCCTGAGG
AGGCCCCCTCCATGGGATGTATGCCAATGGGCTCTTTGGCTTCCAGATGGACGGCTCTCCCGCCCAGTGCCTGGACCAACTGAGGGTATATGTCTACCACTGCTTCTACCAGCTCTATTTCCTAAGG
AGGCCCCCTCCATGGGATGTACGCCAATGGGCTCTTTGGCTTCCAGATGGACATTAGTACCGCCCAGTGCCTGGACCAACTGAGGATATATGTCTACCACTGCTTCTACCAGCTCTATTTCCTGAGG
AGGCCCCCTCCATGGGATGTACGCCAATGGGCTCTTTGGCTTCCAGATGGACATTAGTCCCGCCCAGTGCCTGGACCAACTGAGGGTATATGTCCACCACTGCTTCTACCAGCTCTATTTCCTGAGG
AGGCCCCCTACATGGGATGTACGCCAATGGGCTCTTTGGCTTCCATATGGACCTTTCGGCCGCCCAGTGCCTGGACCAACTGAGGATATATGTCTACCACTGCTTCTACCAGCTCTATTTCCTGAGG
AGGCCCCCTCCATGGGATGTATGCCAATGGGCTCTTTGGCTTCCAGATGGACCTTTCGGCCGCCCAGTGCCTGGACCAACTGAGGGTATATGTCTACCACTGCTTCTACCAGCTCTATTTCCTGAGG
AGGCCCCCTCCATGGGATGTATGCCAATGGGCTCTTTGGCTTCCAGATGGACCTTTCTCCCGCCCAGTGCCTGGACCAACTGAGGATATATGTCTACCACTGCTTCTACCAGCTCTATTTCCTAAGG
AGGCCCCCTCCATGGGATGTACGCCAATGGGCTCTTTGGCTTCCAGATGGACGGCTCTGCCGCCCAGTGCCTGGACCAACTGAGGGTATATGTCTACCACTGCTTCTACCAGCTCTATTTCCTGAGG
AGGTCCCCTCCACGGAATGTATGCCAATGGGCTCTTTGGCTTCCAGATGGACATTAGTCCCGCCCAGTGCCTGGACCAACTTAGGGTATATGTCTACCACTGCTTCTACCAGCTCTATTTCCTAAGG
AGGCCCCCTCCACGGGATGTATGCCAATGGGCTCTTTGGCTTCCAGATGGACATGTCTTCCGCCCAGTGCCTGGACCAACTGAGGGTATATGTCTACCACTGCTTCTACCAGCTCTATTTCCTAAGG
AGGCCCCCTCCACGGGATGTACGCCAATGGGCTCTTTGGCTTCCAGATGGACCTTTCGGCCGCCCAGTGCCTGGACCAACTGAGGGTATATGTCTACCACTGCTTCTACCAGCTCTACTTCCTTAGG
AGGCCCCCTCCATGGGATGTATGCCAATGGGCTCTTTGGCTTCCAGATGGACATGTCTTCCGCCCAGTGCCTGGACCAACTGAGGGTATATGTCTACCACTGCTTCTACCAGCTCTATTTCCTAAGG
AGGCCCCCTCCATGGGATGTATGCCAATGGGCTCTTTGGCTTTGACATGGGAGGCTCTCCTGCCCAGTGCCTGGACCAACTGAGGATATATGTCTACCACTGCTTCTACCAGCTCTATTTCCTGAGG
AGGCCCCCTCCATGGGATGTACGCCAATGGGCTCTTTGGCTTCCAGATGGACGGCTCTCCCGCCCAGTGCCTGGACCAACTGAGGGTATATGTATACCACTGCTTCTACCAGCTCTATTTCCTGAGG
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Sekil 3.B.2. Babesia bovis’in teshisinde ¢oklu kopyaya sahip gen ailelerinin ¢ogaltilmas1 amaciyla tasarlanan primer ciftleri ve bunlarin ¢ogaltacaklar

LST

ailedeki genler arasinda korunmus olan bolgeler ve niikleotid dizilimleri. (A); 40S ribozomal proteinleri kodlayan gen ailesini ¢ogaltmada
kullanilan bovar40S primer ¢iftinin gen iizerindeki baglanma yerleri ve c¢ogaltilacak bdlgeye ait niikleotid dizilimi, (B); ABC tasiyici
proteinlerini odlayan gen ailesini ¢ogaltmada tasarlanan bovarABC primer ¢iftinin gen iizerindeki baglanma yerleri ve ¢ogaltilacak bolgeye
ait niikleotid dizilimi, (C) ve (D); Vesa—1la gen ailesinde belirlenen bdlgeleri ¢cogaltmada kullanilan bovar3A (C) ve bovar3B (D) primer
ciftlerinin gen iizerindeki baglanma yerleri ve ¢ogaltacaklar1 bolgelere ait niikleotid dizilimi, (E); Vesa-1p gen ailesinde bulunan 25 gende
ortak korunmus bolgelerin ¢ogaltilmasinda kullanilan bovarl primer ¢iftinin 25 gen iizerindeki baglanma yerleri ve ¢ogaltilacak bolgeye ait
niikleotid dizilimi. Karsilastirilan niikleotid dizilimleri arasindaki korunmus baz bolgeleri '*' isareti ile, bosluklar ise ‘-’ isareti ile
gosterilmektedir. Golgelenmis bolgeler (A, B, C, D ve E) her primer ¢iftinin o gen bdlgesinde baglanacag: kisimlar1 géstermektedir.
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Sekil 3.B.3. Babesia bovis’in ¢ogaltilmasinda kullanilan bovar2A primer ¢iftinin
tasarlandigt 24 vesala alt {inite gen ailesinde goriilen niikleotid
polimorfizmi.

Theileria annulata (8.35 Mb) (Pain ve ark 2005) ve B. bovis (8.2 Mb) (Kelly ve ark
2007) genomu ile karsilastirildiginda A. marginale (1.2 Mb) genomu daha kiiciik boyutlarda
ve daha az sayida ¢oklu kopya ailesine sahip gen bolgeleri icermektedir (Kelly ve ark 2004).
A. marginale genomunda bulunan major ylizey proteinl (MSP1) mspla geni tarafindan
kodlanan MSP1a ve mspif genleri tarafindan kodlanan MSP 1b adli iki polipeptidten olusan
dimer yapisinda bir molekiildiir. Bu proteinlerden MSP1a’y1 kodlayan msp/a geni tek kopyali
bir gen olup A. marginale’nin farkli izolatlar1 arasinda uzunluk bakimindan farklilik
gostermektedir. MSP1b proteini ise ikisi tiim gen bolgesi, iiclide kismi gen bolgelerinden
olusmak tiizere bes genden olusan kiigiik bir coklu kopyali gen ailesi tarafindan
kodlanmaktadir (Kelly ve ark 2004). Msplf gen ailesinde bulunan gen bdlgelerine 6zgii
primerlerin tasarlanmasi amaciyla bu ailedeki genlerin birbirleri arasinda clustal X bilgisayar
programi ile yapilan karsilagtirmasinda gen ailesinde bulanan {i¢ gen arasinda 92 bp’lik
korunmus boélge belirlenmis ve MARIbA primer ¢ifti (F; 5’-GAG TAC CTT CAC AGT
AAC G-3’/R; 5°-GCA CAC GTC ATG ATG CCA CC-3’) belirlenen bu bolgenin PZR ile
cogaltilmast amaciyla tasarlanmistir (Sekil 3.B.4, A). Ayrica Msp1f gen ailesinde bulunan iki

gen bolgesinin karsilastirilmasi sonucunda bu iki genin birbirleri arasinda %100 oraninda
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benzerlik gosterdigi belirlenmis ve bu genlere ait 382 ve 265 bp’lik ortak korunmus bolgelerin
cogaltilmas1 amaciyla sirastyla MAR1bBI1 (F; 5’-CAG CTC AAG CTA CCT GGG-3’/ R; 5’-
CCC TTG AGC GAT GTC TGT G-3°) ve MARIDbB2 (F; 5°-GCT CTA GCA GGT TAT
GCG TC-3’/ R; 5°-CTG CTT GGG AGA ATG CAC CT-3’) primer ¢iftleri tasarlanmistir
(Sekil 3.B.4, A ve B). Yapilan biyoinformatik calismada A. marginale genomunda kopya
styalar1 6-12 arasinda degisek ORFX ve ORFY gen aileleri belirlenmistir. 12 kopyali ORFX
gen ailesinde bulunan gen boélgelerinin clustal X bilgisayar programi ile karsilastiriimasi
sonucunda bu ailede bulunan sekiz gen bolgesi arasinda belirlenen 181 bp’lik korunmus
bolgenin ¢ogaltilmasi amaciyla MARorfX primer ¢ifti (F; 5’-CAG CGA CTG TTG TTA
TAT G-3°/R; 5’-TTA GCC ATA AGC TTA CCA GC-3’) tasarlanmistir (Sekil 3.B.4, C). Son
olarak, A. marginale genomounda bulunan alt1 kopyalit ORFY gen ailesi arasindaki 265 bp’lik
korunmus bolgenin c¢ogaltilmasi amaciyla MARorfY (F; 5°-ATG GTA GCC CTG ATA
TGG-3’/R; 5’-CCT ATG GCT GTA CA(TC) ACA ACC-3’) primer ¢ifti tasarlanmistir (Sekil
3.B4,D).

Tasarlanan primer ¢iftleri niikleotid blast programi kullanilarak NCBI veri tabaninda

kayith genler ile karsilastirildiginda (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) primer ¢iftlerinin

tasarlandig tiirlere 6zgii oldugu belirlenmis ve ¢ogaltilacak DNA iizerindeki hedef bolgeleri

haricindeki alanlara kismi benzerlik géstermemistir.
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(A) MARIbA forward MARIDA reverse

Msp1B_1 GAGTACCTTCACAGTAACGTAGAACAAGCAACTAAAGACCTCATGGCTTCAGAGTTTGCCATGATGACATTTGGTGGCATCATGACGTGTGC
MsplB 2 GAGTACCTTCACAGTAACGTAGAACAAGCAACTAAAGACCTCATGGCTTCAGAGTTTGCCATGATGACATTTGGTGGCATCATGACGTGTGC
Msp1B_3 GATTACCTTCACAGTAACGTAGAACAAGCAACTAAAGACCTCATGGCTTCAGAGTTTGCCATGATGACATTTGGTGGCATCATGACGTGTGC

R R R kR R R R R R AR R R R AR R EARAR R SR R R R R S R R AR R R o

B) MARI1bB1 forward
Msp1B_1 CAGCTCAAGCTACCTGGGAAGGCTTGGCTATGACCGGTAAGTTCATGGGTGCTGTAGCTAAACTAGCTGGTGCAGTATCCATGTGCGTTGCAGCATACACCGCAGCTATCGTGGGTATGGCCGCAGCTACACCT
Msp1B_1 CAGCTCAAGCTACCTGGGAAGGCTTGGCTATGACCGGTAAGTTCATGGGTGCTGTAGCTAAACTAGCTGGTGCAGTATCCATGTGCGTTGCAGCATACACCGCAGCTATCGTGGGTATGGCCGCAGCTACACCT

Mspl1B_1 GCGACGCTGCTGCTGACAGCTATGGACAATCAATCCGTAAACAATGCCGTAGTTAAAGTCAGTGAGTACCTTCACAGTAACGTAGAACAAGCAACTAAAGACCTCATGGCTTCAGAGTTTGCCATGATGACA
Msp1B_1 GCGACGCTGCTGCTGACAGCTATGGACAATCAATCCGTAAACAATGCCGTAGTTAAAGTCAGTGAGTACCTTCACAGTAACGTAGAACAAGCAACTAAAGACCTCATGGCTTCAGAGTTTGCCATGATGACA

A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA A Adhdh
MARI1bB1 reverse

Mspl1B_1 TTTGGTGGCATCATGACGTGTGCCAAGCTTATGAAGGGCTCCTTCGCAGCAATCAATCAGAAGTTTGAAGAAATCAACGCCACCCTCACACGGGAGGCCACAGACATCGCTCAAGGG
Msp1B_1 TTTGGTGGCATCATGACGTGTGCCAAGCTTATGAAGGGCTCCTTCGCAGCAATCAATCAGAAGTTTGAAGAAATCAACGCCGCCCTCACACGGGAGGCCACAGACATCACTCAAGGG

AEEAEXEAE AL A AEAAA KA AL A A A AKX A AKX AKX A AKX A AKX AL A XA AA XA AL A XX AKX A AKX AXAEAAXAEAAXALAAAXAAAXAAXAAAXAAXAAAXAAAXA AEXAXAXAXAAXAAXAAAXAAAXAAXAAAAAAXA dhkdhiiikh

© MARorfX forward

ORFX CAGCGACTGTTGTTATATGTAATGTTATACGGTTTGTGCAGAAGCTGGGACTACCCATCATGACTGGAGTGATACTAGGTTCTAGCATTATGGCTATCTTTGGTAAGCTTGCATGGCCTGCTATTGT
ORFX CAGCGACTGTTGTTATATGTAATGTTATACGGTTTGTGCAGAAGCTGGGACTACCCATCATGACTGGAGTGATACTAGGTTCTAGCATTATGGCTATCTTTGGTAAGCTTGCATGGCCTGCTATTGT
ORFX CAGCGACTGTTGTTATATGTAACGTTATACGGTTTGTGCAGAAGCTTGGGCTTCCTATCATGACTGGAGTGATACTAGGTTCTAGCATTATGGCTATCTTTGGTAAGCTTGCATGGCCTGCTATTGT
ORFX CAGCGACTGTTGTTATATGTAACGTTATACGGTTTGTGCAGAAGCTTGGGCTTCCTATCATGACTGGAGTGATACTAGGTTCTAGCATTATGGCTATCTTTGGTAAGCTTGCATGGCCTGCTATTGT
ORFX CAGCGACTGTTGTTATATGTAACGTTATACGGTTTGTGCAGAAGCTGGGACTACCCATCATGACTGGGGTGATACTAGGTTCTAGCATTATGGCCATCTTTGGTAAGCTTGCATGGCCTGCTATTGT
ORFX CAGCGACTGTTGTTATATGTAACGTTATACGGTTTGTGCAGAAGCTTGGGCTTCCTATCATGACTGGAGTGATACTAGGTTCTAGCATTATGGCTATCTTTGGTAAGCTTGCATGGCCTGCTATTGT
ORFX CAGCGACTGTTGTTATATGTAACGTTATACGGTTTGTGCAGAAGCTGGGACTACCTATCATGACTGGGGTGATATTGGGTTCTAGCATTATGGCCATCTTTGGTAAGCTTGCATGGCCTGCTATTGT
ORFX CAGCGACTATTGTTATATGTAACGTTATACGGTTTGTGCAGAAGCTGGGACTACCCATCATGACTGGAGTGATACTAGGTTCTAGCATTATGGCTATCTTTGGTAAGCTTGCATGGCCTGCTATTGT
ORFX CAGCGACTGTTGTTATATGCAATGTTATACGGTTTGTGCAGAAGCTGGGACTACCCATCATGACTGGGGTGATACTAGGTTCTAGCATTATGGCTATCTTTGGTAAGCTTGCATGGCCTGCTATTGT
ORFX CAGCGACTGTTGTTATATGTAACGTTATACGGTTTGTGCAGAAGCTGGGACTACCCATCATGACTGGGGTGATACTAGGTTCTAGCATTATGGCTATCTTTGGTAAGCTTGCATGGCCTGCTATTGT
ORFX CAGCGACTGTTGTTATATGCAATGTTATACGGTTTGTGCAGAAGCTGGGACTACCCATCATGACTGGGGTGATACTAGGTTCTAGCATTATGGCTATCTTTGGTAAGCTTGCATGGCCTGCTATTGT
ORFX CAGCGACTATTGTTATATGTAACGTTATACGGTTTGTGCAGAAGCTGGGACTACCCATCATGACTGGAGTGATACTAGGTTCTAGCATTATGGCTATCTTTGGTAAGCTTGCATGGCCTGCTATTGT

AEEAXEAAK KEAAXEAXAXAAXAA KA AEAXAXAXAAXAAXAXAXAAXAAAXAALAXAA Khx Ahx *Ahx AEAXAXAXXAAXAEAKX AXAXEAXA K AAAXAXTXAAXTAXAXAAXAAAX AXAXEAAXAAXAXAAXAAXAXAAAXAAAAAXAAXAALAXAAhx

MARorfX reverse
ORFX AATGTTGGTTGTATTTACAGCTATATTCTTTGGTGCTGGTAAGCTTATGGCTAA
ORFX AATGTTGGTTGTATTTACAGCTATATTCTTTGGTGCTGGTAAGCTCATGGCTAA
ORFX AATGTTGGTTGTATTTACAGCTATATTCTTTGGTGCTGGTAAGCTTATGGCTAA
ORFX AATGTTGGTTGTATTTACAGCTATATTCTTTGGTGCTGGTAAGCTTATGGCTAA
ORFX AATGTTGCTTGTATTTACAGCTATATTCTTTGGTGCTGGTAAGCTCATGGCTAA
ORFX AATGTTGGTTGTATTTACAGCTATATTCTTTGGTGCTGGTAAGCTTATGGCTAA
ORFX GATGTTGGTTGTATTTACAGCTATATTCTTTGGTGCTGGTAAGCTTATGGCTAA
ORFX GATGTTGGTTGTATTTACAGCTATATTCTTTGGTGCTGGTAAGCTTATGGCTAA
ORFX AATGTTGCTTGTATTTACAGCTATATTCTTTGGTGCTGGTAAGCTTATGGCTAA
ORFX AATGTTGCTTGTATTTACAGCTATATTCTTTGGTGCTGGTAAGCTTATGGCTAA
ORFX AATGTTGGTTGTATTTACAGCTATATTCTTTGGTGCTGGTAAGCTTATGGCTAA
ORFX GATGTTGGTTGTATTTACAGCTATATTCTTTGGTGCTGGTAAGCTTATGGCTAA

*xx *xx EaR A e
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(D)

ORFY
ORFY
ORFY
ORFY
ORFY
ORFY

ORFY
ORFY
ORFY
ORFY
ORFY
ORFY

MARorfY forward
ATGGTAGCCCTGATATGGTTATTCATCACAGCAGGTTCTACTAATGCCGATACTATCAGCAGTACTAACACTGCTGACGATACAGCTACCAAGGTTATTTGTGACGTCATTGTCTTCGTGCAGAAGCTGGGATTA
ATGGTAGCCCTGATATGGTTATTCATCACAGCAGGTTCTACTAATGCCGATACTATCAGCAGTACTAACACTGCTGACGATACAGCTACCAAGGTTATTTGTGACGTCATTGTCTTCGTGCAGAAGCTGGGATTA
ATGGTAGCCCTGATATGGTTATTCATCACAGCAGGTTCTACTAATGCCGATACTATCAGCAGTACTAACACTGCTGACGATACAGCTACCAAGGTTATTTGTGACGTCATTGTCTTCGTGCAGAAGCTGGGATTA
ATGGTAGCCCTGATATGGTTATTCATCACAGCAGGTTCTACTAATGCCGATACTATCAGCAGTACTAACACTGCTGACGATACAGCTACCAAGGTTATTTGTGACGTCATTGTCTTCGTGCAGAAGCTGGGATTA
ATGGTAGCCCTGATATGGTTATTCATCACAGCAGGTTCTACTAATGCCGATACTATCAGCAGTACTAACACTGCTGACGATACAGCTACCAAGGTTATTTGTGACGTCATTGTCTTCGTGCAGAAGCTGGGATTA
ATGGTAGCCCTGATATGGTTATTCATCACAGCAGGTTCTACTAATGCCGATACTATCAGCAGTACTAACACTGCTGACGATACAGCTACCAAGGTTATTTGTGACGTCATTGTCTTCGTGCAGAAGCTGGGATTA

= s

R s S s =

MAROorfY reverse
CCCATCATGACAGGGGTGGTACTAGGTTCTGGCGTCATGGCTTGGCACACTTGCATGGCCTGCCATGGTAATGCTGGTTGTGTGTACAGCCATAGG
CCCATCATGACAGGGGTGGTACTAGGTTCTGGCGTCATGGCTTGGCACACTTGCATGGCCTGCCATGGTAATGCTGGTTGTATGTACAGCCATAGG
CCCATCATGACAGGGGTGGTACTAGGTTCTGGCGTCATGGCTTGGCACACTTGCATGGCCTGCCATGGTAATGCTGGTTGTATGTACAGCCATAGG
CCCATCATGACAGGGGTGGTACTAGGTTCTGGCGTCATGGCTTGGCACACTTGCATGGCCTGCCATGGTAATGCTGGTTGTATGTACAGCCATAGG
CCCATCATGACAGGGGTGGTACTAGGTTCTGGCGTCATGGCTTGGCACACTTGCATGGCCTGCCATGGTAATGCTGGTTGTGTGTACAGCCATAGG
CCCATCATGACAGGGGTGGTACTAGGTTCTGGCGTCATGGCTTGGCACACTTGCATGGCCTGCCATGGTAATGCTGGTTGTGTGTACAGCCATAGG

EE A R e s

B e S

Sekil 3.B.4. Anaplasma marginale’nin teshisinde kullanilmak iizere ¢oklu kopyaya sahip gen ailelerinin ¢ogaltilmas1 amaciyla tasarlanan primer ciftleri ve

bunlarin ¢ogaltacaklari ailedeki genler arasinda korunmus olan bolgeler ve niikleotid dizilimleri. (A) ve (B); Msplp gen ailesini ¢ogaltmada
kullanilan MAR1bA (A) ve MAR1bB1 (B) primer ciftlerinin genler iizerindeki baglanma yerleri ve ¢cogaltilacak bolgeye ait niikleotid dizilimi,
(C); ORFX gen ailesini ¢ogaltmada tasarlanan MARorfX primer ¢iftinin gen tlizerindeki baglanma yerleri ve ¢ogaltilacak bdlgeye ait niikleotid
dizilimi, (D); ORFY gen ailesini ¢ogaltmada tasarlanan MARorfY primer ¢iftinin gen iizerindeki baglanma yerleri ve ¢ogaltilacak bdlgeye ait
niikleotid dizilimi. Karsilastirilan niikleotid dizilimleri arasindaki korunmus baz bdlgeleri '*' isareti ile, bosluklar ise ‘-’ isareti ile

gosterilmektedir. Golgelenmis bolgeler (A, B, C ve D) her primer ciftinin o gen bolgesinde baglanacagi kisimlar1 gostermektedir.
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3.3.2.2. Tasarlanan Primer Ciftlerinin Tekli PZR ile Ozgiilliiklerinin

Degerlendirilmesi

Theileria annulata’nin tespitinde kullanilacak olan cytobl primer c¢iftine ait sonuglar
3.2.2. Bulgular kisimda verilmistir.

Anaplasma marginale tiiriine 6zgii tasarlanan primer ciftlerinin (Mar1bA, MAR1bBI1,
MARI1bB2, MARorfX ve MARorfY) oOzgiilliikleri farkli bolgelere ait iki 4. marginale
(Aydin, St.Maries) izolati, 4. centrale, A. phagocytophila, T. annulata ve B. bovis DNA
ornekleri kullanilarak 3.3.1. Gere¢ ve Yontem kisimda anlatilan temel PZR ile belirlenmistir.
Yapilan PZR sonucunca tasarlanan MarlbA, MARI1bB1, MARI1bB2, MARorfX ve
MAROortY primer ciftleri ile 4. marginale izolatlarina ait siras1 ile 92, 382, 265, 181 ve 231
bp’ lik bolgeler 6zgiil olarak ¢ogaltilmistir (Resim 3.B.1. A, B, C, D ve E). MarlbA,
MARI1bB1, MAR1bB2 primer giftlerinde 7. annulata’ya ait DNA 6rneginde goriilen 500 bp
ve yukar1 boyutlardaki 6zgiil olmayan bantlar (Resim 3.B.1. A, B ve C) haricinde beklendigi
sekilde kullanilan diger tiirlere ait (4. centrale, A. phagocytophila ve B. bovis) DNA ornekleri
ile herhangi bir iriin ¢ogaltilmamistir (Resim 3.B.1). 7. annulata DNA’s1 kullanilan
orneklerde goriilen 6zgiil olamayan bantlar muhtemelen Resim 3.B.1 (E), sira 5’teki simir
goriintlisiinde oldugu gibi kullanilan DNA 6rneginin ¢ok yogun olmasindan kaynaklanmistir.

Babesia bovis tiriiniin tespitinde kullanilmak {izere tasarlanan bovarl, bovar40S,
bovar2A, bovar2B, bovarABC, bovar3A ve bovar3B primer ciftlerinin 6zgiilliikkleri farkli
bolgelere ait dokuz B. bovis (Meksiko, Kusanwyanga, M07, Lismore, Galed saha susu, Gonen
saha susu, As1 susu T, Ast susu MH ve Aydin) izolati, 7. annulata, A. marginale, A. centrale
ve B. bigemina DNA o6rnekleri kullanilarak 3.3.1. Gere¢ ve Yontem kisimda anlatilan temel
PZR ile belirlenmistir. Bovarl primer ¢ifti kullanilarak yapilan PZR ile beklendigi sekilde
tiim B. bovis izolatlarinda 127 bp’lik bolge ¢ogaltilmistir, ancak kullanilan ¢ogu izolatta ~100
bp’ ik ikincil bir bant olusumu goriilmiistiir. Bunun haricinde kullanilan diger tiirlere ait
DNA o6rnekleri ile her hangi bir cogalma gozlenmemistir (Resim 3.B.2, A). Bovar40S primer
cifti ile tim B. bovis izolatlarinda 204 bp’lik bolge 6zgiil olarak ¢ogaltilmistir. B. bigemina ile
elde edilen 1000 bp’in iizerindeki 6zgiil olamayan bant haricinde kullanilan diger tiirlere ait
DNA orneklerinde higbir ¢ogalma goriilmemistir (Resim 3.B.2, B). Bovar2A ve bovar2B
primer ¢ifti kullanilarak yapilan PZR sonucunda tiim B.bovis izolatalarinda beklendigi sekilde
166 ve 188 bp’lik bolgeler cogaltilmistir. Bovar2B primer ¢ifti ile kullanilan ¢ogu izolatta
cogaltmas1 beklenilen 188 bp’lik bolgeye ilaveten =120 ve 200 bp uzunlukta 6zgiil olamayan

cogalmalar haricinde ne bovar2A nede bovar2B primer ¢ifti kullanilan diger tiirlere ait DNA
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orneklerinde ¢ogalma olusturmamistir (Resim 3.B.2, C ve D). BovarABC primer c¢ifti ile
yapilan PZR sonucunda 124 bp’lik kisim tiim B.bovis izolatalarinda beklendigi sekilde 6zgiil
olarak cogaltilirken, kullanilan diger tiirlere ait DNA Ornekleri ile her hangi bir ¢ogalma
gbézlenmemistir (Resim 3.B.2, E). Son olarak bovar3A ve bovar3B primer ¢ifti kullanilarak
yapilan PZR sonucunda (Resim 3.B.2, F ve G) tiim B. bovis izolatlarinda sirasiyla 243 ve 103
bp’lik bolgeler beklendigi sekilde ¢ogaltilmis, ancak bovar3A primer ¢ifti kullanilarak yapilan
PZR’ da ¢ogu izolatta =350 ve 450 bp uzunlukta 6zgiil olamayan bantlar olusmustur. PZR’da
kullanilan A. marginale haricindeki diger tiirlere DNA 6rneklerinde 6zgiil olamayan ¢ogalma
goriilmezken, bovar3B primer ¢ifti 4. marginale ile =250 ve 800 bp uzunlukta iki ve bovar3B

pirmer ¢ifti ise sadece =800 bp uzunlukta bir 6zgiil olamayan bant olusturmustur.
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Resim 3.B.1. Anaplasma marginale’nin teshisinde kullanilmak {izere tasarlanan MAR1bA (A), MAR1bB1 (B), MAR1bB2 (C), MARorfX (D) ve MARorfY (E) primer ¢iftlerinin tekli

PZR ile 6zgiilliiklerinin belirlenmesi (Devam),
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Resim 3.B.1. Anaplasma marginale’nin teshisinde kullanilmak tizere tasarlanan MARI1bA
(A), MARI1DbBI1 (B), MAR1bB2 (C), MARorfX (D) ve MARortY (E) primer
ciftlerinin tekli PZR ile 6zgiilliiklerinin belirlenmesi. M, 100 bp’lik molekiiler
boyut belirleyici (Invitrogen™); kuyu 1, 4. marginale Aydin; kuyu 2, A.
marginale St.Maries; kuyu 3, A. centrale; kuyu 4; A. centrale; kuyu 5, T.
annulata; kuyu 6, B. bovis; kuyu 7, PZR kontrol (su). Oklar MAR1bA (A),
MARI1bB1 (B), MAR1bB2 (C), MARorfX (D) ve MARorfY (E) primer
ciftleri ile g¢ogaltilan sirasiyla 92, 382, 265, 181 ve 231 bp’lik bdlgeleri

gostermektedir.
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Tasarlanan primer ¢iftlerinin yapilan PZR ile belirlenen 6zgiilliikkleri, GC miktarlari,
Tm degerleri, ¢ogalttiklart {iriinlerin uzunluklari karsilastirilmistir (Cizelge 3.B.1). Bir sonraki
asama olan gradient PZR’da kullanilmak iizere 4. marginale’ye 6zgii MARorfX, MARorfY,
MARI1bB2 ile B. bovis’e 6zgii olan bovarl ve bovar2A primer ¢iftleri belirlenmistir. Yapilan
gradient PCR sonucunda cytobl, MAR1bB2 ve bovar2A primer ¢iftlerinin multipleks PZR ile
T.annulata, A. marginale ve B. bovis tiirlerinin es zamanl tespitinde kullanilmistir. Bu amagla
belirlenen primer ciftlerinin (cytobl, MAR1bB2 ve bovar2A) oligo analiz bilgisayar programi
(www.uku.fi/~kuulasma/OligoSoftware) ile yapilan analizleri sonucunda (Cizelge 3.B.2)
tasarlanan diger primer ¢iftlerine kiyasla cytobl ileri yonlii primerinin %38.1 ile en diisiikk GC
miktarina, 54°C’lik Ty, degerine ve -6,07 kcal/mol ile en yiiksek kendine baglanma olasiligina
sahip oldugu belirlenmistir. Cytobl1 ileri yonlii primerinin GC miktart ile Ty, degeri multipleks
PZR’da kullanilacak olan diger primer ¢iftlerinden anlamli bulunmamis ve PZR’da kullanilan
karigtmdaki MgCl, ile primer konsantrasyonda yapilan optimizasyondan sonra bu primerin
hedef DNA boélgesine baglanamama riski ortadan kaldirilmistir. B. bovis’in ¢ogaltilmasinda
kullanilan bovar2A primer ¢iftlerinin hi¢birinde kendine baglanma olasilig1 belirlenmemis ve
MARI1bB2 ile cytobl ileri yonlii primerlerininde bu olasilik oldukea diisiik ¢ikmistir. Bununla
birlikte cyto bl geri yolii primeri -3.64 kcal/mol ile en yiiksek kendine baglanma olasiligi olan
primer oldugu belirlenmistir. Tasarlanan primer ¢iftlerinden hicbiri 3> ucunda loop olusturma
riski tagimadigi, bovar2A ileri ve MAR1bB2 geri yonlii primer ¢iflerinin -7.39 kcal/mol ile en
yiiksek primer-dimer olusturma olasiligina sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.B.2). Loop
olusumu, kendine baglanma ve primer—dimer olusturma gibi riskler multipleks PZR’da
kullanilan tampon soliisyon, reaksiyondaki siklus parametreleri, primer, dNTP ve MgCl,

konsantrasyonlarinin optimize edilmesi ile engellenmistir.
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Resim 3.B.2. Babesia bovis’in teshisinde kullanilmak tizere tasarlanan bovarl (A), bovar40S
(B), bovar2A (C), bovar2B (D), bovarABC (E), bovar3A (F) ve bovar3B (G)
primer ¢iftlerinin tekli PZR ile ozgiilliikklerinin belirlenmesi. M, 100 bp’ lik
molekiiler boyut belirleyici (Invitrogen'™); kuyu 1, B. bovis Meksiko; kuyu 2,
B.bovis Kusanwyanga; kuyu 3, B. bovis M07; kuyu 4; B.bovis Lismore; kuyu 5,
B.bovis Galed saha susu; kuyu 6, B. bovis Gonen saha susu; kuyu 7, B.bovis as1
susu T; kuyu 8, B. bovis as1 susu MH; kuyu 9, B. bovis Aydin; kuyu 10,
T.annulata; kuyu 11, A. marginale; kuyu 12, A. centrale; kuyu 13, B. bigemina;
kuyu 13, PZR kontrol (su). Oklar; bovarl (A), bovar40S (B), bovar2A (C),
bovar2B (D), bovarABC (E), bovar3A (F) ve bovar3B (G) primer ciftleri ile
cogaltilan sirasiyla 127, 204, 124, 166, 188, 243 ve 103 bp’lik bolgeleri

gostermektedir.
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Cizelge 3.B.2. Multipleks PZR’da kullanilan primer ¢iftleri ve bunlarin oligo analiz programi (1.0.2) kullanilarak elde edilen sonuglari

Tiir ad1 gen ad1 Kopya satisi/ primer Cogaltilan dizilimi GC Tm Kendine loop
genom ismi bélgenin miktari (°O) baglanma olusumu
boyu (%) (kcal/mol) (kcal/mol)
(bp)
B.bovis Varyant
erirosit yiizey 72 bovar2A 166 For; CAAGCATACAACCAGGTGG 526 567  -1,81 yok
Ag-1 alfa alt
linitesi geni
Rev; ACCCCAGGCACATCCAGCTA 60 61.4 -3,13 yok
major ylizey -1,76
A.marginale protein 1B MAR1bB2 265 For; GCTCTAGCAGGTTATGCGTC 55 59.4 -1,88 5"-GCTCTAGCAGG
kodlayan gen Il T
"-CTGCGTAT
-1,76
Rev; CTGCTTGGGAGAATGCACCT 55 59.4 -3,84 5"-CTGCTTGGG
- )
3" -TCCACGTAAGA
cytobl -0,56
T.annulata sitokrom b bilinmiyor For; ACTTTGGCCGTAATGTTAAAC 38.1 54 -6,07 5" -ACTTTGGCCGT
312 il :
3" -CAAATTGTAA
-3,64
Rev; CTCTGGACCAACTGTTTGG 526 567 -3,76 5" -CTCTGGACCAACT

il
3"-GGTTTG
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Son olarak multipleks PZR’de kullanilacak olan cytobl, MAR1bB2 ve bovar2A
primer ciftleri Theileria, Babesia ve Anaplasma tirlerine ait 10 DNA o6rnegi ile enfekte
olmayan s1gir PBM (3.2.1. Gereg ve Yontem/Deneysel Enfeksiyon) DNA’ s1 kullanilarak ayni
kosullar altinda tekli PZR ile degerlendirilmistir. Cytobl, MARIbB2 ve bovar2A primer
ciftleri ile sirastyla 7. annulata Aydin (Resim 3.B.3 (A), sira 13), A. marginale Aydin (Resim
3.B.3 (B), sira 3) ve B. bovis Aydin (Resim 3.B.3 (C), sira 10) izolatlarina ait belirlenen
uzunluktaki bolgeler 6zgiil olarak ¢ogaltilmis ve diger tiirlere ait DNA 6rneklerinde hicbir
cogalma goriilmemistir. Belirlenen cytobl, MAR1bB2 ve bovar2 A primer ¢iftleri 3.3.1. Gereg
ve Yontem kisminda anlatilan optimize edilmis kosullarda multipleks PZR ile asagida

anlatilan 6rnekler kullanilarak degerlendirilmistir.
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Resim 3.B.3. Theileria, Babesia ve Anaplasma tirlerinin Cytobl (A), MAR1bB2 (B) ve
bovar2A(C) primer ciftleri ile ayr1 olarak c¢ogaltilarak 06zgiilliiklerinin
belirlenmesi. Kuyu 1, 100 bp’lik molekiiler boyut belirleyici (Invitrogen™);
kuyu 2, su PCR kontrol; kuyu 3, A. marginale; kuyu 4; A. centrale; kuyu 5,
A.phagocytophila; kuyu 6, T. parva; kuyu 7, T. lestogardi; kuyu 8, T. sergenti;
kuyu 9, B. bovis; kuyu 10, B. bigemina; kuyu 11, T. equi; kuyu 12, Enfekte
olmayan sigir PBM; kuyu 13, 7. annulata. OKlar sirastyla CytoblF /CytoblR
(A), bovar2A F/bovar2A R (B) ve MAR1bB2 F /MARI1b B2 R (C) primer
ciftleri ile gogaltilan 312, 265 ve 166 bp’lik bolgeler.
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3.3.2.3. Tekli ve Multipleks PZR’ nun Duyarhhklar:

Cytobl, MAR1bB2 ve bovar2A prime ¢iftleri kullanilarak yapilan tekli ve multipleks
PZR’larinin duyarliliklar1 B. bovis as1 susu T, A. marginale St. Maries ve T. annulata
Ankara/D7 izolatlarina ait esit molariteye sahip DNA’larmn ayr1 ayr1 10 katli sulandirmalari ile
icerisinde esit miktarlardaki B. bovis as1 susu T, A. marginale St. Maries ve T. annulata
Ankara/D7 DNA’lar1  bulunan karistmin 10 katli  sulandirmalar1  kullanilarak
degerlendirilmistir (Cizelge 3.B.3). Optimize edilen multipleks PZR’u her tiire ait DNA’lar
icin ayr1 ayr1 hazirlanan sulandirmalar (Resim 3.B.4) ve tiim tiirlere ait esit miktarda DNA
iceren karisimdan hazirlanan sulandirmalar (Resim 3.B.5) ile 7. annulata, A. marginale ve B.
bovis DNA’larin1 sirasiyla 10, 107 ve 107 olacak sekilde esit duyarhilikta tespit etmistir.
Buna ek olarak, tiim tiirlere ait esit miktarda DNA i¢eren karisimdan hazirlanan sulandirmalar
kullanilarak yapilan tekli PZR’da 7. annulata, A. marginale ve B. bovis DNA’larini
multipleks PZR ile ayn1 duyarlilikta tespit etmistir. Bununla birlikte, her tiire ait DNA” lar igin
ayr1 ayr1 hazirlanan sulandirmalar kullanilarak her tiire 6zgii primer ¢ifti ile yapilan tekli PZR
sonucunda 7. annulata, A. marginale ve B. bovis tiirlerinin duyarlililar1 sirastyla 107, 10 ve
10 ya kadar yiikselmistir (Cizelge 3.B.3). Bu sonuglar bize hayvanlarda gériilen es zamanl
enfeksiyonlarin tespitinde multipleks PZR ’nun duyarliliginda tekli PZR ile karsilastirildiginda
herhangi bir azalma olmadigin1 gostermektedir. Ancak tekli PZR’nun 7. annulata, A.
marginale ve B. bovis tlrlerine ait esit miktarda DNA igeren karisimdan hazirlanan
sulandirmalardaki duyarlilii her tiire ait DNA’lar i¢in ayr1 ayr1 hazirlanan sulandirmalarla

karsilagtirildiginda miks enfeksiyonlarda tekli PZR’unun duyarliliginda azalma goriilmiistiir.
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Cizelge 3.B.3. Cytobl, bovar2A ve MARI1bB2 primer ¢iftlerinin tekli PZR ve multipleks
PZR yontemleri ile belirlenen duyarliliklarinin kasilastiriimasi.

Tekli PZR
10 kath .
Multipleks PZR
sulandirmalar Cytobl MarlbB2 Bovar2A
-10 %
T. annulata diliisyonu 10 l - 10
A. marginale - 107 ; 107
diliisyonu
6 5
B. bovis diliisyonu i ' 10 10
Mﬂlks DNA 10 ] ] 10*
diliisyonunda
T. annulata
Miks DNA ) e ] 07
diliisyonunda
A. marginale
Miks DNA
dilisyonunda - - 107 107
B. bovis
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Resim 3.B.4. Theileria annulata Ankara/D7 (A), A. marginale St. Maries (B) and B. bovis
as1 susu T (C) DNA’larimin her birinin 10 katli sulandirilarak elde edilen
sulandirmalar kullanilarak yapilan multipleks PCR sonuglart. Kuyu 1, 100 bp’
lik molekiiler boyut belirleyici (Thermo elect. corp.); kuyu 2 — 11, T. annulata
Ankara/D7 (A), A. marginale St.Maries (B) ve B. bovis as1 susu T (C) ait her
bir DNA &rneginin 107"’ den 10"'%a kadar olan 10 katli sulandirmalari. Oklar
sirastyla CytoblF/CytoblR (A), bovar2AF/bovar2A R (B) ve MARI1bB2F
/MAR1b B2 R (C) primer c¢iftleri ile cogaltilan 312, 265 ve 166 bp.
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Resim 3.B.5. Theileria annulata Ankara/D7, B. bovis T as1 susu Israyil ve A. marginale St.
Maries DNA karigimi kullanilarak yapilan multipleks PCR’ 1n sensitivitesinin
belirlenmesinde ethidyum bromid ile boyanmis agaroz gel (% 2,5) elektroforez
gorlintiisi. Kuyu 1, 100 bp’lik molekiiler boyut belirleyici (Thermo elect.
corp.); kuyu 2, su kontrolii; kuyu 3-13, 10"°den 10 katli olarak 10™"e kadar
sulandirilmis miks DNA 6rnekleri; kuyu 14, enfekte olmayan sigir PBM.
Oklar yukaridan asagiya dogru sirasiyla CytoblF/CytoblR, bovar2A
F/bovar2A R ve MAR1bB2 F/ MAR1bB2 R primer ciftleri iel ¢ogaltilan 312,
265 ve 166 bp’lik bolgeler.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Resim 3.B.6. Sahadan toplanan bazi DNA ornekleri kullanilarak yapilan multipleks PCR
sonuglarinin ethidyum bromid ile boyanmis agaroz gel (% 2,5) goriintiisii.
Kuyu 1, 100 bp’lik molekiiler boyut belirleyici (Invitrogen™); kuyu 2, su
kontrolli; kuyu 3-13, endemik bdlgeden toplanan saha ornekleri. Oklar
yukaridan asagiya dogru sirasiyla Cytob1F/CytoblR, bovar2AF/bovar2AR ve
MARI1bB2F/MAR1bB2R primer ciftleri ile ¢gogaltilan 312, 265 ve 166 bp’lik
bolgeler.
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3.3.2.4. Saha Sartlrindan Toplanan Kan Orneklerinin Degerlendirilmesi

Aydin ili ve buna bagh il¢elerdeki hayvanlardan toplanan 73 kan 6rnegi 7. annulata,
B. bovis ve A.marginale enfeksiyonlari yoniinden tekli ve multipleks PZR ile
degerlendirilmis ve DNA o6rneklerinden elde edilen tekli ve multipleks PCR sonuglar1 Cizelge
3.B.4’de verilmistir. Cyto bl, MAR1bB2 ve bovar2A primer ¢iftleri kullanilarak ayr1 ayri
yapilan tekli PZR ile test edilen 73 hayvandan 51 tanesinde T.annulata, 16 tanesinde
A.marginale ve 25 tanesinde ise B.bovis enfeksiyonuna rastlanmistir. Aynt DNA 6rnekleri ile
cyto bl, MARIbB2 ve bovar2A primer ciftleri kullanilarak yapilan multipleks PZR
sonucunda 73 hayvandan 39 tanesinde sadece 7. annulata, bir tanesinde sadece 4. marginale
ve 17 tanesinde sadece B. bovis enfeksiyonu, geriye kalan 4, 8§ ve 4 hayvanda sirasiyla
T.annulata/A. marginale/B. bovis, T. annulata/A. marginale ve A. marginale/B. bovis seklinde
es zamanli enfeksiyon tespit edilmistir. Yapilan tekli PZR ile bir hayvanda sirasiyla
T.annulata ve A. marginale enfeksiyonu tespit edilmis, ancak ayni 6rnek kullanilarak yapilan
multipleks PZR sonucunda sadece 7. annulata enfeksiyonu tespit edilmistir. Bir diger DNA
ornegide yapilan tekli PZR ile sadece T. annulata enfeksiyonu tespit edilirken, aym 6rnek
kullanilarak yapilan multipleks PZR sonucunda 7. annulata ve A. marginale enfeksiyonlari eg
zamanl olarak tespit edilmistir. Bunlara ek olarak multipleks PZR’da yapilan tekli PZR ile
negatif sonu¢ veren bir hayvanda A. marginale enfeksiyonuna rastlanilmistir. Sahadan
toplanan DNA ornekleri kullanilarak yapilan multipleks PCR sonuglarinin bir kismina ait

ethidyum bromid ile boyanmis agaroz jel sonuglar1 Resim 3.B.6’da gosterilmektedir.
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Cizelge 3.B.4. Saha sartlarinda toplanan DNA 6rneklerinden elde edilen tekli ve multipleks PCR sonuglari.

Toplam
Pozitif hayvan sayisi Negatif hayvan hayvan
sayis1 sayis1
T.annulata  A.marginale  B.bovis  T.a/B.bov./A.marg. T.a/A.marg. B.bov./A.marg.
Tekli PZR
cytobl 51 22 73
MAR1bB2 16 57 73
bovar2A 25 48 73
Multipleks PZR 39 1 17 4 8 4 1 73
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3.3.2.5. Multipleks PZR ile Cogaltilan Uriinlerin Dizilim Sonuglar

Cytobl, MARIbB2 ve bovar2A primer c¢iftleri kullanilarak multipleks PZR ile
cogaltilan her tiire Ozgii trlinlerin dizilim analizleri sonucunda elde edilen niikleotid
dizilimleri Sekil 3.B.5’de gosterilmistir. Cogaltilan iirtinlerin niikleotid dizilim sonuglari
niikleotid blast programi kullanilarak NCBI veri tabaninda kontrol edilmis ve cyto bl primer
cifti ile cogaltilan 312 bp’lik iirlin T.annulata sitokrom b genine %99 ve MAR1bB2 primer
cifti ile ¢ogaltilan 231 bp’lik iiriin 4. marginale’nin msp1f genine %100 oraninda benzerlik
gostermistir (Sekil 3.12, A ve B). Bovar2A primer ¢ifti kullanilarak ¢ogaltilan 166 bp’lik iiriin
B. bovis’ in vesa—la gen bolgesine %92 benzerlik gostermistir (Sekil 3.12 C). Bovar2A
primer ciftleri ile ¢cogaltilan iirtinde diger dizilim sonuglarina nazaran daha diisiik benzerlik
goriilmesi vesa—lo ailesinde bulunan gen bolgeleri arasinda goriilen yliksek niikleotid
polimorfizimine (Sekil 3.B.2) baghdir, ancak yiiksek polimorfizm gdstermesine ragmen gen
bolgesini ¢ogaltmada kullanilan primer ciftlerinin gen iizerindeki baglanma bdlgeleri oldukca

korunmustur (Sekil 3.B.2, C).
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(A) cytobl forward

1 primer 156
Tap ACTTTGGCCGTAATGTTAAACATTTGTTTCGGTTGGTTTGTTCGTCTTTATCACTCGTTTGGAGTTTCGTTTTATTTCTTCTTTATGTTTCTACATATCATGAAAGGTATGTGGTATTCTAGTAATCATTTACCTTGGTCTTGGTATTCTGGTGTT
D7 ACTTTGGCCGTAATGTTAAACATTTGTTTCGGTTGGTTTGTTCGTCTTTATCACTCGTTTGGAGTTTCGTTTTATTTCTTCTTTATGTTTCTACATATCATGAAAGGTATGTGGTATTCTAGTAATCATTTACCTTAGTCTTGGTATTCTGGTGTT

157 cytobl reverse primer 2
Tap GTTATTTTCGTTTTAAGTATAGCAACTGCTTTTGTTGGTTATGTATTACCAGATGGTCAAATGAGCTTCTGGGGAGCTACAGTCATAGGTGGTTTATTGAAATTTTTCGGAAAAGCTAATGTTCTAATTTTTGGAGGCCAAACAGTTGGTCCA&%&

D7 GTTATTTTCGTTTTAAGTATAGCAACTGCTTTTGTTGGTTATGTATTACCAGATGGTCAAATGAGCTTCTGGGGAGCTACAGTCATAGGTGGTTTATTGAAATTTTTCGGAAAAGCTAATGTTCTAATTTTTGGAGGCCAAACAGTTGGTCCAGAG

(B) MARbB2 forward

] rimer

Seq. GCTCTAGCAGGTTATGCGTCAGTTGAACAGCTAGAAGAAGCAAAGGCAGCAGACAGGGCACAGGCTGAGCAGCAAGCTGAAGAACAAGCAATGACCAAGAGTGTGGCACAGGAGCGTGCAGCAACAGTTGCTGCAGGGACTGAAACCATTAAGA%%6
AM90 GCTCTAGCAGGTTATGCGTCAGTTGAACAGCTAGAAGAAGCAAAGGAAGCAGACAGGGTACAGGCTGAGCAGCGAGCTGAAGCACAAGCAATGACCGAGCGTGTGGCAGGGGAGCGTGCAGCAACAGTTGCTGCAGGGACTGAAACCATTAAGACC
AM98 GCTCTAGCAGGTTATGCGTCAGTTGAACAGCTAGAAGAAGCAAAGGAAGCAGACAGGGTACAGGCTGAGCAGCGAGCTGAAGCACAAGCAATGACCGAGCGTGTGGCAGGGGAGCGTGCAGCAACAGTTGCTGCAGGGACTGAAACCATTAAGACC

157 MARI1bB2 reverse primer ) (45
Seq ATCGTCAGCGATATGCGGAATGAGCTTGCTAAAGGGCATGAACAGCTTCAGCTCGTCATCACCGATATGTGTAATGAGCTTGCACAAATAGGTGCATTCTCCCAAGCAG
AM90 ATCGTCAGCGATATGCGGAATGAGCTTGCTAAAGGGCATGAACAGCTTCAGCTCGTCATCACCGATATGTGTAATGAGCTTGCACAAATAGGTGCATTCTCCCAAGCAG
AM98 ATCGTCAGCGATATGCGGAATGAGCTTGCTAAAGGGCATGAACAGCTTCAGCTCGTCATCACCGATATGTGTAATGAGCTTGCACAAATAGGTGCATTCTCCCAAGCAG

(C) bovar2A forward bovar2A reverse
primer
Seq1 CAAGCATACAACCAGGTGGTCCACTACATTAGGGCTCTATTCTACCAGTTGTACTTCCTTAGGAAGCAATGTGCCGTGAAGGTCACTTGTGGAGGAAAATGGCGTGAATGTAGGTATGGGGATGGAGTGCTTGGGAGGGATGTAGTTAGCTGGA%%
BV1 CAAGCATACAACCAGGTGGTACACTACATTAGGGCTCTGTTCTACCAGTTGTACTTCCTTAGGAAACAATGTGCAGTGAAAGTTACTTGTGGAGGTAAATGGCGTGAGTGTAGGTATGGTAGTGGAGTGCTTGGAAAGGATGTAGTTAGCTGGATG
BV2 CAAGCATACAACCAGGTAGTTCACTACATTAGGGCTCTGTTCTACCAACTATACTTCCTTAGGAAGCAATGTGCAGTTAAAGTGACTTGTGGAGGCAAATGGAGAGAGTGTAGGTATGGGGATGGAGTGCTTGGGAAGGATGTAGTTAGCTGGATG
BV3 CAAGCATACAACCAGGTGGTACACTACATTAGGGCTCTGTTCTATCAACTATACTTCCTTAGGAAGCAATGTGCTGTGAAAGTCACTTGTGGAGGCAAATGGCGTGAGTGTAGGTATGGAAATGGGGTACTTGGGAAGGATGTAGTTAGCTGGATG
BV4 CAAGCATACAACCAGGTGGTACACTACATTAGGGCTCTATTCTACCAACTCTATTTCCTTAGGAAGCAATGTGCAGTTAAAGTGGCTCTAGGAGGGAAATGGCGTGAATGTAGGTATGGTAAAGATGTGCTTGGGAAGAATGCCATTAGCTGGATG
BV5 CAAGCATACAACCAGGTGGTTCACTACATTAGGGCTCTATTCTATCAACTCTATTTCCTTAGGAAGCAATGTGCGGTGAAGGTTGCTTGTGGAGGTAAATGGCGTGAGTGTAGGTATGGCAAGGATGTGGAGTCTAAGGGGGTAATTAGCTGGATG
BV6 CAAGCATACAACCAGGTGGTCCACTACATTAGGGCTCTATTCTACCAGCTCTATTTCCTTAGGAAACAGTGTGCTGTGAAGGTAGCCCTGGGAGGGAAATGGCGTGAGTGTAGGTATGGTAAGGATGTGGTGTCCAAGGGGGTCATTAGCTGGATG
BV7 CAAGCATACAACCAGGTGGTCCACTACATTAGGGCTCTGTTCTACCAACTCTACTTCCTTAGGAAGCAATGTGCAGTCAAGGTCACTTACGGAGGGAAATGGCGTGAGTGTAGGTATGGGGATGGAGTAGAGTCAAAGGGGGTTATTAGCTGGATG
Bv8 CAAGCATACAACCAGGTGGTACACTACATTAGGGCTCTGTTCTATCAGTTGTACTTTCTTAGGAAGCAATGTGCAGTGAAAGTGACTTGTGGAGGGAAGTGGCGTGAGTGTAGGTATGGTCAGGGGGTGGTATCCAAGGGGGTAATCAGCTGGATG
*

Ex * Kk K%k Kk Kk KKk * KAAkAkA A KAk KAAhkAh kA Ak AAAAAAAAAAK EE = = e e e
Seq

TGCCTGGGGT
BV1 TGCCTGGGGT
BV2 TGCCTGGGGT
BV3 TGCCTGGGGT
Bv4 TGCCTGGGGT
BV5 TGCCTGGGGT
BV6 TGCCTGGGGT
BV7 TGCCTGGGGT
Bv8 TGCCTGGGGT

*hdkhkhhkhk ki

Sekil 3.B.5. Theileria annulata Ankara/D7 (A), A.marginale St.Maries (B) ve B.bovis Meksiko (C) tiirlerine ait gen bolgelerinin sirasiyla cytobl (312 bp), MAR1bB2 (265 bp) ve bovar2A
(166 bp) primer ¢iftleri kullanilarak multipleks PZR yontemiyle ¢ogaltililan gen bdlgelerinin dizilim sonuglarmin clustal X (1.83) programi kullanilarak NCBI data bankasindaki
ilgili gen bolgeleri ile karsilastirilmasi. Cytobl (312 bp) ve MAR1bB2 (231 bp) primer ciftleri kullanilarak ¢ogaltilan, sirasiyla 7.annulata’nin sitokrom b geni (A) ve A.marginale’
ye ait major ylizey protein 1B geninin (B) mevcut dizilimlerle karsilastirilmasinda sirastyla %99 ve %100 niikleotid benzerligi, bovar2A (181 bp) primer ¢ifti kullanilarak ¢ogaltilan
B.bovis’e ait degisken eritrosit ylizey antijen—1 alfa alt tinitesini kodlayan geninde (C) ise %92’lik benzerligin gosterilmesinde kullanilan ve '*' isareti ile belirtilen bazlar ayni olan
baz ¢iftlerini gosterir. Golgelenmis bolgeler (A, B, C) ilgili geni ¢ogaltmada kullanilan primer ¢iftlerinin yerlerini gostermektedir.
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3.3.3. Tartisma

Keneler tarafindan bulastirilan hastaliklar arasinda 7. annulata, B. bovis ve
A. marginale tiirlerinin yol agtig1 tropical theileriosis, bovine babesiosis ile anaplasmosis sigir
yetistiriciligi ve hayvan sagligt yoniinden ekonomik kayipilara yol agan en Onemli
hastaliklardir (Jongejan ve Uilenberg 1994). B. bovis ve/veya A. marginale tiirleri tarafindan
olusturulan akut hastaliktan kurtulan hayvanlar re enfeksiyonlara karsi dire¢ gelistirerek,
hastalik etkenlerini kalic1 olarak viicutlarinda tagirlar (Brown ve ark 2006, Kocan ve ark
2000). Bu tastyict hayvanlar ara konak keneler yoluyla enfeksiyonun duyarli hayvanlara
naklinde en onemli rezervuarlardir (Jonsson ve ark 2008, Kocan ve ark 2000). Tropikal
theileriosis’de hastaligin akut agsamasini atlatan hayvanlar az sayida Theileria piroplasmlarini
uzun siire viicutlarinda tasiyip Hyalomma soyuna bagl vektor kene tiirleri yoluyla hastaligin
diger hayvanlara yayilmasinda epidemiyolojik acidan en Onemli bulasma kaynagini
olustururlar (Neitz 1957). En onemlisi bahsedilen hastaliklar1 tasiyan hayvanlarin endemik
olamayan bolgelere nakledilmesi sonucu olusacak risklerdir. Tasiyic1 konumdaki hayvanlarda
es zamanl olarak goriilebilen bu etkenlerin yaygiliginin belirlenip yeni kontrol stratejileri
gelistirilmesi amaciyla yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarda kullanilmak iizere yeni,
uygulanabilirligi yiiksek, basit ve etkili teshis yontemlerinin gelistirilmesi 6nem tasimaktadir.
Hayvanlarda ekonomik kayiplara yol acan hastalik etkenlerine ait DNA’larin belirlenmesi
esasina dayanan ve laboratuvar uygulamalarinda son yillarda genis kullanim alani bulan
molekiiler biyolojik yontemler etkenlerin ayirict tanisinin yapilarak, bunlarin kontroliinde
uygulanacak iizere yeni metodlar gelistirilmesinde 6dnemli rol oynamaya baglamistir. Farkli
tiirlere ait hedef DNA bolgelerinin ayni reaksiyonda es zamanli olarak ¢ogaltilmasi yoluyla
tespitine olanak saglayan multipleks PZR (Markoulatus ve ark 2002, Henegariu ve ark 1997,
Edwards ve Gibbs 1994) yontemi paraziter hastaliklarin teshisi i¢in faydali bir yontem oldugu
yapilan ¢alismalar ile gosterilmistir (Harris ve ark 1998, Figueroa ve ark 1993, Figueroa ve
ark 1996, Figueroa ve ark 1998, Zarlenga ve ark 2001). Etkili bir multipleks PZR testinin
gelistirilmesi ¢ogaltilacak uygun hedef gen bolgelerinin belirlenmesi ve kullanilan reaksiyon
sartlarinin optimizasyonuna baghidir. PZR’un verimliligi bir 6l¢iide cogaltilacak olan gen
bolgesinin kopya sayisi ile orantilidir ve ¢oklu kopyaya sahip bolgelerin (gen ailelerinin)
hedeflenmesi testin duyarliliginin arttirllmasinda kullanilabilecek bir yontem oldugu
sOylenmistir (Criado ve ark 2006). Ayn1 zamanda tek bir tiiriin belirlenmesi i¢in yapilan tekli
PZR’da oldugu gibi multipleks PZR testinde de reaksiyonda kullanilan belirlenecek tiirlere ait

gen bolgelerini ¢ogaltacak olan her primer ¢iftinin o bdlgeye 6zgiil olmasi zorunludur.
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Bu ¢alismada multipleks PZR yontemi ile ¢ogaltilacak olan gen bolgeleri 7. annulata
haricindeki tiirlerde (B. bovis ve A. marginale) muhtemel ¢oklu kopyaya sahip gen
bolgelerinden secilmistir. 7.annulata’ nin teshisinde hedef bolge olarak segilen sitokrom b
geni bir onceki kisimda (3.2. Theileria annulata’nin Hasta ve Tastyict Hayvanlarda PZR
yontemi ile Teshisi) anlatildig1 lizere mitokondriyal genomda tek kopyali bir gen olmasina
karsin her mitokondiyonun tiirler arasinda ve her tiire ait farkli doku ve organlarda degismekle
birlikte 2—10 arasinda mitokondriyal genoma sahip oldugu diistiniilmektedir (Wiesner ve ark
1992, Bruce ve ark 1994, Voet ve ark 2006). Bu nedenle sitokrom b gen bolgesi 7. annulata’
nin duyarli ve 0Ozgiil olarak belirlenmesinde c¢ogaltilacak gen bolgesi olarak secilerek
multipleks PZR’da kulanilmistir. Multipleks PZR ile ¢ogaltildiktan sonra klonlanarak sekans
analizine gonderilen 7. annulata Ankara/D7 izolatina ait gen dizilim sonuglarmin NCBI veri
tabaninda kayitli genler ile karsilagtirilmasi sonucunda 7. annulata/C9 izolatina ait sitokrom b
gen bolgesi ile %99 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir (Sekil 3.B.5, A). Goriilen tek
niikleotid farkliligi muhtemelen reaksiyonda kullanilan 7ag polimeraz enziminden (enzimin
3°-5’ ekzoniikleaz prova okuma aktivitesi bulunmadigi i¢in ¢ogalttigi her 9000 niikleotid de
bir hata verebilmektedir) kaynaklanan PCR hatasi, dizilim analiz hatas1 yada izolatlar arasinda
ki farklilik sonucu olusmus olabilir.

Anaplasma marginale genomunda bulunan mspl; mspla tarafindan kodlanan MSP1a
ve msplp tarafindan kodlanan MSP1b polipeptidler tarafindan olusturulan dimer yapisinda bir
proteindir. 3.3.2. Bulgular kisminda anlatildig1 iizere msplo geni tek kopyali bir gen olup
A. marginale izolatlar arasinda uzunluk farkliliklar1 gostermektedir. Msp 1 ise ikisi tiim gen,
iiclide kism1 gen bolgesi olmak iizere bes genden olusan kiigiik bir ¢oklu kopyali gen ailesini
temsil etmektedir (Kelly ve ark 2004, Barbet ve Allred 1991). Bu genlerin her ikiside
(msplo, msplf) tandem tekrarl dizilimlerden olusan alanlar icermesine karsin, bu alanlar
msplf geninde msplo geni kadar yaygin degildir (Barbet ve Allred 1991). MSPla
peptidlerini kodlayan gene ait 2 kb DNA bolgesi kullanilarak A. marginale’nin sigirlarda ve
vektor kenelerde prob aracili olarak tespiti icin yapilan ¢alismada, sigirlarda farkli cografik
bolgelere ait li¢ 4. marginale izolat1 ile vektor kenelerde iki izolatin 6zgiil olarak teshisi
yapilmistir (Goff ve ark 1988). Ayrica, sigirlarda A.marginale enfeksiyonunun msplf genine
dayal1 teshisinde kulanilan tag—man ger¢ek zamanli PZR (Carelli ve ark 2007) ve nested PZR
(Molad ve ark 2006) yontemleri ile etkenin 6zgiil ve duyarh tespiti yapilmistir (Carelli ve ark
2007; Molad ve ark 2006). Tasarlanan primer ¢iftlerinden MARIbA ve MARIbB1 tekli
PZR’da T. annulata DNA’s1 kullanilan 6rnekte ¢ok sayida 6zgiil olmayan bant ¢ogalttig1 igin
multipleks PZR’de kullanilmamistir. Geriye kalan MARorfX (181 bp), MARorfY (231 bp) ve
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MARI1bB2 (265 bp) primer giftlerinden multipleks PZR’da kullanilmak {izere segilecek
olanlara ait optimal baglanma 1silari, GC igerigi ve cogalttiklar1 iirlinlerin boyutlar1 goz
oniinde tutularak yapilan degerlendirmede MAR1bB2 primer ¢ifti %55 GC igerigi, 59.4 Ty,
derecesi, 265 bp’lik ¢ogalttiklar: {irlin ve dereceli PZR sonucunda gdzlenen genis baglanma
1s1 araligr ile multipleks PZR’da kullanilacak olan diger primer c¢iftleri ile en uyumlu
ozellikleri gostermistir. Sonug olarak A. marginale enfeksiyonun sigirlarda multipleks PZR
yontemi ile tespitinde iki msp1p geni arasinda 265 bp’lik korunmus bélgenin ¢ogaltilmasi i¢in
tasarlanan MAR1bB2 primer ¢ifti kullanilmigtir. MAR1bB2 primer cifti ile 4. marginale’ye
ait ¢ farkli izolat1 (Aydin, St. Maries ve kaynagi bilinmeyen bir izolat) 6zgiil olarak
cogaltirken, kullanilan diger tiirlere ait DNA 6rneklerinde herhangi bir cogalma goriilmemistir
(Resim 3.B.1 ve 3.B.3). Klonlanip sekans analizine gonderilen multipleks PZR’da MAR1bB2
primer ¢ifti ile ¢cogaltilan 265 bp uzunlugundaki bantin gen dizilimi sonuglar1 NCBI veri
tabaninda kayitli genler ile karsilastirildiginda mspif dizlimleri (AY 84153 and M59845) ile
%100 benzerlik gostermistir (Sekil 3.B.5, B). Elde edilen sonuglar bize, A. marginale’nin
farkli cografik bolgelere ait izolatlarinin tekli ve multipleks PCR ile tespitinde MAR1bB2
primer ciftinin kullanilabilecegi gostermistir. Ancak daha genis cografik alami temsil eden
izolatlar kullanilarak primerlerin duyarlilik ve 6zgiilliikklerinin belirlenmesi faydali olacaktir.
Babesia bovis genomu VESAI1 proteinlerini kodlayan, SmORFs, 40S ribozomal
genleri, degisken meroziot yiizey antijenlerini ve ABC tasiyici ailesindeki proteinleri
kodlayan gen bolgeleri gibi ¢ok sayica c¢oklu kopyaya sahip gen ailesini biinyesinde
barindirmaktadir (Kelly ve ark 2007, Suarez ve ark 2007). Vesl genleri B.bovis genomundaki
en genis gen ailesini olusturur (Kelly ve ark 2007). VESAL; vesla ve veslb gen bolgeleri
tarafindan kodlanan sirasiyla VESAla ile VESA1RB alt {initelerinden olusan heterodimerik bir
molekiildiir (Al-Khedery ve Allred 2006). Polipeptid alt iiniteleri farkli uzunluklarda ve ayri
antijenik 6zelliklerdedirler (Allred ve ark 1994). Yapilan genom analizlerinde ves/ genlerini
olusturdugu kabul edilen 119 gen bolgesi (72 VESAla, 43 VESAIB ve smiflandirilamamis
dort gen bolgesi) belirlenmistir (Kelly ve ark 2007). Bu ¢alismada tasarlanan yedi primer
ciftinde bes tanesi yukarida anlatilan vesl genlerini olusturan farkli gen ailelerini ¢ogaltmak
amaciyla tasarlanmistir. Yapilan degerlendirme sonucunda bovarl, 2B, 3A ve 3B primer
ciftleri gerek B. bovis’in farkli bolgelere ait izolatlar1 arasinda beklenenden daha biiyiik yada
daha kiiclik boyutlarda triinler ¢ogaltmalar1 gereksede kullanilan diger tiirlere ait DNA
ornekleri 1ile 0zgil olmayan irlinler olusturmalart sebebiyle multipleks PZR’de
kullanilmamigtir. Kalan bovar40S, ABC ve 2A primer c¢iftleri testin duyarlhili§inin arttirilmasi

amaciyla kendi aralarinda 6zgiil olarak tasarlandiklar1 ¢ok kopyali gen ailelerinde bulunan

282



hedef bolge sayist ve yukarida bahsedilen kriterlerin karsilagtirilmasi ile yapilan
degerlendirilme sonucunda bovar2A primer ¢ifti multipleks PZR’da degerlendirilmek iizere
secilmistir. Yapilan tekli PZR’da bovar2 A primer cifti B. bovis’in farkli cografik bolgelere ait
dokuz izolatin1 herhangi bir uzunluk farklilifi gostermeden c¢ogaltmis ve kullanilan diger
tirlere ait DNA Orneklerinde herhangi bir iirlin ¢ogaltmamistir (Resim 3.B.3 (C) ve 3.8).
Yapilan multipleks PZR’da bovar2A primer ¢ifti ile ¢ogaltilan B. bovis T as1 susu’na ait
ornegin yapilan sekans analizi sonucunda elde edilen dizilim NCBI veri tabaninda mevcut
B. bovis vesala genleri ile karsilastirildiginda %92 oraninda benzerlik gostermistir (Sekil
3.B.5, C). Yapilan c¢aligmalarda, VESA1’in konak bagisiklik sisteminden paraziti korunmak
icin hizli bir antijenik varyasyon gecirdigi ve hayvanlarda parazit tiiri ile kronik
enfeksiyonlarin olugmasina yardimei oldugu belirlenmistir (Allred ve ark 2000; O’Connor ve
Allred, 2000). Elde edilen sonuglarda goriilen goreceli olarak diisiik seviyedeki benzerlikler
konak bagisiklik sisteminden korunmada goérev alan bu tiir yiizey antijenleri kodlayan gen
bolgeleri arasinda beklenen bir sonugtur. Bunun yaninda kullanilan izolatlarla ¢ogaltilan
iirinlerde herhangi bir uzunluk farklili§i bulunmamakta ve dizilim analiz sonuglar1 tasarlanan
primer ¢iftinin 23 vesala genindeki baglanma bdlgelerinin  korunmus oldugunu
gostermektedir (Sekil 3.B.5, C). Elde edilen sonuglar goz oniine alindiginda bovar2A primer
ciftinin tekli ve multipleks PZR yontemleri ile hastaligin endemik olarak goriildigii farkli
bolgelerde B. bovis’in teshisinde kullanilabilecek uygun bir gen bolgesi oldugunu
gostermistir.

Multipleks PZR’nda testin duyarli ve 6zgiil olarak calisabilmesi i¢in reaksiyonda
kullanilan tampon soliisyonun, ¢ogaltilacak bolgelere 6zgii primer ¢iftlerinin, kullanilan ANTP
ve magnezyum kloriir gibi degiskenlerin konsantrasyonlar1 ile primerleri optimal baglanma
1silarinin belirlenmesi 6nemlidir (Markoulatus ve ark 2002). Bu ¢alismada yukarida belirtilen
degiskenlerin optimal konsantrasyonlar1 deneme yanilma ydntemi ile deneysel olarak
belirlenmistir (Henegariu ve ark 1997). Belirlenen optimal konsantrasyonlar ile cytobl,
MARIDbB2 ve bovar2A primer c¢iftleri kullanilarak yapilan multipleks PZR ile hayvanlarda
hem tekli hemde es zamanli olarak goriilebilen 7. annulata, B. bovis ve A. marginale kaynakli
enfeksiyonlarin 6zgiil olarak teshisleri yapilabilmistir. Testin duyarliligin belirlenmesi
amaciyla hazirlanan her tiire ait ayr1 DNA diliisyonlar1 ve tiim parazit tiirlerine ait esit
miktarda DNA Ornegini iceren karisimdan (miks DNA diliisyonu) hazirlanan diliisyonlar
kullanilarak yapilan multipleks PZR ile elde edilen sonuglar bize testin tekli ve miks
diliisyonlarda tiim tiirleri esit duyarlilikta belirleyebildigini gdstermistir. Bu sonuglara tiim

parazit tiirlerine ait esit miktarda DNA 6rnegini iceren karisimdan hazirlanan diliisyonlar ile
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tekli ve multipleks PZR’nda elde edilen esit duyarlilik eklendiginde reaksiyonda optimal
kosullarin saglandigi goriilmektedir. Bununla birlikte, her tiire ait ayri DNA diliisyonlar1
kullanilarak yapilan tekli PZR testi her tiir i¢in farkli olmakla birlikte miks diliisyonlar ile elde
edilen sonuglara kiyasla 10-100 kez arasinda degisen oranlarda daha fazla duyarlilik
gostermistir (Cizelge 3.B.3). PZR’da ¢ogaltilacak hedef DNA’nin baglangi¢c miktari reaksiyon
sonunda elde edilen iirlin miktar1 ile orantili olarak degismektedir. Multipleks reaksiyonlarda
hedef DNA miktarinin belli bir seviyenin altinda olusu elde edilen son {iriinii azaltmakta ve
testin etkinligini degistirmektedir (Henegariu ve ark 1997). Bu c¢alismada kullanilan
diliisyonlar her ne kadar ayn1 miktarlar kullanilarak hazirlanmis olsada, icerisinde tek bir tiire
ait DNA bulunan diliisyonlardan reaksiyona eklenen DNA miktar1 ile miks diliisyonlardan
eklenen her tiire ait DNA miktar1 hi¢cbir zaman ayni1 olmamakta ve reaksiyon sonunda elde
edilen {irlin miktarida buna bagh olarak diisebilmektedir. Ayn1 zamanda PZR’da kullanilan
reaktiflerin (ANTP, Tag DNA polimeraz, primer gibi) miktarlar1 sabittir ve multipleks PZR’da
birden fazla tiire ait hedef bolgenin cogaltilmasi esnasinda sinirli miktardaki reaktifler
yarismal1 olarak kullanilmaktadir (Edwards ve Gibbs 1994). Tekli PZR’da hedef bdlgenin
cogaltilmast i¢in kullanilabilecek reaktif miktar1 ile her nekadar optimize edilmiste olsa
multipleks PZR’da bulunan her tiire ait hedef bolgenin cogaltilmasinda kullanilabilecek
reaktif miktar1 arasindaki fark tekli PZR’nun etkinligini arttirici yondedir. Bu calismada
bilinen parazitemideki enfekte kan ornekleri saglanamadig1 i¢in B. bovis ve A. marginale
tiirlerine ait purifiye edilmis parazit DNA’lar ile 7. annulata’nin in vitro ortamda iretilen
hiicre kiiltiirlerinden elde edilen DNA 6rnegi kullanilmis ve her sulandirmaya diisen parazit
sayisi tam olarak belirlenememistir. Duyarlilik degerlendirilirken kullanilan diliiye edilmis
parazit DNA’larmin genom biyiikliikleri, izolasyon metodlari, her reaksiyonda kullanilan
DNA miktarinin pipetasyonu arasindaki farkliliklar gibi bir ¢ok degisken olmasi nedeniyle
elde edilen sonuglara bakarak testin parazitlerin tespitindeki kesin duyarliliklar1 hakkinda bir
anlam ¢ikarmak oldukga zordur. Saha sartlarinda kullanilmak iizere yeni teshis yontemlerinin
gelistirilip bunlarin duyarhiliklarinin belirlenmesinde toplanan 6rneklerden izole edilen
DNA’larda bulunan ve PZR’nunda kullanilan polimeraz enzimini inhibe edebilen
hemoglobin, myoglobin gibi faktdrlerin etkilerinin belirlenmesi olduk¢a 6nem tagimaktadir
(Thekisoe ve ark. 2009a). Bunlara ek olarak tasiyici ve enfekte hayvanlardaki farkli parazit
tiirlerine ait degisken orandaki parazitemi oranlarida testin farkli tiirler i¢in duyarliligini
etkilenmektedir. Ornek olarak; B.bovis, enfekte eritrositlerin dalak gecisini engellemek
amaciyla beyin gibi hayati organlardaki mikro kapillar damarlarda sekestrasyona ve

hipotansif soklara sebep olmaktadir (Brown ve ark 2006, Schetters ve ark 1998). Olusan
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sekestrasyona bagli olarak enfekte hayvanlarda hastaligin klinik bulgular1 ve goézlenen
parazitemi arasinda her hangi bir korelasyon goriilmemektedir (Brown ve ark 2006, Schetters
ve ark 1998). Bu durum saha sartlarinda B.bovis ile enfekte hayvanlarda genelde diisiik
diizeyde parazitemi seklinde goriilmekte, tasiyict konumdaki hayvanlarda ise parazitemi
seviyesi olduk¢a azalmaktadir. Hem tekli hemde miks diliisyonlar kullanilarak yapilan
degerlendirmede 7. annulata ve A. marginale ile karsilastirlldiginda B. bovis’in duyarliligi
daha diislik ¢ikmasi parazite ait purifiye DNA 6rnegi kullanildig: i¢in yukarida bahsedilen
sebebe baglamak olduk¢a zordur. Bununla birlikte 7. annulata (8.35 Mb) ve B. bovis (8.2 Mb)
genomu ile karsilastirildiginda 4. marginale (1.2 Mb) oldukea kiiciik olusu (Pain ve ark 2005,
Kelly ve ark 2007, 2004), A.marginale ile B.bovis DNA 06rneklerinin piirifiye edilmis
parazitlerden ve 7. annulata DNA Orneginin hiicre kiiltiirlerinden hazirlanmis olmasi ve
duyarliligin belirlenmesinde her tiire ait esit konsantrasyonda DNA o6rnegi kullanilmast bu
olguyu bir dl¢lide agiklamaktadir. Buna ilaveten ¢aligmada tekli ve multipleks PZR ile her tiir
icin belirlenen duyarlilik sonuglarida buna bagli olarak goreceli olmakla birlikte asagida
bahsedildigi lizere dogal ortamda hastaliga duyarli hayvanlardan toplanan saha 6rneklerinde
yapilan degerlendirmede elde edilen sonuglar tekli ve multipleks PZR’larinin hastaliga yol
acan tiirlerin belirlenmesinde %97 oraninda ayni sonuclar1 vermis ve bir dl¢iide bahsedilen
sakincalart  gidermistir.  Multipleks PZR’nun  duyarliligimin  arttirllmast  amaciyla
uygulanabilecek yontemlerden biride elde edilen PZR {iriinlerinin her tiire 6zgili problar
baglanarak hazirlanmis membrana blotlama yontemi ile aktarilarak degerlendirilmesidir
(Figueroa ve ark 1993), ancak bu yontemle basit, etkili ve 6zgiil olmaktan ¢ikip karmagik bir
yontem haline gelmekte ve olusabilecek muhtemel kontaminasyon riskide artmaktadir.
Theileria annulata, B. bovis ve A. marginale enfeksiyonlarinin endemik olarak
goriildiigi Aydin ili ve buna baglh ilgelerdeki hayvanlardan toplanan kan Ornekleri
kullanilarak yapilan tekli ve multipleks PZR ile elde edilen sonuglar her iki testinde etkenlerin
teshisinde (iki ornekte elde edilen sonuglar haricinde) esit duyarlik gdstermistir (Cizelge
3.B.4). Bu iki ornekten birinde tekli PZR ile T. annulata ve A. marginale etkenleri tespit
edilmis, ancak yapilan multipleks PZR ile sadece T. annulata belirlenirken A. marginale tespit
edilememistir. Diger 6rnekte bunun tam zitt1 olarak yapilan tekli PZR ile sadece 7. annulata
tespit edilirken, multipleks PZR ile T. annulata ve A. marginale tiirleri belirlenmistir. ki test
arasinda goriilen bu uyumsuzluk kullanilan 6rneklerdeki diisiik diizeyde A. marginale DNA’s1
bulunmasindan kaynaklanma olasilig1 yiiksektir. Yapilan ¢alismalarda, diisiik parazitemili
orneklerinde bu tiir hatalarin beklenebilecegi, ¢iinkii parazitemi oraninda azalmaya bagl

olarak etkenlerin teshis sikliginda azalma olabildigi belirtilmistir (Calder ve ark 1996, Martins
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ve ark 2008). Ayrica i¢inde birden fazla tiire ait DNA bulunan orneklerde, bir tiire ait DNA
miktar1 diger tiire ait DNA miktaria oranla diisiik seviyelerde ise pipetleme esnasinda her
tire ait DNA Orneginden esit miktarda alinamama olasilig1 oldukca yiiksektir. Multipleks
PZR ile degerlendirilen 73 hayvandan dort tanesinin 7. annulata, A. marginale ve B. bovis,
sekizinin 7. annulata/A. marginale ve dordiniinde 4. marginale/B. bovis tiirleri ile enfekte
olduklari tespit edilmistir. Ayrica 73 hayvanin 39, 17 ve bir tanesinde sirasiyla 7. annulata,
B.bovis ve A. marginale tiirleri ile tekli enfeksiyon tespit edilmistir. Serolojik ydntemler
kullanilarak yapilan ¢alismada, Aydin yoresindeki sigirlarda tropikal theileriosis’in yaygin
olarak goriildiigii belirtilmistir (Aysul ve ark 2008), bu c¢alismada elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde tropikal theileriosis enfeksiyonuna yakalnmis hayvan sayisi toplam
hayvan sayisinin %86.3’liikk dilimini olusturarak bolgede goriilen en yaygin kene kokenli
hastalik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Sigir babesiosisi ile anaplasmosisi ise sirastyla %45,2
ve %23,2’lik oranlarla tropikal theilerosisi takip etmektedir. 7. annulata ile diger tiirler
karsilastirildiginda  ozellikle 4. marginale tiriniin  prevalanst  olduk¢a  diistiktiir.
Anaplasmosis’de hastaligin akut donemini atlatan hayvanlar etkeni kalic1 olarak viicutlarinda
tasirlar, ancak bu hayvanlarda diisiik seviyelerden tespit edilemeyen seviyelere kadar degisen
devirli bir parazitemi goriiliir (Kocan ve ark 2000), yani tasiyici hayvanlardaki parazitemi
seviyesi yil i¢cinde belli donemlerde artarken belli donemlerde tespit edilemeyen seviyelere
kadar azalma egilimi gostermektedir. Ek olarak, 6rneklerin toplanma zamani enfeksiyonlara
(tropikal theileriosis, bovine babesiosis ve anaplasmosis) yol acan etkenlerin belirlenmesinde
biiyiik 6neme sahiptir. Bu sebeple hastaliklarin prevalanst hakkinda tam bir bilgi sahibi
olunmas1 i¢in daha genis bir zaman diliminde, belli araliklarla Grneklemenin yapilarak
bunlarin multipleks PZR ile degerlendirilmesi gerekmektedir. Ayn1 zamanda bu calismada
oldugu gibi coklu kopyaya sahip gen ailelerini c¢ogaltmaya dayali PZR yontemleri
kullanilirken g6z 6niinde bulundurulmasi gereken 6nemli etmenlerden biride konak bagisiklik
sisteminin etkisi ile kimi populasyonlarda bu bdlgelerde olusabilecek niikleotid
farklilasmalridir. Ancak bu tiir nokta mutasyonlarinin tiim populasyona yayilabilmesi i¢in
uzun siireye ihtiya¢ bulunmaktadir. Sonug olarak gelistirilen molekiiler biyolojik teknikler
belli zaman araliklarinda populasyondaki bireyler arasinda hedef gen bolgelerinde bu tiir
mutasyonlarin olugup olugsmadigi yoniinden kontrol edilmeli ve eger risk olusturan bir durum
s0z konusu ise (hedef gen bdlgesinin populasyondaki bireyler arasinda giderek artan genetik
farklilasma gibi) populasyondaki bireylere arasinda korunmus farkli gen bdlgelerinin

kullan1lmas1 yoluna gidilmelidir.
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Bu c¢aligmada gelistirilen multipleks PZR yonteminin, sigirlarda 6nemli hastalik
tablosu olusturan 7. annulata, B. bovis ve A. marginale tirlerinin yol actig1 ekonomik
kayiplarin azaltilmasinda, hastaligin prevalansinin belirlenerek buna karsi yeni kontrol
stratejileri olugturulmasi amactyla uygulanan epidemiyolojik ¢aligmalarda tiirlerin es zamanli

ve 0zgll olarak tespitinde kullanilabilecek basit ve etkili bir yontem oldugu gosterilmistir.
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3.4. T.annulata DNA’simin Loop Aracili izotermal Yéntemle (LAMP) Cogaltilmasi

Molekiiler biyoloji ve biyoinformasyonu i¢inde barindiran biyoteknoloji alaninda
yasanan yenilikler niikleik asit teknolojisini olasi ihtimaller olmaktan ¢ikarip hastalik
etkenlerinin belirlenmesinde rutin laborotuvar teknikleri ve modelleri haline getirmistir (Gill
ve Ghaemi, 2008). Bu agidan bakildiginda niikleik asit ¢ogaltma teknikleri laboratuvarlarda
sikca kullanilan bir teknik olmus ve bu ¢ogaltma tekniklerinin basinida hedef bolgenin (DNA
yada RNA) cogaltilmasi esasina dayanan PZR cekmistir. PZR’da basit bir anlatimla; hedef
bolgeye 5' ve 3' yonlerinden baglanan iki oligoniikleotid primer ¢iftinin DNA polimeraz
enzimi yardimi ile deoksiriboniikleosid-trifosfatlarin (dNTP’ler) primerlere 3' yoOniinde
eklenerek c¢ogaltilmak istenen hedef DNA bolgesinin ¢ift zincirli kopyalarinin
olusturulmasidir. PZR’de 1sinin yiikseltilip diisiiriilmesi ile ¢ift zincirli DNA birbirinden
ayrilarak reaksiyonun diger asamalarda kullanilacak olan hedef DNA bolgeleri
olusturmaktadir. PZR, aragtirmacilar tarafindan yogun olarak kullaniliyor olmasia karsin
reaksiyonun olusup hedef bolgenin ¢ogaltilmasinda termal sikluslu makinelere ihtiyag olmast
bu teknigin saha sartlarina adapte edilip kullanilmasini kisitlamaktadir. Bununla birlikte, son
yillarda termal siklusa ihtiyag duymadan izotermal kosullar altinda hedef bdlgelerin
cogaltilmasina olanak saglayan yeni teknikler gelistirilmistir (Gill ve Ghaemi 2008).

Molekiiler biyoloji alaninda, DNA/RNA sentezi ve bazi yardimci proteinler ile
bunlarin in vitro ortamda niikleik asitleri cogaltabilme 6zelliklerinin belirlenmesinden sonra
bircok PZR tabanli olmayan yeni yoOntemler gelistirilmistir. Bu izotermal ¢ogaltma
tekniklerinden en iyi bilinenleri arasinda, transkripsyon aracili ¢ogaltma (TMA; transcription
mediated amplification) ya da kendinden katlamali dizilim kopyalanmasi (3SR; self-sustained
sequence replication), niikleik asit dizilim tabanli cogaltma (NASBA; nucleic acid sequence-
based amplification), RNA’nin sinyal aracili g¢ogaltilmasi (SMART; signal mediated
amplification of RNA), zincir yerdegistirme yoluyla ¢ogaltma (SDA; strand displacement
amplification), cember donme ¢ogaltmasi (RCA; rolling circle amplification), DNA’ nin loop
aracili izotermal ¢ogaltilmasi (LAMP; loop-mediated isothermal amplification), izotermal
coklu yer degistirme yoluyla c¢ogaltma (IMDA; isothermal multiple displacement
amplification), helicase tabanli cogaltma (HDA; helicase dependent amplification), tek
primerli izotermal c¢ogaltma (SPIA; single primer isothermal amplification) ve cember
helicase tabanli ¢ogaltma (cHDA; circle helicase dependent amplification) gibi teknikler yer

almaktadir (Gill ve Ghaemi 2008).
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TMA ve NASBA birbirlerine oldukca benzer tekniklerdir. Her iki yontemde de hedef
RNA’dan DNA sentezlenmesi igin RNA polimeraz ile reverse transkriptaz enzimlerinden
faydalanilmaktadir. RNA c¢ogaltma yontemi bir ileri sathaya gelistirilmis ve eklenen Rnase
enzime yardimu ile 1s1 denatiirasyonuna gerek kalmadan ortamdaki RNA elimine edilmistir.
Bu son anlatilan yontem termosikluslu cihaza gerek kalmadan izotermal kosullarda ¢cogalma
saglayabilmektedir (3SR). Bir diger yontem olan SMART sinyal c¢ogalmasi esasina
dayanmakta ve ne termal sikluslara ne de hedef dizinin kopyalanmasina ihtiyag
duyulmamaktadir. Zincir yer degistirme yoluya c¢ogaltmada (SDA) ise restriksiyon
endoniiklez enzimleri vasitasi ile hedef DNA iizerindeki bolge isaretlenmekte ve bunu takiben
ekzontikleaz aktivitesine sahip DNA polimeraz enzimi yardimu ile isaretli bélgenin 3' ucundan
baslayarak Bst DNA polimeaz yada benzeri zincir yer degistirme 6zelligine sahip bir enzim
kullanarak asag1 yonde DNA zincirinin yer degistirilmesi esasina dayanmaktadir. Olusan
yeni DNA zinciri reaksiyonun kalaninda hedef bdlge olarak kullanilarak  ¢ogalmasi
saglanmaktadir. SDA ilk kullanilmaya baslandiginda 1s1 denatiirayonu gerektiren bir yontem
iken daha sonraki donemlerde modifiye edilerek bu asama elimine edilmistir. RCA
yonteminde izotermal kosullarda yuvarlak DNA probuna baglanan primerin devamli olarak @
29 DNA polimeraz yardimi ile ¢ogaltilmasi esasina dayanir. IMDA ise, ¢oklu primerler
kullanilarak niikleik asit dizilerinin zincir yer degistirme yoluyla cogaltilmasi temeline
dayanan bir tekniktir. Helikaz tabanli ¢ogalma (HDA), DNA helikaz enziminin ¢ift sarmalli
yapilart acabilme Ozelliginde yararlanilarak gelistirilmis bir yontemdir. cHDA’da sirkiiler
yapidaki hedef DNA’lardan niikleik asitlerin ¢ogaltilmasinda kullanilmaktadir. SPIA
cogaltma yonteminde ise kimerik yapili tek bir primer kullanilarak DNA’nin (SPIA) veya
RNA’nin (Ribo-SPIA) ¢ogaltilmasidir (Gill ve Ghaemi 2008).

Yukarida kisaca bahsedilen farkli izotermal ¢ogaltma yontemlerinin kendi arasinda
avantajlar1 veya PZR’de oldugu gibi bazi molekiiler biyolojik alanlarda kullanimlarini
kisitlayan dezavantajlar1 bulunmaktadir (Cizelge 3.C.1). Ornegin, SDA’da restriksiyon
enzimlerinin ortamda bulunan diger DNA’larida kesebilmesi sonucu olusan arka plan, pahali
olan modifiye niikleotidlerin kullanilmasi ve uzun hedef bdélgelerin ¢ogaltilmasinda yetersiz
kalabilmesi bu teknigin zayif noktalar1 arasinda sayilabilir. TMA’da izotermal kosullarda
RNA’nin ¢ogaltilabilmesi i¢in {i¢ farki enzimatik asama (transkripsiyon/cDNA sentezi/RNA
degredasyonu) gerekmekte ve reaksiyonda kullanilabilecek baslangi¢ materyali tek zincirli
niikleik asit/RNA ile sinirli olmaktadir. RCA tek 1sida yapilan c¢ogaltma teknikleri ile
karsilastirildiginda daha iyi ve basit olusu ile ayr1 bir yer tutmasina karsin kullanilan diistik

1sislarda olugabilecek muhtemel 6zgiil olmayan ¢ogalmalar bu yontemin tanisal amagli olarak
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kullanimini kisitlamaktadir. LAMP ve HDA disindaki yontemler reaksiyonda bulunabilecek
muhtemel biyolojik bilesenlere karsi tolerans gostermemektedir (Kaneko ve ark 2007, Gill ve
Ghaemi 2008). Bunun yaninda tanisal amacgh olarak kullanilan testlerin ozellikle saha
sartlarinda kolay adapte olabilecek, yiliksek Ozgiillik ve duyarlilikta olmalari, ayrica
cogaltilacak olan son iiriiniin rahat ve basit bir yontem kullanilarak degerlendirilebilmesi

Onem tasimaktadir.
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Cizelge 3.C.1. Bazi izothermal ¢ogaltma yontemleri ile PZR’ nin 6zellikleri (Gill ve Ghaemi, 2008)

Ozellik PZR NASBA SMART SDA RCA LAMP HDA SPIA
DNA amplifikasyonu + + + + + + + +
RNA amplifikasyonu + + + + + + + +
Kullanilan isilar °C 94, 55-60, 72 37-42 41 37 37 60-65 Oda 1s181%, 37, 45,50
60-65
Kullanilan enzim sayisi 1 2-3 2-3 2 1 1 2 3
Primer tasarlamasi basit basit kompleks kompleks basit kompleks basit basit
Coklu amplifikasyon + + - - + - + -
Uriiniin belirlenmesi Jel elektroforezi,  Jel elektroforezi, ELISA, es Jel elektroforezi,  Jel elektroforezi,  Jel elektroforezi,  Jel elektroforezi, Bioanalizor
ELISA, es ELISA, es zamanli es zamanl es zamanl tiirbitide, es ELISA, es
zamanli zamanli, ECL zamanli zamanli
Biyolojik bilesenlere tolerans - - - - - + + -
Hedefin denetriirasyonu + + + + - - - +
Dentiirasyon faktorii 151 Rnase H Rnase H Restriksyon @ 29 DNA Betaine Helicase Rnase H
enzimleri, polimeraz
bumber
primerleri

(*); 22-24 °C, ELISA; enzime baglimli immunosorbent assay, ELOSA; enzime baglimli oligosorbent assay, ECL; elecktrokemiliiminosens
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LAMP, izotermal kosullarda (63-65°C) thermal sikluslu makineye ihtiya¢ duymadan,
Bst DNA polimeraz enzimi yardimi ile az sayidaki (bir kag¢ kopyaya kadarki) hedef DNA’y1
kisa zamanda 10° kopyaya kadar gogaltilabilen, yiiksek 6zgiilliige sahip [iki i¢ (FIP/BIP) ve
iki dis (F3/B3) primer kullanilarak ] ve elde edilen iirliniin kolay ve hizli tespitine olanak
veren bir yontemdir (Notomi ve ark 2000, Gill ve Ghaemi 2008, Parida ve ark 2008). LAMP
reaksiyonunda PZR’dan farkli olarak hedef DNA’nin 3° ucundaki F3c, F2¢ ve Flc ile 5’
ucundaki B1, B2 ve B3 adli alt1 farkli bolgeye 6zgii F3, FIP, B3 ve BIP olmak {izere dort tip
primer kullanilmakta ve 1s1 denatiirasyonuna gerek kalmadan (Nagamine ve ark 2001) hedef
bolgenin ¢ogaltilmasina olanak saglamaktadir. Buna ilave olarak ¢ogaltilan iiriinler agaroz jel
elektroforezi veya gozle goriiniir tiirbitide ve floresans oOzellikleri (Resim 3.C.1) ile hem
laboratuvar kosullarinda hemde saha sartlarinda kolay ve etkin olarak belirlenebilmektedir

(Parida ve ark., 2008; Tomita ve ark 2008, Mori ve ark 2001).

Resim 3.C.1. LAMP metodu ile ¢ogaltilan pozitif ve negatif DNA o6rneklerinin bulaniklik
(tlirbitide), floresan ve agaroz gel elektroforezi yontemleri ile belirlenmesi. (1);
pozitif ~ve negatif Orneklerde olusan bulanikligin = c¢iplak  gozle
degerlendirilmesi. (1B); pozitif 6rnekte goriilen tipik bulaniklik, (1A) negatif
ornekte her hangi bir bulaniklik yok. (2); pozitif ve negatif drneklerin syber —
green boyasi eklendikten sonra UV 151k altinda degerlendirilmesi. (2B); pozitif
ornekte syber—green eklendikten UV 1sik altinda sonra olusan yesil renkli
floresan, (2A); negatif ornekte syber—green eklendikten sonra renk olusumu
goriilmiiyor. (3) pozitif ve negatif 6rneklerin agaroz gel elektroforez yontemi
ile degerlendirilmesi. (3); pozitif 6rnekte ethidyum bromid ile boyanmis agaroz
gel elektroforezi sonucu UV 1s1k altinda goriilen tipik bantlarin goriiniirken,
negatif drnekte ethidyum bromid ile boyanmis agaroz gel elektroforezi sonucu
UV 151k altinda her hangi bir bant goriilmez.
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LAMP yontemi ile sigirlarda goriilen 7. annulata’nin (Salih ve ark 2008), koyunlarda
goriilen Theileria ve Babesia soyunda yer alan kan parazitlerinin (Guan ve ark 2008, Liu ve
ark 2008), kopeklerde goriilen B. gibsoni’nin (Ikadai ve ark 2004), bovine babesiosis’in (Iseki
ve ark 2007), equine piroplasmosis’in (Alhassan ve ark 2007a,b), sivrisineklerde Plasmodium
tirlerinin (Aonuma ve ark 2008), Giardia duodenalis’in (Plutzer ve Karanis 2009) ve
Cryptosporidium tiirlerinin (Bakheit ve ark 2008, Karanis ve ark 2007) teshisi amaciyla
bir¢ok calisma yapilmistir. Yapilan ¢alismalarda LAMP reaksiyonunun duyarliliginin PZR ile
karsilastirilmasinda elde edilen sonuglara bakildiginda degisken diizeylerde duyarhiliklar elde
edilmigtir. Kimi calismalarda PZR’ye oranla LAMP’in daha duyarli oldugu bildirilmekte
(Salih ve ark 2008, Guan ve ark 2008, Isaki ve ark 2007, Karanis ve ark 2007) iken yapilan
bazi calismalarda esit duyarhilikta olduklar1 (Ikadai ve ark 2004, Alhassan ve ark 2007b)
bildirilmigtir. Tropikal theileriosis’in etkeni olan 7. annulata’nin LAMP yontemi ile
teshisinde bugiline kadar sadece tek bir ¢alisma yapilmis ve bu calismada ¢ogaltilan hedef
SVSP geni 0zgil ve PZR’ye oranda daha duyarli olarak c¢ogaltilarak saha sartlarinda
kullanilabilecek bir test oldugu belirtilmistir (Salih ve ark 2008).

Bu kisimda, PZR’ye oranla az zahmetli ve daha duyarli olan, ayn1 zamanda saha
sartlarinda uygulanabilir oldugu diisiiniilen LAMP yontemi ile Merol, Tams-1 ve sitokrom b
genlerine 6zgii primer ¢iftleri tasarlanarak 7. annulata’nin hasta ve/veya tasiyict hayvanlarda
tespitinde Ozgiillik ve duyarliliklar1 yoniinden karsilastirilmali olarak degerlendirilmistir.
Ayni zamanda en yiiksek duyarlilifa sahip olan primer g¢iftleri kullanilarak bunlarin saha

sartlarinda toplanan 6rneklerde uygulanabilirligi arastiriimistir.
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3.4.1. Gerec¢ ve Yontem
3.4.1.1. Calismada Kullanilan Parazit Materyali

Bu ¢alismada, T annulata’nin 12 farkli izolat1 (Ankara/D7, Tunus, iran, Sudan, Mistr,
Israyil, Hindistan, Akgaova, Dalama, Pendik, Aydin, Diyarbakir), T parva Kenya,
T. sergenti, T. lestoquardi, B. bovis, B. bigemina ve T. equi olmak tizere toplam 15 Theileria
ve li¢ de Babesia soyuna bagl parazite ait toplam 18 DNA 6rnegi kullanilmistir. Kullanilan

parazit drneklerine ait detayl bilgi Cizelge 3.A.1°de verilmistir.

34.1.2. LAMP Yonteminin Temel Calisma Esas1 ve Kullanilan Primerlerin

Ozellikleri

DNA’nin Loop Aracili Izotermal Yéntemle Cogaltilmast (LAMP); izotermal
kosullarda (60-65°C), 5"—3" yoniinde DNA’ da zincir yer degistirme aktivitesine sahip Bst
DNA Polimeraz (genis fragmenti) enzimi ve 6zel olarak tasarlanmus iki i¢ ve iki de dig primer
kullanilarak gerceklestirilen kendinden dongiilii olarak DNA zincirinin yerine gecgerek yapilan
DNA ¢ogaltma yontemidir. LAMP reaksiyonunda PZR’dan farkli olarak hedef DNA’nin 3’
ucundaki F3c, F2¢ ve Flc ile 5’ ucundaki B1, B2 ve B3 adl alt1 farkli bolgeye 6zgii F3, FIP,
B3 ve BIP olmak iizere dort tip primer kullanilmaktadir. Kullanilan primerler ve bunlarin
hedef DNA f{izerinde yerlesim bolgeleri Sekil 3.C.1°de gosterilmistir. FIP (ileri yonli i¢
primer); cogaltilacak hedef DNA {izerindeki F2¢ bolgesine komplementer olan F2 kismu ile 5’
kismindaki ‘TTTT’ veya istenilen niikleotidlerden olusan ara baglayicilar ve ¢ogaltilan yeni
zincirde olusacak F1 bolgesine komplementer Flc kisimlarindan olusur. BIP (geri yonlii i¢
primeri)’de hedef DNA’dan ¢ogaltilan zincirdeki B1 kismina komplementer olan Blc, ara
baglayicilar ve B2 kisimlarindan olusur. Reaksiyonda kullanilan ileri ve geri yonli dis
primerler sirasiyla F3c¢ bolgesine komplementer olan F3 ve B3¢ bolgesine komplementer B3
primerleridir. LAMP reaksiyonu sabit bir 1sida (Ornek olarak; 65°C), zincir yer degistirmesi
aktivitesine sahip Bst DNA Polimeraz (genis fragmenti) enzimi kullanilarak

gergeklestirilmektedir.
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Hedef DNA’nin LAMP metodu ile ¢cogaltilmasinda kullanilan primer ciftlerinin sematik goriiniimii

3!
[ E2d Terd __ISE [EAl 7 B3_]

P Hedef DHA

L

5 ¥ B3 primer ¥ B 7

Forward : Eﬂ“k;f'd
Inner Primer & . nner Fremer 3
FP) BIP -,

http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/

Sekil 3.C.1. LAMP metodu kullanilan primer ¢iftleri. (F3 ve B3) reaksiyonda kullanilan dis primer ciftleridir ve lineer yapili sentetik
oligoniikleotidlerdir. (F3c ve B3c) sirastyla F3 ve B3 primer ¢iftlerinin baglandigi koplementer kisimlardir. (FIP) ileri
yonlii i¢ primerdir, reaksiyon esnasinda F3 kismi ile hedef bolgeye baglanip ¢ogaltilan ve {irtindeki komplementer kismi
ile baglanip loop (dongii ya da ilmek) olusturabilen Flc kisimlarindan olusur. (BIP) geri yonlil i¢ primerdir, reaksiyon
esnasinda B3 kismi ile hedef bolgeye baglanip ¢ogaltilan ve iiriindeki komplementer kismi ile baglanip loop (dongii ya da
ilmek) olusturabilen Blc kisimlarindan olusur. Bu sekil LAMP Primer designing software Primer Explorer

(http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/) internet ana sayfasindan degistirilerek ¢izilmistir.




Reaksiyonunun baslangi¢ asamasinda bahsedilen dort primerde kullanilirken, ilerleyen
asamalardaki dongiilii sikluslarda sadece i¢ primerleri zincir yer degistirmesi yontemiyle
yapilan DNA sentezinde kullanilmaktadir. LAMP reaksiyonunun isleyisi ve Ongoriilen
reaksiyon asamlart Sekil 3.C.2°de gosterilmistir. Reaksiyonun ilk asamasinda; ileri yonli i¢
primer (FIP) c¢ift zincirli hedef DNA iizerindeki F2c¢ (komplementer bdlge) kismina
baglanarak zincir yer degistirme aktivitesine sahip Bst DNA Polimeraz enzimi yardimiyla
FIP’in 3’ yOniinden baglayarak hedef DNA’ya komplementer olan zinciri sentezler (Sekil
3.C.2 [1 ve 2]). FIP’den birkag¢ baz daha kisa olan ve reaksiyondaki konsantrasyonu FIP’ den
daha diisiik olan F3 (dis primer) hedef DNA {izerindeki F3c (komplementer bolge) kismina
baglanip hedef DNA’y1 kopyalar ve DNA tekrar cift zincirli yap1 kazanir. Daha Once
sentezlenen FIP’e bagl olan komplementer kisim tek zincirli olarak serbest hale gecerek 5’
yoniinde birbirlerine komplementer olan F1 ve Flc kisimlarinda baglanarak kadeh sapi
seklinde bir kavis olusturur (stem—loop) (Sekil 3.C.2 [3, 4 ve 5]). ilk asama sonunda olusan
tek zincirli yap1 (Sekil 3.C.2 [5]) geri yonlii i¢ primer (BIP) aracili DNA sentezi ve B3 primeri
ile olusacak olan zincir yer degistirmesi ile meydana gelen halter seklindeki (dumb—bell) yap1
icin hedef DNA’dir. Bunu takip eden ikinci asamada; BIP olusan yapidaki B2c¢ kismina
baglanarak 3’ yoniinden baslayip hedef DNA’ ya komplementer olan zinciri sentezler ve bu
esnada DNA’ nin kavisli yapisi eski yapisina donerek tekrar diiz bir hal alir. B3 primeri BIP’
nin ileri u¢ kismindaki komplementeri oldugu B3¢ kismina baglanarak enzim yardimiyla 3’
yoniinde baglayarak hedef DNA’y1 kopyalar ve zincire c¢ift sarmalli yapisini geri kazandirir.
Onceden sentezlenen BIP’e bagl olan komplementer kisim serbest hale gecerek 5° ve 3’
kisimlarindaki birbirlerine komplementer olan sirasiyla F1-Flc ve B1-Blc kisimlarinda
baglanarak kadeh sap1 seklinde bir kavis yaparak halteri andiran bir yap1 olusturur (Sekil 3.
C.2 [6, 7 ve 8]). Olusan halter benzeri yapt LAMP yonteminde ¢ogalma asamasindaki
baslangic yapisidir. Ilk ve ikinci asamalar LAMP siklusunda kullanilacak baslangig
materyelinin olusmasi olarakta diisiiniilebilir. Ugiincii asama (dongiilii ¢ogaltma); halter
benzeri DNA yapis1 hizli bir sekilde F1 kismindan 3’ yoniinde DNA sentezin baslayarak
kadeh sap1 seklindeki kavisli yapiya doniisiir. FIP kavisli yapidaki komplementeri olan kisma
(F2c) baglanarak zincir yer degistirmesi yoluyla DNA sentezini baslatir ve daha 6nceden
sentezlenen DNA zincirini serbest hale gegirir. Serbest hale gecen zincirdeki 3’ kisminda
birbirine komplementer olan Blc ve Bl kisimlarinin baglanmasiyla kavisli yapiy1 olusturup
B1 kismindan 3’ yoniinde kendinin baglandigi DNA zincirine komplementer kismi
sentezleyerek FIP kismina bagli komplementer zinciri serbest hale gecirir (Sekil 3. C.2 [9]).

Serbest hale gecen zincir her iki ucundaki birbirine komplementer olan F1-Flc ve B1-Blc
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kisimlarindan baglanarak halter seklindeki yapiyr olusturur (Sekil 3.C.2 [11]). Olusan bu
halter seklindeki yap1 Sekil 3.C.2 [8]’de olusan LAMP’in dongilii yapisidir. Sekil 3.C.2
[11]°de olusan bu halter seklindeki yapinin 3° ucundaki B1 kismindan baslayarak kendinin
baglandigt DNA zincirine komplementer kismi sentezler. Daha sonra BIP B2c¢ kismina
baglanarak zincir yer degistirmesi yoluyla DNA’y1 sentezler ve Bl kismindan baglayarak
sentezlenen bir dnceki yapiy1 serbest hale gecirir. Bunun sonucunda reaksiyonda Sekil 3.C.2
[8, 9 ve 10]’dakine benzer yapilar olusur. Sekil 3.C.2 [10]’daki yap1 olustuktan sonra BIP
komplementer olan tek zincirli kisimdaki B2¢’ ye baglanir ve ¢ift zincirli yapidaki kisimlar
zincir yer degistirmesi yoluyla sentezler. Bu asamanin sonunda ayni zincir tizerinde farkli
uzunluklarda, ¢ogaltilacak hedef bolgenin degisik sekillerde ters donmiis tekrarli yapilar

olusur.
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Sekil 3.C.2. LAMP metodu ile hedef DNA’nin ¢ogaltilmasi. (1); LAMP metodunun ilk
asamasinda FIP primeri hedef DNA {izerideki baglanma yerine F2 (lineer yapihi
bolge) bolgesi ile baglanarak Bst DNA polimeraz enzimi araciligi ile hedef
DNA’y1 baglanma bolgesinden baglayarak komplementer olarak kopyalar. (2);
kopyalanan zincir daha sonra baglanan F3 dig primeri yardimu ile, F2 baglanma
bolgesinin 5’ yoniine yakin kismindan, ayni enzimi kullanarak hedef DNA’nin
komplementeri olan ayr1 bir zincir daha sentezleyerek bir dnceki zinciri serbest
hale gecirir. (3 ve 4); bir Onceki asamada serbest hale gecen DNA zinciri
tizerindeki FIP primerinin F1c kism1 sentezlenen zincir iizerindeki komplementer
kismina baglanarak zincirin 5’ kisminda loop yapisini olusturun, ayni zamanda
bu zincire 3’ yonde komplementer kismina BIP primerinin B2 kismi ile
baglanarak bu zincirden ilgili enzimi kullanarak yeni bir komplementer yeni bir
zincir  sentezler. Sentezlenme esnasinda loop yapist baglandigi bolgeden
ayrilarak lineer yap1 kazanir. (5); bu asama sonucunda olusan yeni zincir 5° ve 3’
yoniinde loop yapisini olusturur. Bu yeni zincirde 5° yoniindeki loop yapisini
Flc kismina F1 ile baglanarak, 3’ yoniindekini de B1 kismina baglanan Blc ile
ousturur, bu yapt aynt zamanda LAMP reaksiyonunun tipik baglangi¢
materyalidir. (6); bu asamada FIP primerinin F2 kismui ile F2¢ bolgesine (loop
yapisina) distan baglanarak 3’ yOniinde yeni bir zincir sentezler, ayn1 zamanda
LAMP reaksiyonunun tipik baslangi¢ materyalinin loop yapisi olusturmak icin
baglandigr F1 kismindan 3’ yoniinde baska bir zincir daha sentezler. (7); bir
onceki asamada olusan zincir ilave olarak LAMP reaksiyonunun tipik baglangig¢
materyalinin 3’ ucunda loop ypisim1 olusturan Bl kismindan 5° yoniinde
komplementer zincir sentezi gergeklesir. (8); bir onceki asamada sentezlenen
zincir LAMP reaksiyonunun tipik baslangi¢ materyali tekrar olusturur, ayni
zamanda 3’ yoniinden yeni zincirin sentezi distan devam ederek bir Onceki
basamaktaki yapiya komplementer olan inciri sentezler. (9); bu ve sonraki
asamalarda daha once sentezlenen ve mevcut zincirlerden yenilerinin sentezine
devam edilerek LAMP realsiyonun tipik son {irlinii olan yap1 olusur. Bu sekil
LAMP Primer designing software Primer Explorer

(http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/) internet ana sayfasindan modifiye edilerek

cizilmistir. (Haklar1, 2005, Eiken Chemical Co. Ltd.’ye aittir, Japonya)
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LAMP yonteminde hedef DNA bolgesinin 6zgiin olarak cogaltilabilmesi igin
kullanilacak olan primer ¢iftlerinin dogru sekilde tasarlanmasi kritik 6neme sahiptir. LAMP
reaksiyonunda kullanilacak primerler gelistirilmis ‘PrimerExplorer V3’ adli bilgisayar

programi (http://primerexplorer.jp/e) kullanilarak veya g¢iplak goézle tasarlanabilmektedir.

Ancak primerlerin tasarlanmasinda dikkat edilmesi gereken ¢ok sayida Onemli nokta

olmasindan dolay1 var olan bilgisayar programi primerlerin tasarlanmasi i¢in en ¢ok tercih

edilen yontemdir. Reaksiyonda kullanilacak primerler (FIP, BIP, F3 ve B3) tasarlanirken

dikkat edilmesi gereken ©Onemli noktalar ve bunlara ait optimum parametreler asagida
anlatilmistir,

e Primer bolgeleri arasindaki mesafe; F2 ile B2 primerlerinin u¢ kisimlar

(LAMP reaksiyonunda ¢ogaltilan bolge) arasindaki mesafe 40—-60 baz ve F2 ile

F3 arasindaki mesafe 0—60 baz olacak sekilde hesaplanmaktadir.

e Primer bolgelerinin T, degerleri; Rekasiyonda kullanilan Flc ve Blc primer
bolgeleri i¢in 65°C (64-66°C), F2, B2, F3 ve B3 primer bolgeleri i¢in 60°C
(59-61°C) olacak sekilde hesaplanarak kullanilmaktadir.

e Primer uglarinin kararliligi; Reaksiyon esnasinda serbest enerjide meydana
gelen degisim (AG), olusan son {riin enerjisinden (Gg) baslangicta
materyalinin enerjisinin (Ga) ¢ikartilmasi ile hesaplanmaktadir [AG= Gp-G4 |.
Hedef DNA ile primerler arasindaki baglanma bir denge reaksiyonu
seklindedir ve baglanma diisiik serbest enerjilerde gerceklesmektedir. Yani
olusan serbest enerji degisimi (AG) ne kadar diisiik (negatif) olursa primerlerin
komplementeri olduklar1 hedef DNA bdlgelerine o Olgiide iyi baglanirlar.
Reaksiyonda kullanilan primerlerin 5° ve 3’ uglart DNA sentezinin baslama
noktas1 oldugu i¢in bu kisimlarin belli bir 6l¢iide karaliliga sahip olamasi
gereklidir. Kullanilan F2/B2, F3/B3 primer bdlgelerinin 3’ uglari ile Flc/Blc
primerler bolgelerinin 5° uglarinin serbest enerjileri AG <— 4 kcal/mol olacak

sekilde hesaplanmaktadir.
e GC oranlart; Tasarlanan primerlerin GC oranlari normal ve GC’den zengin gen

bolgeleri icin %50-60, AT’ den zengin gen bolgeleri icin %40-50 olacak
sekilde hesaplanmaktadir.
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e ikincil yapilar; Reaksiyonda kullamlan primerler, o&zellikle i¢ primer
bolgelerinin  3° uglar1 AT’den =zengin olmamali ve diger primerlerle

komplementer yap1 gostermemelidir.

3.4.1.3. Calismada Kullanilan Primerlerin Tasarlanmasi ve Bunlara ait Niikleotid

Dizilimleri

Theileria annulata’nin LAMP yontemi ile tespitinde kullanilmak {izere ilk ikisi tek
kopyal1 ve digeride muhtemel ¢oklu kopyaya sahip olan sirasiyla merozoit ylizey antijen geni
(Merol), 30 kDa major merozoite yiizey antijen geni (Tams-1) ve sitokrom b geni olmak
lizere toplamda ii¢ farkli gen bdlgesine 6zgili primerler tasarlanmigtir. Her gen bolgesi igin
iicer tane olmak kaydiyla toplamda dokuz primer ¢ifti (F3/B3 ve FIP/BIP olmak kaydiyla)

‘PrimerExplorer V3’ adli bilgisayar programi (http://primerexplorer.jp/e) kullanililmis ve her

gen i¢in olusturulan primer ¢iftlerinden 5'/3' stabiliteleri en yiiksek olanlar ile primer-dimer
olusturma oranlar1 en diisiik olanlardan iicer adet secilmistir. LAMP metodu ile 7. annulata
DNA’sin1 ¢ogaltmakta kullanilan primer ciftleri, bunlarin tasarlandigi gen bdlgeleri ile
dizilimleri Cizelge 3.C.2°de gosterilmistir. Cogalmadan sonra olusan iiriinlerin kesilebilmesi
amaciyla tasarlanan her primerin FIP ve BIP ¢iftlerine Eco RI restriksiyon enzim bdlgesi

(GAATTC) konulmustur.
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Cizelge 3.C.2. LAMP metodu ile 7. annulata DNA’sin1 ¢ogaltmakta kullanilan primer ¢iftleri ve bunlarin tasarlandigi gen bolgeleri

Gen adi Tiir ada

Primer ad1

dizilim®

Kaynak

Merozoit yiizey T. annulata
antijen geni
(Merol)

30 kDa major T. annulata
merozoite ylizey
antijen geni (Tams-1)

Cytochrome b T. annulata
geni

Mero21

Mero 25

Mero26

Tams416

Tams417

Tams898

CYTOB1

CYTOB341

CYTOB288

F3; TCTCTCTCTTGATATTGACAAAG

B3; AGACCTTCACATAGTGTACG

FIP; GCCCTCTTTCTTGAATGTGTATACCGAATTCCAACTGCCACTGACAGAC

BIP; TAATGTGAAACATGTTTACTTCGGCGAATTCAAGTCACACCTCATATCATTGT

F3; GATATTGACAAAGATTCAACTGC

B3; AGACCTTCACATAGTGTACG

FIP; GCCCTCTTTCTTGAATGTGTATACCGAATTCCACTGACAGACTTGTCGTG

BIP; TAATGTGAAACATGTTTACTTCGGCGAATTCAAGTCACACCTCATATCATTGT

F3; GATATTGACAAAGATTCAACTGC

B3; AGACCTTCACATAGTGTACG

FIP; GCCCTCTTTCTTGAATGTGTATACCGAATTCACTGACAGACTTGTCGTG

BIP; TAATGTGAAACATGTTTACTTCGGCGAATTCAAGTCACACCTCATATCATTGT

F3; ACTGGAAAGATGTACACCTT

B3; GTCCTTAAGCTCGAAGTAGG

FIP; TTGGCATTGTTTGGTTTTCCGACGAATTCGGAATTTAAACCTTCCAAAGTCA
BIP; TGTTGGTTCTGATTCCAAGAAGTGAATTCTTCAACCTTGAGTCACCG

F3; AACCTTCCAAAGTCACCTT

B3; CCTGTGTCATTTGAACCCA

FIP; AGAACCAACAAAAACAACAACTTCAGAATTCCGACAAGAAAGAAGTCGGAA
BIP; CCAAGAAGTTCGTCAAACTCTACTAGAATTCCTTATCGTCCTTAAGCTCGA

F3; ACTGGAAAGATGTACACCTT

B3; GTCCTTAAGCTCGAAGTAGG

FIP; TTGGCATTGTTTGGTTTTCCGACGAATTCGGAATTTAAACCTTCCAAAGTCA
BIP; TGTTGGTTCTGATTCCAAGAAGTGAATTCCTTCAACCTTGAGTCACCG

F3; ATGTGCCAGCAAAAGGTA

B3; ACCAGAATACCAAGACCAA

FIP; AGACGAACAAACCAACCGAAAGAATTCTGGCTTTTGAAAGTACTTTGG

BIP; TCACTCGTTTGGAGTTTCGTTTTAGAATTCGGTAAATGATTACTAGAATACCACA

F3; CTTGGAATATTGTTAGTACTCCA

B3; CTAGAATACCACATACCTTTCATG

FIP; CCAAAGTACTTTCAAAAGCCATACCGAATTCTTATATCCGGGTTGATGCT

BIP; TGTTAAACATTTGTTTCGGTTGGTTGAATTCAAGAAGAAATAAAACGAAACTCC

F3; CTTGGAATATTGTTAGTACTCCA

B3; CTAGAATACCACATACCTTTCATG

FIP; CGGCCAAAGTACTTTCAAAAGCCGAATTCATTATATCCGGGTTGATGCT

BIP; TGTTAAACATTTGTTTCGGTTGGTTGAATTCAAGAAGAAATAAAACGAAACTCC

Bu tez

Bu tez

Bu tez

(*); dizilimin 5'- 3' yonii verilmistir. Kalm, golgelenmis, italic olarak yazilan ‘GAATTC’ Eco RI restriksiyon enzimi ile kesim bolgelerini belirtmektedir.



3.4.1.4. Tasarlanan Primerlerin LAMP Yontemi ile Degerlendirilmesi

LAMP reaksiyonunda kullanilmak {izere tasarlanan primerlerin 6zgiilliikleri
T. annulata’nin farkl izolatlar1 (Tunus, Iran, Umbanein, Gharb, Israyil, Akcaova, Dalama,
Pendik, Aydin, Diyarbakir), enfekte olmayan sigir periferal kan hiicreleri, 7. parva,
T. sergenti, T. lestoquardi, B. bovis, B. bigemina, T. equi, A. marginale, A. centrale ve
A. phogocytophila tiirlerine ait DNA ornekleri kullanilarak degerlendirilmistir. Bu amagcla
yapilan LAMP reaksiyonu 25 pl’lik son hacimde; 20 mM Tris—HCl, 10 mM KCl, 10 mM
(NH4),SO4, 8mM MgSOy, %0.1 Triton X—100, 0.8M Betaine (Sigma—Aldrich inc., Amerika),
herbir dATP, dCTP, dGTP ve dTTP’tan 1.4mM, 8U Bst DNA polimeraz (New England
Biolabs Inc., Ingiltere), 1.6uM ileri ve geri yonlii i¢ primerler (FIP/BIP), 0.2uM F3 ve B3 dis
primerleri ile 1 pl DNA 6rnegi kullanilmistir. Reaksiyon Techne TC-512 marka otomatik
termal sikluslu makinede 65°C’lik sabit 1sida 90 dakika buyunca gerceklestirilmistir ve bunu
takiben reaksiyon 80°C’de 4 dakika inkiibe etmek suretiyle durdurulmustur. Elde edilen
LAMP iirtinleri oda 1s1s1 yada 4°C’de tutulmustur. . Daha sonra her LAMP iiriinleri ileriki
kisimda anlatildig1 sekilde incelenmistir.

Ayrica, Hiroshi ve ark. (2007) tarafindan B. bovis’in LAMP yontemi ile teshisinde
kullanilmak {izere tasarlanan primer ¢iftleri (Cizelge 3.C.3) B. bovis’in Afrika (Kusanyangwa,
Kuwangya), Meksiko (Meksiko, M07, Lismore), Israyil (saha susu I, II ve as1 susu LII),
Aydin gibi fakli cografik bglgelere ait izolatlarinin degerlendirilmesi amaciyla kullanilmastir.
Bu baglamda yapilan LAMP reaksiyonu 25 pl’lik son hacimde; 20mM Tris—HCl, 10mM KCl,
10mM (NH,4);S0,4, 8mM MgSOy4, %0.1 Triton X—100, 0.8M Betaine (Sigma—Aldrich inc.,
Amerika), herbir dATP, dCTP, dGTP ve dTTP’tan 1.4mM, 8U Bst DNA polimeraz (New
England Biolabs Inc., Ingiltere), 1.6 pM ileri ve geri yonlii i¢ primerler (FIP/BIP), 0.2uM F3
ve B3 dis primerleri ile 1 pl DNA 6rnegi kullanilmistir. Reaksiyon Techne TC—-512 marka
otomatik termal sikluslu makinede 63°C’lik sabit 1s1da 90 dakika buyunca ger¢eklestirilmistir
ve bunu takiben reaksiyon 80°C’de 3 dakika inkiibe etmek suretiyle durdurulmustur. Elde
edilen LAMP fiiriinleri oda 1s1s1 ya da 4°C’de tutulmustur. Daha sonra her LAMP {iriinleri

ileriki kisimda anlatildig: sekilde incelenmistir.
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Cizelge 3.C.3. LAMP metodu ile B. bovis tiirlerine ait DNA’lar1 ¢ogaltmakta kullanilan primer ¢iftleri ve bunlarin

tasarlandig1 gen bolgeleri

F3 ACCAAAAACTATCTGAAAGCCCAATG

B3 GGAGCCTCCCTGAAGAACT
FIP AGGTTCGGCTACATTCTCTTTCAGAATTCTGAGCCCACTAAAAAGTTTATGC
BIP GCCAACCCACCAAGGAGTTTTTCAGAATTCTTGGTTGGTTGACCGATGTT

(Hiroshi ve ark 2007)



3.4.1.5. PZR ile LAMP Yonteminin Duyarlih@inin Karsilastirilmasi

LAMP yonteminin duyarliliginin belirlenmesi ve bunun F3/B3 primer ¢iftleri
kullanilarak yapilan PZR ile karsilastiriimas1 amaciyla deneysel enfekte buzagidan elde edilen
%0.1-10"° parazitemiye sahip 10 katli sulandirmalar ile her sulandirmadan FTA kartlari
iizerine damlatilan ornekler ve D7 makrosizont hiicre kiiltiirlinden hazirlanan DNA
orneklerinden hazirlanan 10 kath sulandirmalar kullanilmistir. Ayrica, hiicre kiiltiirlerinden
hazirlanan DNA 06rnekleri ve saflastirilarak elde edilmis piroplasmlardan hazirlanan DNA
orneklerinde LAMP ve PZR’ nin duyarhiliklar iizerine biyolojik bilesenler ile ortamda
bulunan parazite ait baslangic DNA miktarin etkilerinin belirlenmesi amaciyla esit
konsantrasyonlardaki 7. annulata Ankara / D7 in vitro hiicre kiltirii ve 7. annulata
Ankara/C9 piroplazm DNA’larmin ayr1 ayr1 10 kath olarak distile su ile sulandirilanarak
LAMP yontemi ile yukarida anlatilan kosullar altinda degerlendirilmistir. Buna ilave olarak,
LAMP sonuglari, F3/B3 ve cytobl primer c¢iftleri kullanilarak yapilan PZR sonuclar ile
kargilagtirilmistir. PZR’u 50 pl’lik son hacimde, 45 mM Tris—HCI, pH 8.8, 11 mM
(NH4)2S04, 4.5 mM MgCl,, 0.113 mg/ml BSA, 4.4 uM EDTA, herbir dATP, dCTP, dGTP ve
dTTP’tan 1 mM, 1 U Ampli Tag DNA polimeraz (Applied Biosystems), 10 uM ileri ve geri
yonli primer ¢ifti ile 2 ul DNA 06rnegi kullanilarak gerceklestirilmistir. Elde edilen PZR
iriinleri 4°C’de tutulmustur. Daha sonra her PZR fiiriiniinden 10 pl olmak kosuluyla
mililitresinde 10 pl ethidiyum bromid bulunan %1,5’lik agaroz gelde 100 voltluk akimda bir

saat elektroforeze tabi tutulmus ve son olarak ultraviole 151k altinda goriintiilenmistir.
3.4.1.6. LAMP Uriinlerinin Incelenmesi

LAMP reaksiyonu sonucunda ¢ogaltilan {iriinler agaroz gel elektroforezi yada ¢iplak
gozle incelenebilmektedir. Bu amagla yapilan agaroz gel elektroforezinde her LAMP
tirtintinden 10 pl olmak kosuluyla mililitresinde 10 pl ethidiyum bromid bulunan %1.5’lik
agaroz gelde, 100 voltluk akimda bir saat elektroforeze tabi tutulmus ve son olarak ultraviole
151k altinda goriintiilenmistir. Bunun yaninda LAMP reaksiyonunda, pyrofosfat iyonlart DNA
polimerizasyonu sirasinda kullanilan deoksintikleotidtrifosfat’ lardan son {iriin olarak agiga
¢ikar [(DNA),.+dNTP—(DNA),+P,0,"]. Olusan pyrofosfat iyonlarinin miktar1 arttik¢a
LAMP reaksiyonunda kullanilan tampon soliisyonda bulunan magnezyum iyonlart ile
reaksiyona girerek magnesyum pyrofosfat [P,0,"+2Mg**—Mg,P,0;] seklinde ¢okelti
olusmaktur ve bu da ¢iplak gozle bakildiginda tiipte bulaniklik seklinde goriilmektedir (Mori
ve ark 2001). Ciplak gozle incelemede kullanilan bir diger yontemde, reaksiyonda kullanilan

tiipe 1 ul Sybeer Green I (Invitrogen™) eklendiginde pozitif olan tiiplerde orijinal turuncu
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renk yesile donlismekte, negatif olan tiiplerde ise herhangi bir renk degisikligi olmadan
orijinal turuncu renk kendini muhafaza etmektedir. Bu amagla, her tiipe 1 pl 1/10 oraninda
sulandirilmis Sybeer Green I (Invitrogen™) eklenerek pozitif érneklerdeki renk degisimi

incelenmistir.

3.4.1.7. Olusan LAMP Uriinlerinin EcoR I Restriksiyon Enzimi Kullamlarak

Kesilmesi

(Cogaltilan tirtinlerde FIP ve BIP primerlerinin sirasiyla F2-Flc ve B2-Blc bolgeleri
arasinda bulunan boslukta yer alan restriksiyon bolgesi (GAATTC) kesilerek olusacak
bantlarin incelenmesi amaciyla elde edilen {irlinler piirifiye edilip Eco RI enzimi ile
kesilmistir. Ilk olarak, LAMP diriinleri ortamda bulunan ve enzimin aktivitesini
engelleyebilecek olan oligoniikleotidler ile diger materyallerden arindirilmasi amaciyla
QIAquick PCR piirifikasyon kiti (QIAGEN, Almanya) kullanilarak saflastirilmistir. Elde
edilen triinlerin DNA konsantrasyonlar1 spektrofotometrik olarak Ol¢iildiikten sonra 1 pg
DNA 6rnegi 1 U Eco RI enzimi ile 37°C’de gece boyunca inkiibe edilerek ilgili bolgelerinden
(GAATTC) kesilmis ve daha sonra enzimin inaktivasyonu i¢in 65°C 20 dakika bekletilmistir.
Kesilen iiriinler mililitresinde 10 pl ethidiyum bromid bulunan %2 agaroz jelde 100 voltluk
akimda bir saat elektroforeze tabi tutulmus ve son olarak ultraviole 1s1ik altinda

goriintiilenmistir.

3.4.1.8. F3/B3 Primer Cifti Kullamlarak Yapilan PZR Uriinlerinin Sekans

Analizleri icin Klonlanmasi

LAMP yoéteminde hedef DNA bdlgesinin dogrulanmasi amaciyla reaksiyonda
kullanilan F3/B3 primer ciftleri kullanilarak yapilan PZR ile ¢ogaltilan bdlge klonlanarak
sekans analizine gonderilmistir. Bu amagla, 7. annulata’nin C9 piroplasm ve D7 makrosizont
DNA’lar1 F3/B3 primer ¢iftleri kullanilarak ¢ogaltilan PZR firiinleri %1,5” lik agaroz gelde
yukarida belirtildigi sekilde elektroforeze tabi tutularak, ultraviyole 1s1k altinda goriintiilenmis
ve 185 bp’lik irlinler gelden kesilerek ayrilarak Qiagen gel purifikasyon kiti (QIAGEN,
Almanya) kullanilarak purifiye edilmislerdir. Daha sonra piirifiye edilen PZR f{iriinleri sekan
analizi i¢in TOPO TA Klonlama Kiti (Invitrogen™) kulanilarak pCR4-TOPO plasmid
vektorii (Invitrogen™) icine klonlanmig (Bkz. 3.2.1.Gere¢ ve Yontem/Secilen Primer Ciftleri
Kullanilarak Cogaltilan PZR Uriinlerinin Sekans Analizleri i¢in Klonlanmasi) ve pozitif
koloniler segilerek plasmid DNA’lart QIAGEN plasmid mini kiti kullanilarak pirifiye
edildikten sonra 1 pg plasmid DNA EcoR1 restriksiyon enzimi ile kesildilerek agaroz gelde

elektroforeze tabi tutulmus ve kesilen liriinlerin boylarina bakilarak PZR {irlinlinlin vektor
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icerisine klonlanip klonlanmadigi dogrulandiktan sonra plazmid DNA ornekleri (1-2 pg)
37°C’de bir gece boyunca kapaklar1 agik olarak bekletilerek DNA’nin kurumasi saglanmis ve
bu Ornekler sekans analizlerinin yapilmasi igin ticari bir sirkete gonderilmistir (MWG
Biotech, Almanya). Ayrica, LAMP yontemi ile F3/B3 dis primerlerinin ¢ogalttig1 hedef DNA
bolgesinin 7. annulata’nin farkli izolatlart (Ankara/D7, Dalama, D.bakir, A.ova, Aydin ve
Pendik) arasinda herhangi bir farklilik gosterip gostermediginin belirlenmesi amaciyla
belirtilen izolatlara ait DNA’lar F3/B3 primerleri kullanilarak yapilan PZR sonrasi yukarida

anlatilan yontemle klonlanarak sekans analizleri i¢in gonderilmistir.
3.4.1.9. LAMP yonteminin Saha Sartlarinda Denenmesi

LAMP yonteminin saha sartlarinda denenmesi amaciyla tropikal theileriosis’in
endemik olarak goriildiigli bolgelerden toplanan toplam 52 kan 6rneginden hazirlanan DNA
ornekleri kullanilmis ve elde edilen sonuglar cytobl PZR ve multipleks PZR ile elde edilen

sonugclar ile karsilastirilmistir.
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O  Mero |, Tams1 ve sitokrom b genleri

» PrimerExplorerV3 (http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/)

¢ Primer-dimer
¢ 53 stabiliteleri

Gen adh

Tir adh

Primer adx

Merozoit ylizey antijen geni (Mero — 1)

30 kDa major merozoite ylizey antijen geni (Tams1)

sitokrom b geni

T.annulata

Mero21 ~N
Mero 25

Mero26
Tams416

Tams417

Tams898/
CYTOB1

CYTOB341

Uriin elde edilememis
yada
tiim izolatlan 6zgiil olarak gogaltamamisg

Tiim izolatlar (+)

CYTOB288—— Uriin elde edilememis

CYTOB1 primerleri

CYTOB341 duyarlilik |

Sekil 3.C.3. Theileria annulata’nin LAMP yontemi ile teshisinde tasarlanan primer ¢iftleri ve elde edilen sonuglar



3.4.2. Bulgular
3.4.2.1. Tasarlanan LAMP Primerleri ile Elde Edilen Sonuclar

Sekil 3.C.3’de gosterilen ve 7. annulata’nin LAMP yontemi ile tespiti amaciyla
merozoit ylizey antijen geni (Merol), 30 kDa major merozoite yiizey antijen geni (Tams-1) ve
sitokrom b genine 6zgiil olarak tasarlanan toplam dokuz fakli primerlerin 6zgilliikleri farkli
bolgelere ait izolatlar kullanilarak degerlendirilmis ve elde edilen sonuglara gore 6zgiilliik ve
duyarlilik yoniinden en iyi sonu¢ veren primer g¢iftleri secilmistir. Bu dogrultuda yapilan
denemelerde LAMP yontemi ile Merol, Tams-1 ve sitokrom b gen boélgelerini ¢ogaltmada
kullanilan sirasiyla Mero21, 25, 26 ile Tams416, 417, 898 ve CYTOB241 pimer ciftleri tiim
izolatlar1 ve/veya hicbir izolati 6zgiil olarak cogaltamamalar1 nedeniyle ileriki asamalarda
kullanilmamistir. Bunun yaninda sitokrom b genini ¢ogaltmada kullanilan diger iki primer
¢ifti olan CYTOBI1 ile CYTOB341 ile T. annulata’mn farkli izolatlarma (Tunus, iran,
Umbanein, Gharb, Israyil, Akcaova, Dalama, Pendik, Aydin, Diyarbakir) ait sitokrom b geni
0zgil olarak ¢ogaltirken, BL20, T. parva, T. sergenti, T. lestoquardi, B. bovis, B. bigemina,
T. equi, A. marginale, A. centrale ve A. phogocytophila tirlerine ait DNA’larinda herhangi
bir ¢ogalma gozlenmemistir (Resim 3.C.2 (A)).
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A

00 bp ladder
Jestoquardi
00 bp ladder

3.bovis

T.annulata izolatlari S
©
o

B.bigemina
\.marginale
\.centrale
\.phago.

sergenti
B.equi

_ /200 20 2 200 20 2 200 20 2 )

>
L20

F3/B3 185 bp

Resim 3.C.2. (A); T. annulata’nin farkli izolatlar1 ve diger baz1 Theileira, Babesia ve Anaplasma tiirlerine ait DNA’lar1 ile CYTOBI1 primer
¢iftleri kullanarak yapilan LAMP reaksiyonu. Kuyu 1, 100 bp’lik molekiiler boyut belirleyici (Invitrogen™); kuyu 2, bos; kuyu 3,
T. annulata’nin sirasi ile Tunus, Iran, Umbanein, Gharb, Israyil, A.ova, Dalama, Pendik, Ayin, Diyarbakir izolatar1; kuyu 4, bos;
kuyu 5, enfekte olmayan sigir PBM; kuyu 6, T. parva; kuyu 7, T. sergenti; kuyu 8, T. lestoquardi; kuyu 9, B. bovis; kuyu 10,
B. bigemina; kuyu 11, T. equi; kuyu 12, A. marginale; kuyu 13, A. centrale; kuyu 14 A. phogocytophila; kuyu 15, su; kuyu 16,
bos; kuyu 17; 100 bp’lik molekiiler boyut belirleyici (Invitrogen™). (B ve C); T. annulata’ya ait cytochrome b genini ¢ogaltmakta
kullanilan CYTOBI primer c¢iftleri yapilan LAMP reaksiyonun (B) ve cytobl primer ¢ifti kullanilarak yapilan PCR (C)’in
sensitivitesinin 7. annulata’ya ait DNA Orneklerinin 10 kathi sulandirmalar1 kullanilarak belirlenmesi. Kuyu 1, 100 bp’ lik
molekiiler boyut belirleyici (Invitrogen™); kuyu 2-11; 7. annulata Ankara/D7 (A) ait her bir DNA 6rneginin 107’ den 10"%a
kadar olan 10 kath sulandirmalar1. (*); her sulandirma basamagindaki DNA miktarini gosterir.
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3.4.2.2. PZR ve LAMP Yonteminin Duyarhhklarimin Karsilastirilmasi

LAMP metodunun duyarliliginin belirlenmesi ve bunun F3/B3 primer ¢iftleri
kullanilarak yapilan PZR ile karsilastiriimas1 amaciyla deneysel enfekte buzagidan elde edilen
bilinen parazitemiye (%0.1-10"°) sahip 10 katli sulandirmalar ile her sulandirmadan FTA
kartlar1 lizerine damlatilan 6rnekler ve D7 makrosizont hiicre kiiltiirlinden hazirlanan DNA
orneklerinden hazirlanan 10 kathh sulandirmalar kullanilarak yapilan degerlendirmede
CYTOBI primeri kullanilarak yapilan LAMP ve F3/B3 primerleri kullanilarak yapilan PZR
deneysel enfekte buzagidan elde edilen sulandirmalar ile D7 makrosizont hiicre kiiltiiriinden
hazirlanan sulandirmalarda testlerin sirastyla 102 ve 10™ olup her iki testinde esit duyarliliga
sahip olduklar1 belirlenmistir (Cizelge 3.C.4). D7 hiicre Kkiiltiirlerinden hazirlanan
sulandirmalarda hem LAMP hemde PZR testi 2 femtogram (fg)’a kadar olan parazit
DNA’sin1 ¢cogaltabilmistir (Resim 3.C.2 (B ve C)). Bununla birlikte CYTOB341 primerleri ile
yapilan LAMP deneysel enfekte buzagidan hazirlanan diliisyonlarda 107 parazitemiye kadar
duyarlilik gosterirken, D7 hiicre kiiltiiriinden hazirlanan sulandirmalarda duyarhligmm 107
oldugu belirlenmistir. CYTOB341 primerleri ile yapilan LAMP D7 diliisyonlarinda 10 kat
daha az duyarlilik géstermistir. Bunun yaninda FTA kartlar1 kullanilarak yapilan denemede
hicbir iirlin ¢ogaltilamamistir. Sitokrom b genine ait 312 bp’lik bdlgeyi cogaltan cytobl
primerleri kullanilarak yapilan PZR hem deneysel enfekte buzagidan elde edilen hemde D7
makrosizont hiicre kiiltiiriinden hazirlanan sulandirmalarda sirasiyla 10 ve 107'° duyarlilikla
LAMP ve F3/B3 PZR’larinda daha duyarli oldugu gozlenmistir (Cizelge 3.C.4).

Ayrica, hiicre kiiltiirlerinden hazirlanan DNA 6rnekleri ve saflagtirilarak elde edilmis
piroplasmlardan hazirlanan DNA orneklerinde LAMP ve PZR’nin duyarliliklar iizerine
biyolojik bilesenler ile ortamda bulunan parazite ait baslangic DNA miktarmin etkilerinin
belirlenmesi amaciyla esit konsantrasyonlardaki 7. annulata Ankara/D7 in vitro hiicre kiiltiirii
ve T. annulata Ankara/C9 piroplazm DNA’larinin ayr1 ayr1 10 katli olarak deiyonize su ile
sulandirilmasi ile hazirlanan 6rneklerde CYTOBI primerleri ile yapilan LAMP yonteminde
saflagtirilmis piroplasm DNA’lar1 D7 hiicre kiiltiirinden hazirlanan DNA diliisyanlarina
oranla 10° kez daha duyarli olarak tespit edebilmistir. Ayni diliisyonlar ile F3/B3 primer ¢ifti
kullanilarak yapilan PZR’nda da LAMP ile elde edilen sonuglarla paralellik gostermistir
(Resim 3.C.3).
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Cizelge 3.C.4. PCR ve LAMP metodunun 6zgiillik ve duyarlilik sonuglarinin karsilagtiritlmasi

10 kath diliisyonlar PCR
cytobl CYTOBI1 F3/B3
Deneysel enf. diliisyonlar1** 10 10
FTA Kkartlarn iizerindeki deneysel enf. diliisyonu** _ -
D7 diliisyonlar: 107 10?
T. a. suslan ve ozgiilliikleri n n

B. bovis susu T diliisyonlar:

CYTOB1

102

10°

LAMP
CYTOB341

102

10

zayif

Bovis LAMP*

ozgiin degil

*; sadece B. bovis M07, Lismore ve Kuvanyga suslarini ¢ogaltmustir.

cle



€le

| |

PCR

F3/B3 185 bp

Resim 3.C.3. Theileria annulata’ya ait C9 piroplasm (A) ve D7 makrosizont kiiltiirlerden (B) hazirlanan DNA’larin 10 kath diliisyonlarinda (10™'-10"°) sitokrom b
genini LAMP yontemi ile ¢ogaltmakta kullanilan CYTOBI primer ciftleri (1) ve PZR yontemi ile gogaltmada kullanilan F3/B3 primer ¢iftleri (3) ile
elde edilen duyarhiliklarinin karsilagtiriimasi. (2); LAMP yontemi ile gogaltilan iiriinlerin syber green (Invitrogen™') ile goriintiilenmesi (Devam),



Resim 3.C.3. Theileria annulata’ya ait C9 piroplasm (A) ve D7 makrosizont kiiltiirlerden
(B) hazirlanan DNA’ larin 10 kath diliisyonlarinda (10'-107"%) sitokrom b
genini LAMP yontemi ile ¢ogaltmakta kullanilan CYTOBI1 primer ¢iftleri (1)
ve PZR yontemi ile ¢ogaltmada kullanilan F3/B3 primer ciftleri (3) ile elde
edilen duyarliliklarinin karsilastirilmast. (2); LAMP yontemi ile ¢ogaltilan

tirinlerin syber green (Invitrogen'") ile goriintiilenmesi.
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3.4.2.3. Sekans Analiz Sonug¢lar

LAMP yonteminde c¢ogaltilan hedef DNA bolgesinin dogrulanmasi amaciyla
T. annulata’nin C9 piroplasm ve D7 makrosizont DNA’lar1 reaksiyonda kullanilan F3/B3
primer ciftleri kullanilarak PZR ile ¢ogaltilan 185 bp’lik bdlgenin sekans analiz clustal X
bilgisayar programi kullanilarak yapilan karsilagtirma sonuglarinda piroplasm ve makrosizont
donemlerinde sitokrom b genine ait 185 bp’lik bolgede herhengi bir polimorfizm goériilmemis
ve iki bolge birbirleri ile niikleotid seviyesinde %100 benzerlik gostermistir (Sekil 3.C.4, B).
NCBI veri tabaninda kayitli gen bolgeleri ile yapilan karsilagtirma sonucunda 185 bp’lik
dizilim analiz sonuglar1 ile veri tabaninda kayitli sitokrom b genine ait ayni1 bolge arasinda %
100 benzerlik gozlemistir. LAMP yontemi ile F3/B3 dis primerlerinin ¢ogalttigi hedef DNA
bolgesinin 7. annulata’nin farkl izolatlar1 (Ankara/D7, Dalama, D.bakir, Ak¢aova, Aydin ve
Pendik) arasinda herhangi bir farklilik gosterip géstermediginin belirlenmesi amaciyla yapilan
sekans analiz sonuclar1 F3/B3 ve FIP ile BIP (Blc hari¢) bolgelerinde herhangi bir farklilik
gozlenmemistir (Sekil 3.C.4 (A)). BIP primerine ait Blc bolgesinde SNP’ler gozlenmis ve bu
polimorfik niikleotidler primerin ilgili bolgeye baglanmasinda herhangi bir farkliliga yol

acmamaktadir.
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(A); T.annulata’ nin farkli izolatlarina ait DNA’ larin F3/B3 primerleri kullanilarak yapilan PZR’'unun sekans sonucu

F3 F2 F1 B1ic B2c B3
genedb ATGTGCCAGCAAAAGGTATGGCTTTTGAAAGTACTTTGG] XXTCACTCGTTTGGAGTTTC  TTTTAXXTGTGGTATTCTAGTAATCATTTACQTTGGTCTTGGTATTCTGGT
D7 ATGTGCCAGCAAAAGGTATGGCTTTTGAAAGTACTTTGG XXTCACTCGTTTGGAGTTTC  TTTTAXXTGTGGTATTCTAGTAATCATTTACQTTGGTCTTGGTATTCTGGT
Dalama ATGTGCCAGCAAAAGGTATGGCTTTTGAAAGTACTTTGG XXTCACTCGTTTGGAGTTTC TTTTAXXTGTGGTATTCTAGTAATCATTTACQTTGGTCTTGGTATTCTGGT
D.Bakir ATGTGCCAGCAAAAGGTATGGCTTTTGAAAGTACTTTGG XXTCACTCGTTTGGAGTTTC TTTTAXX[TGTGGTATTCTAGTAATCATTTACQTTGGTCTTGGTATTCTGGT
A.ova ATGTGCCAGCAAAAGGTATGGCTTTTGAAAGTACTTTGG XXTCACTCGTTTGGAGTTTC TTTTAXX[TGTGGTATTCTAGTAATCATTTACQTTGGTCTTGGTATTCTGGT
Aydin  ATGTGCCAGCAAAAGGTATGGCTTTTGAAAGTACTTTGG XXTCACTCGTTTGGAGTTTC TTTTAXX[TGTGGTATTCTAGTAATCATTTACQTTGGTCTTGGTATTCTGGT
Pendik ATGTGCCAGCAAAAGGTATGGCTTTTGAAAGTACTTTGG XXTCACTCGTTTGGAGTTTCE TTTTAXX[TGTGGTATTCTAGTAATCATTTACQTTGGTCTTGGTATTCTGGT

F3 B3
] 55 F1c . B2 Bl
FIP; \ F2 . BIP; o :

(B); C9 ve D7 DNA!'’ larindan F3/B3 primerleri kullanilarak yapilan PZR’'unun sekans sonucu
F3 > F2 F1 Bic
C9 ATGTGCCAGCAAAAGGTATGGCTTTTGAAAGTACTTTGGCCGTAATGTTAAACATTTGTTTCGGTTGGTTTGTTCGTCTTTATCACTCGTTTGGAGTTTCGTTTTA
D7 ATGTGCCAGCAAAAGGTATGGCTTTTGAAAGTACTTTGGCCGTAATGTTAAACATTTGTTITCGGTTGGTTTGTTCGTCTTTATCACTCGTTTGGAGTTTCGTTTTA

k k kkkkhkkhkkkhkhkkhhkhhkdhhkdhhkdhkhkdhhkdhkhkdhkhdhkhhkhkhkhkhkhkhkhkdhkdkhkdhhkdhhkdhhkdhkdkdhhdhhdhhdhhdhdhdhkhdhkhdhkhdhhdhdhkdkhkdkhdkhhkhhkdhkdhkdhhkdhhkdhhkdhddhdhddhddhdkdhkhkdhkhdhkhdhhkhi

B2c < B3
C9 TTTCTTCTTTATGTTTCTACATATCATGAAAGGTATGTGGTATTCTAGTAATCATTTACCTTGGTCTTGGTATT CTGGT
D7 TTTCTTCTTTATGTTTCTACATATCATGAAAGGTATGTGGTATTCTAGTAATCATTTACCTTGGTCTTGGTATT CTGGT

k k kkhkkhkkkhkkkhkhkkhhkhhkhhkdhhdhkhkdhkhkdhkhkdhkhkdhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhkdhkhkdhhkdhhkhhdhdhdhdhdhdkhkdkhkdhkdhhdhdhkkhkkxhkkxhkxx k%

Sekil 3.C.4. Theileria annulata’nin LAMP yonteminde kullanilan F3/B3 primer ¢iftleri ile yapilan PZR sonucunda elde edilen {irtinleri dizilim
analiz sonuglari. (A); 7. annulata’nin farkli izolatlarina ait DNA’larin F3/B3 primerleri kullanilarak yapilan PZR’unun sekans
sonucu. (B); C9 ve D7 DNA’larindan F3/B3 primerleri kullanilarak yapilan PZR’unun sekans sonucu. F3 ve B3 dis primerlerin
baglanma bolgesi mavi renkte, FIP baglanma bolgeleri F1 (alt1 ¢izili bolge) ile F2 (italik yazili bolge), BIP baglanma bolgeleri olan
Blc (alt1 ¢izili bolge) ve B2c (italik bolge) sekilde ilgili bolgeler iist kisimda yazacak sekilde gosterilmistir.



3.4.2.4. Olusan LAMP Uriinlerinin EcoR I Restriksiyon Enzimi Kullamlarak

Kesilmesi

(Cogaltilan tirtinlerde FIP ve BIP primerlerinin sirasiyla F2-Flc ve B2-Blc bolgeleri
arasinda bulunan boglukta yer alan restriksiyon bolgesi (GAATTC) Eco RI enzimi ile
kesilerek olusan bantlar incelenmis ve yukaridan asagiya dogru sirasiyla 301 bp, 271 bp, 158
bp, 143 bp, 114 bp’lik toplam bes bant gézlenmistir (Resim 3.C.4). Bunlarda 271, 185 ve 114
bp’lik bolgeler beklenen bantlar olmasina karsin, olusan diger iki bant (301 ve 143) daha 6nce

yapilan analizlerde belirlenememis bantlardir.

3.4.2.5. Babesia bovis’ in LAMP Yontemi ile Teshisisinde Kullanmilan Primerlerle
Elde Edilen Sonuclar

Hiroshi ve ark (2007) tarafindan B. bovis’in LAMP yontemi ile teshisinde kullanilmak
lizere tasarlanan primer ciftleri (Cizelge 3.C.3) ile B. bovis’in Afrika (Kusanyangwa,
Kuwangya), Meksiko (Meksiko, M07, Lismore), Israyil (saha susu I, II ve as1 susu LII),
Aydin gibi farkli cografik bolgelere ait izolatlar1 kullanilarak yapilan LAMP sonucunda
sadece Kuwangya, M07 ve Lismore izolatlarinda c¢ogalma go6zlenirken kullanilan diger
izolatlarda herhangi bir {irin olusmamustir (Resim 3.C.5). Cizelge 3.C.3’de belirtilen primer
ciftleri B. bovis’in farkli cografik bolgelere ait izolatlarmin timiimii aym1 6zgilliikte

cogaltamamustir.
3.4.2.6. LAMP yonteminin Saha Sartlarinda Kullanmilabilirligi

LAMP yonteminin saha sartlarinda denenmesi amaciyla tropikal theileriosis’in
endemik olarak goriildiigli bolgelerden toplanan toplam 52 kan 6rneginden hazirlanan DNA
orneklerinin CYTOB1 LAMP, cytobl PZR ve multipleks PZR ile elde edilen sonuglar ile
karsilastirilmistir. Cyto bl PZR ve multipleks PZR’ da toplanan 52 ornekten 51 tanesi
T. annulata i¢in pozitif sonu¢ verirken bir ornekte negatiflik bulunmus iken, CYTOBI
primerleri kullanilarak yapilan LAMP testi sonucunda toplanan 52 6rnekten sadece 28 tanesi
pozitif, kalan diger 24 Ornekte ise negatif sonu¢ vermistir (Cizelge 3.C.5). Buna ek olarak,
LAMP testi sonrasi yapilan agaroz jel elektroforezinde bazi 6rneklerin ¢ok zayif pozitiflik
gosterdigi belirlenirken (Resim 3.C.6), tekli ve multipleks PZR testleri ile ayn1 6rnekler daha

giiclii pozitiflikler vermistir.
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v" Eco Rl restriksiyon (GAATTC) bolgeleri;
114—> 5

143—» 4
158—» 3

271—» 2
301—> 1

300

200

100

Resim 3.C.4. LAMP iiriinlerinin Eco RI restriksiyon enzimleri ile kesilikten sonra yapilan %2 agaroz jel elektroforez goriintiisii. Ok
isareti ile belirtilen bantlar sirasiyla 1; 301 bp, 2; 271 bp, 3; 158 bp, 4; 143 bp, 5; 114 bp LAMP f{iriinlerinin enzim ile

kesildikten sonra olusturdugu bantlar1 gostermektedir.



sanyangwa s usu

rayil saha susu
rayil saha susull

srayil ag| sugu

Resim 3.C.5. Babesia bovis tiirline ait rhoptry proteinl geninin Hiroshi ve ark., (2007)

tarafindan belirlenen primerler kullanilarak LAMP reaksiyonu ile
cogaltilmasi. Kuyu 1, 100 bp’lik molekiiler boyut belirleyici
(InvitrogenTM); kuyu 2, bos; kuyu 3-11, B. bovis’in farkli suslari
(Meksiko, Kusanyangwa, M07, Lismore, Kuvanyga, Israyil saha susu,
Israyil saha susu I, Israyil as1 susu, Israyil as1 susu II); kuyu 12, enfekte
olmayan si1gir PBM; kuyu 13, su; kuyu 14; B. bovis Aydin susu.
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Cizelge 3.C.5. Sahadan toplanan DNA 6rneklerinin tekli ve multipleks PCR ile LAMP yo6ntemi kullanarak elde edilen sonuglariin

karsilastirilmasi
Sahadan Toplanan Kan Ornekleri
Pozitif Negatif Toplam say1

Tekli PZR
cytobl 51 1 52
MAR1bB2 12 40 52
bovar2A 4 48 52

Multipleks PZR
cytobl 51 1 52
MARI1bB2 12 40 52
bovar2 A 4 48 52

LAMP
CYTOB1#** 28 24 52

**: baz1 6rneklerde ¢ok zayif pozitiflik goriilmiistiir.



Resim 3.C.6. Theileria annulata enfeksiyonunun endemik olarak goriildiigii bolgeden toplanan
DNA Orneklerinin CYTOBI1 primer ¢iftleri kullananar LAMP reaksiyonu ile
¢ogaltilmasi. Kuyu 1 ve 23, 1000 bp’lik molekiiler boyut belirleyici (Invitrogen™);

kuyu 2, su; 3-22, 1 ile 22 arasi toplanan 6rnekler (1 ve 22 dahil); kuyu 24, bos; kuyu
25-44, 23 ile 42 arasi1 toplanan 6rnekler (23 ve 42 dahil).
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3.4.3. Tartisma

Biyoteknoloji alaninda yasanan yenilikler niikleik asit ¢ogaltma teknikleri hastalik
etkenlerinin belirlenmesinde rutin laborotuvar teknikleri ve modelleri haline getirmistir (Gill
ve Ghaemi 2008). PZR, NASBA, 3SR ve SDA gibi bir ¢ok niikleik asit ¢ogaltma yontemi
mevcut olup bunlar arasinda en genis kullanim alani1 bulan1 RT-, nested ve multipleks gibi
farkli gesitleri olan PZR teknikleri olmustur (Parida ve ark 2008). Rutin olarak kullanilan PZR
tabanli testlerde reaksiyonun olusup hedef bolgenin c¢ogaltilmasinda termal sikluslu
makinelere ihtiya¢ duyulmasi, zaman alic1 olmasi, PZR sonrasinda olugan tirlinlerin analizinin
gerekmesi  gibi ¢oklu asamalardan olugamakta bu da muhtemel laboratuvar
kontaminasyonlarina zemin hazirlayabilmektedir. Ayrica, sayilan tiim bu dezvantajlar bu
teknigin saha sartlarina adapte edilip kullanilabilir olmasimnmi kisitlamakta ve sadece
laboratuvar sartlarinda siklikla kullanilan bir test haline getirmektedir. PZR ile floresans
isaretli porblart bir arada kullanilarak es zamanli olarak hem hedef DNA bdlgesinin
cogaltilmas: hemde problarin ilgili bolgelere hibridizasyonuna bagli olarak olusan 1simanin
belirlenerek orneklerin kantitatif tespitine olanak saglayan es zamanli (real-time) PZR
tekniklerinin gelistirilmesi normal PZR’ ye gore olduk¢a avantaj saglamistir. Real-time PZR,
konvensiyonel PZR’ye gore daha hizli, kantitatif degerlendirmeye olanak veren, diisiik
kontaminasyon riski tasiyan, yiiksek o6zgiilliikk ve duyarlilikta, kolay standardize edilebilen bir
yontem olarak degerlendirilmektedir. Bununla birlikte bu yonteminde kendi i¢inde, hassas
cihazlara (termal sikluslu makine, bilgisayar, floresans 1stmanin ve emisyonun
belirlenebilmesi i¢in 6zel optikler gibi) ihtiya¢ duymasi, g¢ogaltilan iirlinlerin tesipitinin
olduk¢a kompleks olusu (analiz programlari) ve olduk¢a pahali bir test olmasi gibi
dezavantajlar1 vardir (Parida ve ark 2008). Ozellikle gelismekte olan iilkelerdeki
laboratuvarlarda rutin kullanim i¢in olduk¢a masrafli bir yontemdir.

Bunlarin disinda, son yillarda termal siklusa ihtiya¢ duymadan izotermal kosullar
altinda hedef bolgelerin ¢ogaltilmasina olanak saglayan yeni teknikler (NASBA, 3SR ve SDA
vb.) gelistirilmistir (Gill ve Ghaemi 2008). Bu tekniklerinde kendi arasinda bazi avantaj ve
dezavantajlart mevcuttur (Cizelge 3.C.1). Yeni nesil gen ¢ogaltma tekniklerinden biri olan
LAMP, sabit 1sida (63-65°C), zincir yer degistirebilme 6zelligine sahip Bst DNA polimeraz
enzimi yardimi ile hedef DNA’y1 kisa zamanda 10° kopyaya kadar cogaltilabilen, hedef bolge
iizerindeki alt1 farkli bolgeye baglanan 6zel olarak tasarlanmis iki i¢ (FIP/BIP) ve iki dis
(F3/B3) primerden olusan yiiksek 6zgiilliikte ve elde edilen {iriiniin kolay ve hizli tespitine

olanak veren bir yontemdir (Notomi ve ark 2000, Gill ve Ghaemi 2008, Parida ve ark 2008).
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Buna ilave olarak PZR ve real-time PZR ile karsilagtirildiginda daha ytiksek tirlin verimi ve
sabit 1s1da basit olarak yapilabilmesi ile yiiksek oranda iiriin olugsmasi ve ¢ogaltilan {iriinlerin
agaroz jel elektroforezi veya gozle goriiniir tiirbitide ve floresans 6zellikleri (Resim 3.C.1) ile
hem laboratuvar kosullarinda hemde saha sartlarinda kolay ve etkin olarak belirlenebilen
(Parida ve ark 2008, Tomita ve ark 2008, Mori ve ark 2001) LAMP diger niiklerik asit
cogaltma yontemlerine gére daha avantajli bir ¢ogaltma yontemi olarak goze carpmaktadir.

LAMP yontemi son yillarda, bazi genetik tabanli ¢aligsmalar (SNP’lerin belirlenmesi)
ile viral, bakteriyel ve paraziter etkenlerin tanisal amacgl belirlenmesinde giderek artan oranda
kullanilmaya baslanmistir. Paraziter kokenli hastaliklardan equine piroplasmosis, tropikal
theileriosis, ECF ile bovine babesiosis etkenlerinin (Alhassan ve ark 2007a,b, Salih ve ark
2008, Thekisoe ve ark 2009b, Iseki ve ark 2007) ve koyunlarda hastalik olusturan Theileria ve
Babesia soyundaki kan parazitlerinin (Guan ve ark 2008), Giardia duodenalis (Plutzer ve
Karanis 2009) ve Cryptosporidium tiirlerinin (Bakheit ve ark., 2008; Karanis ve ark., 2007),
T. brucei gambiense’nin (Kuboki ve ark 2003), kdpeklerde B. gibsoni (Ikadai ve ark., 2004)
ile ara konak sivrisineklerdeki Plasmodium spp.’lerin (Aonuma ve ark 2008) belirlenmesi
amactyla LAMP yonteminin kullanildig1 bazi ¢aligmalardir.

LAMP yonteminin baslangic asamalarinda ¢ogaltilacak DNA iizerindeki alti farkli
bolgeye Ozgii dort primer ¢ifti ile geriye kalan asamalarda ise iki primer ¢iftinin (DNA
iizerindeki dort ayr1 bolgeye 6zgii) kullanilmasi ¢ogaltilmak istenen hedef DNA 6zgilliigiini
onemli Olgiide arttirmaktadir (Notomi ve ark 2000). Bu calismada da, 7. annulata’nin hasta
ve/veya tasiyict hayvanlarda LAMP yontemi ile tespiti icin Merol, Tams-1 ve sitokrom b
genlerine 0zgli primer c¢iftleri tasarlanmis ve Ozgiilliikleri ile duyarliliklar1i yoniinden
karsilastirilmis ve sitokrom b genini ¢ogaltan CYTOBI ile CYTOB341 primer ciftleri
T. annulata’ nmn farkli izolatlarim1 (Tunus, Iran, Umbanein, Gharb, israyil, Akcaova, Dalama,
Pendik, Aydin, Diyarbakir) 06zgiil olarak ¢ogaltirken, BL20, 7. parva, T. sergenti,
T. lestoquardi, B. bovis, B. bigemina, T. equi, A. marginale, A. centrale ve A. phogocytophila
tiirlerine ait DNA’larinda herhangi bir ¢ogalma gozlenmemistir. Benzer sekilde 7. annulata’
ya ait SVSP genini ¢cogaltan primerler (Salih ve ark 2008) ile 7. parva’nin tek kopyali PIM ve
p150 gen bolgelerine 6zgii primerlerin farkli bolgelere ait izolatlar1 6zgiil olarak ¢ogaltabildigi
bildirilmistir (Thekisoe ve ark, 2009b). Bunun yaninda, ¢alismada kullanilan ve Merol,
Tams-1 ve sitokrom b gen bdlgelerini ¢ogaltan sirasiyla Mero21, 25, 26, Tams417 ve
CYTOB288 pimer ¢iftlerinden herhangi bir {iriin elde edilememesi, bunun yaninda Tams416,
898 primer ciftleri tiim izolatlar1 6zgiil olarak ¢ogaltamamasi, 7. parva i¢in yapilan Onceki

caligsmalarda kullanilan p67 ile 18S primer ciftleri ile benzer sonuglar (Thekisoe ve ark 2009b)
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elde edilmesi bize bu teste kullanilan primer c¢iftlerinin tasarlanmasinda ve reaksiyonun
optimizasyonunda dikkate alinmasi1 gereken bircok bilinmeyen degisken oldugunu ve bunlarin
ileride yapilacak c¢aligmalar ile degerlendirilmesi gerektigi gostermektedir. HSP70 genine
0zgii tasarlanan primerler kullanilarak yapilan bir ¢alismada PZR ve mikroskobik yontemlere
gore daha duyarli sonuglar alinmig ve bu gene 6zgili olarak tasarlanan primer ¢iftlerinin
T.annulata/T. parva/T. mutans ve T. taurotragi etkenlerinin es zamanli tespitinde
kullanilabilecek tiniversal bir primer oldugu belirtilmistir (Thekisoe ve ark 2009b).

LAMP reaksiyonunda kullanilan soliisyonlara saklama kosullarinin etkisi ile farkli
isilarda  muhafaza edilen DNA oOrneklerinde reaksiyon soliisyonlarinin etkinliginin
belirlenmesi amaciyla yapilan denemelerde; LAMP yonteminin 25-37°C’de saklanan DNA
orneklerinde trypanosoma DNA’larin1 ¢ogaltabildigi ve yine ayni sekilde farkli derecelerde
(-20°C, 25°C ve 37°C) saklanan reaksiyon soliisyonlarin etkinliginde istatistiksel olarak bir
fark olmadig1 belirlenmistir (Thekisoe ve ark 2009a). LAMP yonteminin kiiltiir vasatina ve
bazi biyolojik bilesenlere karsi tolerans gosterdigi  yapilan g¢aligmalarda belirlenmistir
(Kaneko ve ark 2007). Ancak bu c¢alismada, hiicre kiiltlirlerinden hazirlanan DNA 6rnekleri
ile saflastirilarak elde edilmis piroplasmlardan hazirlanan DNA 6rnekleri kullanilarak
CYTOBI primerleri ile yapilan LAMP’1n duyarlilig: iizerinde hiicre kiiltiirlerinden hazirlanan
DNA’lar da Bst DNA polimerazin etkinligine engel olan bazi inhibitdrlerin ve/veya ortamda
bulunan baslangic hedef DNA miktar1 (hiicre kiiltiirlerinden hazirlanan DNA parazit+konak
hiicre DNA’sinin birarada olusu) ile DNA izolasyon yontemlerinin reaksiyonun verimliligi
tizerine etkili olabilecegi gozlenmistir. Buna benzer sekilde, FTA kartlart kullanilarak yapilan
denemede LAMP ve PZR ile herhangi bir iiriin elde edilememistir. Yapilan ¢aligmalarda
LAMP’1n etkinliginin en 1yi genomik DNA ile elde edildigi (%100), bunun yaninda filtre
kartlart (%78), ham kan (%72) ve hemoliz edilmis kan (%51) kullanilarak yapilan
denemelerde LAMP’mn etkinliginin ortamda bulunabilecek yliksek konsantarsyondaki (1
mg/ml) EDTA ve Heparin gibi inhibitorlerin reaksiyonu olumsuz etkiledigi ve testin
verimliligini azalttig1 belirtilmistir (Thekisoe ve ark 2009a).

LAMP yoénteminde ¢ogaltilmak istenilen organizmalarin DNA’lar1 yiiksek 6zgiilliikte
cogaltilabilirken, kullanilan hedef DNA bdlgesine, primer ciftlerine, reaksiyon kosullarina ve
ortamda bulunan hedef DNA miktarina bagli olarak LAMP metodunun duyarliliginin dig
primer ciftleri kullanilarak yapilan PZR ile elde edilen duyarhiliklar1 karsilastirildiginda
degisken oldugu goriilmektedir. LAMP’1n, T. brucei gambiense’nin mikroskobik ve PZR
metodlariyla teshisine (Kuboki ve ark 2003), ayn1 zamanda sigirlarda goriilen tropikal

theileriosis (Salih ve ark 2008) ve babesiosis (Iseki ve ark 2007) ile koyunlarda hastalik
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olusturan Theileria ve Babesia soyundaki kan parazitlerinin (Guan ve ark 2008)
belirlenmesinde PZR’ye gore daha duyarli oldugu bildirilmistir. Bunun yaninda, kdpeklerde
goriilen B. gibsoni’nin (Ikadai ve ark 2004) ve equine piroplasmosis etkenlerinin tespitinde
(Alhassan ve ark 2007b) kulanilan LAMP yontemi ile PZR esit duyarlilikta hastalik
etkenlerini tespit edebilmistir. Bu calismada, CYTOB1 ve CYTOB341 primerleri ile yapilan
LAMP reaksiyonuna ait duyarlilik ayn1 gen bolgesini PZR ile ¢ogaltan F3/B3 primer ¢ifti ile
elde edilen ile ayn1 bulunmus, ancak ayn1 genin 312 bp’lik bolgesini PZR ile ¢ogaltan cytobl
primer ciftinden on kat az duyarli oldugu belirlenmistir. 7. annulata’nin LAMP yontemi ile
tespitinde elde edilen bulgular dogrultusunda CYTOBI1 primerleri 2 fg’a kadarki parazit
DNA’ sim1 tespit edebilmekte ve SVSP genini oranla (10 pg) 10* kez daha duyarl oldugu
goriilmektedir. Ancak, Salih ve ark (2008) tarafindan belirtilenin aksine LAMP PZR’ye
oranla 10 kez daha duyarli olmayip esit duyarlik oldugu gozlenmis ve saha sartlarinda
kullanilabilecek bir test oldugu belirtilmistir. Bir diger ¢calismada ise; 7. parva’nin LAMP
yontemi ile tespitinde kullanilan tek kopyali PIM ve p150 gen bolgelerine 6zgii primerlerin
duyarhiligmin 1 fg oldugu, P104 primer ciftlerinin ise PZR’ye oranla duyarliliinin daha
diisiik oldugu bildirilmis ve saha sartlarinda testin duyarliliginin degerlendirilmesi gerektigi
vurgulanmistir (Thekisoe ve ark 2009b). Bu ¢alismada saha sartlarindan toplanan toplam 52
kan 6rnegi ile yapilan degerlendirmede CYTOBI primerleri kullanilarak yapilan LAMP testi
ile PZR’ye oranda yaklasik olarak %50 daha az pozitiflik gézlenmistir.

Sonug olarak, LAMP teknigi her ne kadar saha sartlarinda kullanilabilecek ve yiiksek
ozgilliikte bir test olmasina karsin bu kisimda sitokrom b genini ¢ogaltmada kullanilan
CYTOBI1 primerleri ile saha sartlarindan toplanan orneklerde elde edilen bulgulara
bakildiginda bu yontemin 7. annulata’nin tespitinde kullanilabilirliginin PZR’ye oranla
oldukga diisiik oldugu bulunmustur. Her ne kadar elde edilen sonuglar bize testin diisiik
duyarliliga sahip oldugunu gostermis olsada LAMP’in son yillarda gelistirilmeye baslayan
yeni bir niikleik asit g¢ogaltma yontemi olmasi ve ileride yapilacak ¢aligmalarda
kullanilabilecek farkli gen bolgeleri ve optimize edilecek kosullar ile duyarliliginin arttirilarak

saha sartlarina uygun bir yontem haline gelebilecegi goz ardi edilmemelidir.
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BOLUM 4. SONUC ve ONERILER

Calismanin ELISA ile serolojik teshiste kullanilmak iizere proteinlerin belirlenmesi
(Bolim 2) bashikli boliimiinde; 1) Biyoinformatik yontemler kullanilarak 7. amnnulata’nin
makrosizont donemine 6zgii proteinlerin belirlenerek klonlanip {iretimesi ve proteinlere karsi
bagisik yanitin deneysel enfekte hayvan serumlari ile western blot metodu kullanilarak
incelenmesi, i1i) TaSP’1n immunodominat makrosizont antijeni olup olmadiginin belirlenmesi
ve immunodominant bantlarin tanimlanmasi, iii) Tropikal theileriosis hastaliginin yaygin
olarak goriildiigii bolgelerdeki hayvanlardan saha sartlarinda toplanan sigir serumlarinin
indirek floresan antikar testi (IFAT) ve enzim isaretli immunosorbant testi (ELISA) ile
karsilastirilmali  olarak degerlendirilmesi, amaclanmistir. Bu kisimda ilgili amaglar
dogrultusunda elde edilen sonuglar ve Oneriler asagida sirasiyla anlatilmistir.

Biyoinformatik/fonksiyonel analizler sonucu elde edilen bulgulara bakildiginda signal
peptid (SP), membran baglanma alan1 (TMD), GPI baglayici, EST verileri, dN/dS oranlar
gibi parametrelerin genomda yer alan muhtemel antijenlerin belirlenmesinde kullanilabilecegi
goriilmiistiir. Calismada kullanilan rekombinant proteinlerden TaSP (Schnittger ve ark 2002),
Tams-1 (Glascodine ve ark 1990) ve Tams-2 (Dickson ve Shiels 1993)’ye kars1 gelisen
antikor yanit her ne kadar biyoinformatik yolla belirlenen TA06510 proteini nazaran daha
yiiksek olsa da biyoinformatik yolla belirlenen bu protein immonojenik 6zellik gostermistir.
Sonug¢ olarak yapilan biyoinformatik analizlerin immonojenik 6zellik tastyabilecek
proteinlerin belirlenmesinde kullanilabilecek faydali bir yontem oldugu belirlenmistir. Bunun
yaninda her ne kadar antijenlerin belirlenmesinde kullanilan biyoinformatik yontemler ¢ok
Oonemli avantajlar saglasa da bunlarin deneysel ¢aligmalar olmadigi ve elde edilen verilerin
mutlaka fonksiyonel olarak incelenmesi gerektigi unutulmamalidir.

TaSP molekiilinlin immunodominat makrosizont antijeni olup olmadiginin
belirlenmesi ve immunodominant bantlarin tanimlanmasi amaciyla yapilan bloklama
sonucunda TaSP molekiiliiniin 6nceki ¢alismalarda belirtilen immunodominant makrosizont
antijeni (Schnittger ve ark 2002) olmadig1 goriilmiistiir. Yapilan proteomiks analizlerinde elde
edilen mass spektrofotometrik verilere bakildiginda sekans analizi i¢in gonderilen protein
bantta 7. annulata/Ankara C9 genomunda bulunan TA15705 geni tarafindan kodlanan
hipotetikal protein oldugu tespit edilmistir Theileria annulata genomunda yapilan
biyoinformatik incelemelerde muhtemel gen duplikasyonuna bagli TA15705 geninin de

icerisinde bulundugu ve toplamda bes genden olusan paralog gen ailesi bulunmustur (Sekil
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2.B.6). TA15705 geni tarafindan kodlanan Ta9 ve TA15710 geni tarafindan kodlanan Ta9.4
rekombinant proteinleri kullanilarak yapilan bloklama deneyleri sonucunda D7 hiicre
ekstraklarinda goriilen =44 ve 46 kDa molekiiler agirliga sahip iki bant1 sirasiyla Ta9.4 ve Ta9
proteinleri oldugu belirlenmistir.

Saha sartlarinda enfeksiyonun belirlenmesinde, ELISA testleri arasinda duyarlilig1 en
yliksek olan TaSP rekombinant proteini kullanilarak yapilan ELISA oldugu belirlenmistir.
Ancak sonuclar incelendiginde IFA testi ve diger ELISA’larin (Ta9 ve Ta9.4) bir veya
ikisiyle pozitif sonu¢ veren Orneklerin TaSP ELISA ile negatif bulunmasi bize TaSP
rekombinant antijenine karst hayvanlarda gelisen humoral bagisik yanitta farkliliklar
oldugunu gostermistir. Farkli cografik bolgelerde yer alan parazit populasyonlarinin gerek
vektorel diizeyde goriilen genetik rekombinasyon ve buna baglh farkli genotiplerdeki
transkripsiyonal degisimler gerek endemik stabil bolgelerde hayvanlar arasinda goriilen
vektorel bulasma oraninin yiiksek olusu ve gerekse de farkli hayvanlar arasinda parazite karsi
gelisen bagisik yanitin ¢esitlilik gostermesinden kaynaklanabilecegini  diisiindiirmiistiir.
Ancak tiim bu degiskenlerin ayr1 ayr1 incelendikten sonra bir araya getirilerek son bir
degerlendirme yapilmasi gerekliligi unutulmamalidir. Parazite ait farkli yasam donemlerinde
ortak olarak sentezlenen proteinlerin seviyeleri her yasam doneminde ayni oranda olabildigi
gibi farkli diizeylerde de sentezlenebilmekte, ayn1 zamanda Tams-1 ve TaSP molekiillerinde
oldugu gibi bu proteinler parazitin farkli suglar1 hatta ayni izolata ait klonlar arasinda
rekombinasyonlara bagli (Gubbels ve ark 2000, Schnittger ve ark, 2002) polimorfizm
gosterebilmektedir. Bu dogrultuda saha sartlarinda asili ve/veya dogal enfekte hayvanlarin
ELISA gibi serolojik testlerle belirlenmesinde parazit kdkenli proteinlerin ileride yapilacak
daha kapsamli caligmalar ile tekrar degerlendirilmesi gerektigi goriilmektedir.

Sonug olarak; IFA testi, TaSP, Ta9 ve Ta9.4 rekombinant antijenleri kullanilarak
yapilan ELISA testlerine gore saha sartlarinda enfekte hayvanlarda gore daha fazla sayida
pozitiflik belirlemistir (p<.05). Bununla birlikte Theileria, Babesia ve Anaplasma etkenlerinin
hayvanlarda teshisinde kullanilan IFA testinde tiirler arasinda ¢apraz reaksiyonlar (Burridge
ve ark 1974, Kiltz ve ark 1986, Kocan ve ark 2000, Molad ve ark 2006) gostermesi
hastaliklarin ayirict tanisinda 6zgiil sonuglar elde edilmesini engellemektedir. Ayn1 zamanda
viicutlarinda paraziti tastyan hayvanlarda antikor seviyeleri giderek azalmakta (Darghouth ve
ark 1996) ve serolojik olarak negatif sonu¢ vermelerine karsin piroplasmlar1 kenelere
nakledebilmeye devam etmektedir (Kirvar ve ark 2000). Serolojik testlerin dezavantajlarim
ortadan kaldirmak ve direk olarak etkene ait DNA’nin duyarli ve 6zgiil olarak tespiti i¢in

gelistirilen PZR, RLB (reverse line blot) ve Loop aracili izotermal ¢ogaltma (LAMP; Loop-
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mediated isothermal Amplification) gibi molekiiler tan1 yontemleri son yillarda yaygin olarak
kullanilmaktadir.

Calismanin tropikal theileriosis’in teshisinde molekiiler tan1 yontemlerinin kullanimi
(Bolim 3) baglikli boliimde; 1) 7. annulata ile enfekte hasta ve tasiyict hayvanlarin duyarl ve
ozgiil olarak PZR yontemi ile teshisinde farkli gen bdlgelerinin kullanilmasi, ii) Aydin
yoresindeki sigirlarda sik olarak rastlanan ve hayvanlarda ayni anda hastalik olusturan
T. annulata, B. bovis ve A.marginale tiirlerinin es zamanh teshisinde kullanilmak iizere ¢coklu
(multipleks) PZR testinin gelistirilmesi, iii) 7. annulata DNA’simnin Loop aracili izotermal
yontemle ¢ogaltilmasi (LAMP) ve tasiyict hayvanlarin bu yontemle teshisi, amag¢lanmistir. Bu
kisimda ilgili amacglar dogrultusunda elde edilen sonuglar ve oOneriler asagida sirasiyla
anlatilmistir.

Theileria annulata’nin hasta ve tasiyict hayvanlarda PZR yontemi ile daha duyarli ve
ozgiil olarak teshisinde kullanilmak iizere yeni gen bdlgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in 7. annulata
genomunda yer alan alternatif gen bolgeleri degerlendirilmistir. Coklu kopyaya sahip Sfi, Tar
ve SVSP gibi gen ailelerini ¢ogaltmak i¢in tasarlanan primer ciftleri gerek Sfi ve Tar gen
ailelerinde yer alan paralog genler arasindaki niikleotid polimorfizmi gerekse SVSP ailesindeki
paralog genler arasinda goriilen yiiksek diizeyde heterojenite ve uzunluk farkliliklar: sebebiyle
hastaligin PZR ile tespitinde umut verici sonuglar vermemis ve ¢oklu kopyaya sahip genlerin
yerine daha az polimorfik bdlgelerin segilmesi gerekliligini ortaya koymustur (Ayrintili bilgi
icin bknz. 3.2.2. Bulgular). Bunun yaninda muhtemel ¢oklu kopyaya sahip olacag: diisiiniilen
mitokondriyal sitokrom b genini ¢ogaltmada kullanilan cyto bl primer tropikal theileriosis ile
enfekte tasityict ve hasta hayvanlarda 7. annulata’nin 6zgiil ve duyarli olarak teshisini
saglamistir. Cyto bl PZR’nu 7. annulata’nin teshisinde 18S ssu rRNA geni ¢ogaltilarak
yapilan PZR’na oranla 100 kez daha duyarli oldugu belirlenmistir. Sonug olarak, 7. annulata
enfeksiyonuna tasiyicilik yapan ve viicutlarinda diisiik seviyede parazitemiye sahip hayvanlarin
belirlenmesinde cyto bl primer ¢iftleri kullanilarak yapilan PZR 6zgiil ve duyarli sekilde
kullanilmistir. 7. annulata’nin patojen olmayan Theileria tirleri ve hayvanlarda es zamanli
hastalik olusturabilen diger kan parazitlerinden 6zgiil olarak ayrimina olanak saglamistir. Elde
edilen sonuglara bakildiginda, sitokrom b geni kullanilarak gelistirilen PZR ile hastalia
tagiyicilik yapan hayvanlar yiiksek duyarlilikla belirlenmistir ve hastaligin  goriilmedigi
bolgelere endemik bolgelerdeki kontrolsiiz hayvan hareketleri nedeniyle nakledilen
hayvanlarin tespiti amaciyla 6zgiil olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.

Caligmanin molekiiler kisminda yer alan amaclardan ikincisi olan 7. annulata, B. bovis

ve A. marginale tirlerinin es zamanl teshisinde kullanilmak tizere ¢oklu (multipleks) PZR
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yontemi gelistirilmistir. 7. annulata, B. bovis ve A. marginale enfeksiyonlarinin endemik
olarak goriildiigli Aydin ili ve buna bagli ilgelerdeki hayvanlardan toplanan 73 kan 6rneginde
gelistirilen multipleks PZR yontemi ile yapilan degerlendirmede dort ornekte 7. annulata,
A. marginale ve B. bovis, sekiz Ornekte T. annulata/A. marginale ve dort Ornekte
A. marginale/B. bovis tirleri ile enfekte olduklari tespit edilmistir. Ayrica 73 hayvanin 39’unda
T. annulata, 17’sinde B. bovis ve bir tanesinde A. marginale tek tiir enfeksiyon olarak tespit
edilmistir. Bu calismada gelistirilen multipleks PZR yonteminin, sigirlarda énemli hastalik
tablosu olusturan 7. annulata, B. bovis ve A. marginale tiirlerinin yol ac¢tigi ekonomik
kayiplarin azaltilmasinda, hastaligin prevalansinin belirlenerek yeni kontrol stratejileri
olusturulmas1 amaciyla uygulanan epidemiyolojik ¢alismalarda tiirlerin es zamanlh ve 6zgiil
olarak tespitinde kullanilabilecek basit ve etkili bir yontem oldugunu gdsterilmistir (Ayrintili
bilgi i¢in bknz. 3.3.3. Tartisma).

Theileria annulata’nin hasta ve/veya tasiyict hayvanlarda LAMP yontemi ile tespiti i¢in
Merol, Tams-1 ve sitokrom b genlerine 6zgii primer ¢iftleri tasarlanmis ve ozgiilliikleri ile
duyarlhiliklar1 yoniinden karsilagtirilmistir. Sonugta LAMP teknigi her ne kadar saha sartlarinda
kullanilabilecek ve yiiksek 6zgiilliikte bir test olmasina karsin sitokrom b genini ¢ogaltmada
kullanilan CYTOBI1 primerleri ile saha sartlarindan toplanan 6rneklerde elde edilen bulgulara
bakildiginda bu yontemin 7. annulata’nin tespitinde kullanilabilirliginin PZR’na oranla
oldukca diistiik oldugu tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar bize testin duyarhiligimin diisiik
oldugunu gostermis olsada LAMP’1n son yillarda gelistirilmeye baslayan yeni bir niikleik asit
cogaltma yontemi olmasi ve kullanilabilecek farkli gen bolgeleri ve optimize edilecek kosullar
ile duyarliiginin arttirilarak saha sartlarina uygun bir yontem haline gelebilecegi goz ardi

edilmemelidir.
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OZET

Bu calismada sigirlarda Theileria annulata tarafindan olusturulan tropikal theileriosis
hastaliginin teshisinde kullanilmak {izere yeni tan1 metodlar1 gelistirilmesi amaglanmistir. Bu
amagla gelistirilmek istenen tan1 metodlari, seroloji ve molekiiler olmak iizere iki ana baslhk
altinda toplanmustir. Bunlar, i) ELISA yOntemiyle tropikal theileriosisin serolojik teshisinde
kullanilmak iizere rekombinant proteinlerin belirlenmesi, ii) tropikal theileriosis’in teshisinde
molekiiler tan1 yontemlerinin (PZR, multiplex PZR ve LAMP) gelistirilmesi.

ELISA yontemiyle tropikal theileriosisin serolojik teshisinde kullanilmak iizere
rekombinant proteinlerin belirlenmesi amaciyla Oncelikle olarak biyoinformatik yontemler
kullanilarak 7. annulata’nin makrosizont donemine 6zgii proteinler saptanmistir. Elde edilen
proteinlere karsi deneysel enfekte hayvanlarda gelisen immun yanit Western blot metodu
kullanilarak incelenmistir. Izleyen calismalarda, Theileria annulata yiizey antijeni olan
TaSP’in immunodominat bir makrosizont antijeni olup olmadig1 incelenmistir. Daha sonra,
TaSP, immunopresipitasyon ile elde edilen Ta9 ve biyoinformatik yontemler ile elde edilen
TA06510 ve Ta9.4 rekombinant antijenler kullanilarak indirekt ELISA testlerinin
gelistirilmesine ¢aligilmistir.

Serolojik ¢aligmalarin basinda, Western blotlarda gozlenen immunodominat bandlarda
polimorfism olup olmadigi test edilmistir. Bu amagcla, 7. annulata’nin 16 farkl izolati,
T. parva Muguga ve T. lestoquardi Lahr’a ait makrosizont hiicre kiiltiirleri ve enfekte
olmayan sigir lenfosarkoma (BL20) hiicreleri parazit materyali ve protein ekstraktlar1 olarak
kullanilmigtir. Bu c¢alismalardan elde edilen sonuglar, 40-42 kDa arasindaki bandlarda
polimorfizm oldugunu goéstermistir.

Theileria annulata’nin makrosizont donemine 0zgii proteinlerin biyoinformatik
yontemler kullanilarak belirlenmesinde 7. annulata genomuna ait proteinlerin tamami Signal
P, GPI anchor, TMD ve PEST benzeri protein motiflerini igerip icermedikleri, EST verileri ve
dN/dS oranlar1 da dikkate alinarak incelenmistir. Bu 6zelliklerine gore segilen proteinleri
kodlayan genler, klonlanarak rekombinant olarak iiretilip Western blot ile degerlendirilmistir.
Bu yontemle elde edilen TA06510 rekombinant proteinine karsi deneysel enfekte hayvanlarda
antikor yanit gelistigi tespit edilmistir. Ancak bu proteine karsi elde edilen antikor yanitinin,
daha onceki ¢alismalarda immunojenik oldugu belirlenmis Tams-1/2, TaSP gibi antijenlere
kars1 gelisen yanita gére daha zayif oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar, biyoinformatik
yontemlerin 7. annulata genomunca kodlanan ve immunojenik Ozellige sahip olan

proteinlerin saptanmasinda kullanilabilecegini gostermektedir. Ancak, biyoinformatik
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yontemlerle belirlenen proteinlerin immunojenik olup olmadiklar1 fonksiyonel analizlerle
dogrulanmalidir.

Immun serumun TaSP rekombinant proteini ile bloklanmasi sonrasinda yapilan
Western blot analizleri sonucunda, daha onceki ¢alismalarda immonodominant makrosizont
antijeni oldugu one siiriilen TaSP molekiiliiniin D7 protein ekstraktlarinda goriilen 42 kDa
agirliga sahip immunodominant bant olmadigi tespit edilmistir. Western Blot analizlerinde
saptanan immunodominant bantlarin tanimlanabilmesi amaciyla immunopresipitasyon
deneyleri ve proteomiks analizleri yapilmistir. Bu calismalardan elde edilen sonucglar, D7
protein ekstraktlarinda saptanan immunodominat bantlardan birisinin Ta9 proteini oldugunu
gostermistir.  Izleyen ¢alismalarda, D7 protein ekstraktlarinda saptanan ikinci
immunodominant bantin ise, Ta9 proteini ile aym paralog ailede yer alan Ta9.4 proteini
oldugu belirlenmistir.

TaSP, Ta9, Ta9.4 ve TA06510 rekombinant antijenleri indirek ELISA testlerinin
gelistirilmesinde kullanilmistir. Bilinen pozitif ve bilinen negatif serum 6rnekleri kullanilarak
yapilan testlerde en iyi sensitivite (%89.5) ve spesifite (%98.3) TaSP rekombinant proteini
ile elde edilmistir. Sahadan toplanan serum Ornekleri ile yapilan testler IFA testi ile, TaSP,
Ta9 ve Ta9.4 rekombinant antijenleri kullanilarak yapilan ELISA testlerine gore daha fazla
sayida pozitiflik belirlenmistir (p<.05). Ancak, bu c¢alismada gelistirilen indirek ELISA
testlerinin sahada rutin olarak kullanilabilmesi i¢in daha fazla sayida bilinen pozitif ve negatif
serum Ornekleri kullanilarak yeniden standardize edilmesinde fayda goriilmektedir.

Bu caligmada tropikal theileriosis’in molekiiler tanisinda kullanilmak {izere PZR,
multipleks PZR ve LAMP (Loop-mediated Isothermal Amplification) yontemleri
gelistirilmistir. Bu amagla yapilan molekiiler analizlerde, T. annulata’nin 12 farkli izolat,
T. parva Kenya, T. sergenti, T. lestoquardi, B. bovis, B. bigemina ve T. equi’den elde edilen
toplam 18 DNA 0Ornegi kullanilmistir. PZR, multipleks PZR ve LAMP yontemlerinde
kullanilan primer ciftleri ilgili gen bolgelerine ait sekans bilgisine gore clustal X programi
kullanilarak tasarlanmistir. Molekiiler testlerin duyarliliginin belirlenmesi amaciyla deneysel
enfeksiyon olusturulmustur.

Theileria annulata’nin mitokondriyal sitokrom b genini ¢ogaltan cyto bl primer ¢ifleri
kullanilarak yapilan PZR ile diisiik seviyede parazitemiye sahip hayvanlarin duyarlt (bir ul
kanda 0.1 piroplasm) ve 6zgiin olarak tespiti yapilabilmistir.

Bu calismada gelistirilen multipleks PZR yonteminin, sigirlarda 6nemli hastalik tablosu
olusturan 7. annulata, B. bovis ve A. marginale tiirlerinin es zamanli ve 6zglin olarak

saptanmasinda kullanilabilecek basit ve etkili bir yontem oldugu gosterilmistir.
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Bu c¢alismada Theileria annulata’nin hasta ve/veya tasiyici hayvanlarda saptanmasi
amaciyla, PZR ve multipleks PZR yontemlerine ek olarak LAMP ydntemi de kullanilmistir.
LAMP yontemi, termal siklusa ihtiya¢ duymadan izotermal kosullar altinda, kisa zamanda ¢ok
sayida DNA’y1 ¢ogaltilabilen, yiiksek 6zgiinliikte ve elde edilen {iriiniin kolay ve hizli tespitine
olanak veren bir yontemtir. Ancak CYTOBI1 primerleri kullanilarak sahadan toplanan 6rnekler
iizerinde yapilan LAMP calismalardan elde edilen sonuglar 7. amnulata’nin hasta ve/veya
tasiyict hayvanlarda saptanmasinda bu testin PZR yontemine gore daha az efektif oldugunu

gostermektedir.
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SUMMARY

The aim of the present study is to develop new diagnostic methods for the detection of
tropical theileriosis caused by Theileria annulata in cattle. Diagnostic approaches towards this
end were based on serological and molecular methods. These were, i) Identification of
recombinant proteins which can be of use in serological diagnosis of tropical theileriosis with
ELISA, ii) Development of molecular diagnostic methods (PCR, multiplex PCR and LAMP)
to use in the diagnosis of tropical theileriosis.

In order to identify recombinant proteins which can be of use in serological diagnosis
of tropical theileriosis with ELISA, bioinformatic methods were used to determine proteins
specific to the macroschizont stage of 7. annulata. Immun response against these proteins
were then evaluated in experimentally infected animals using Western blot analysis.
Following studies were aimed to determine if the TaSP, a surface antigen of Theileria
annulata, is the immunodominant macroschizont antigen. TaSP along with a recombinant
protein generated through immunoprecipitation (Ta9) as well as recombinant proteins
generated through bioinformatic methods TA06510 and Ta9.4, a paralog gene of Ta9, were
used in later studies to develop indirect ELISA.

Immunodominant bands seen in Western blots were evaluated for the presence of any
polymorhisms. To this end, 16 different isolates of 7. annulata along with T. parva Muguga
and 7. lestoquardi Lahr makroschizonts as well as uninfected bovine lenfosarkoma (BL20)
cell lines were used as the parasite material and protein extract. Evidence gathered from these
studies demonstrated that there exists polymorphism among bands within the range of 40-42
kDa.

In order to determine macroschizont stage-specific proteins of 7. annulata, all
proteins encoded by coding sequences in the 7. annulata genome were bioinformatically
screened for the presence of Signal P, GPI anchor, protein motifs such as TMD and PEST
taking also the EST values and the dN/dS ratios into consideration. Genes encoding the
selected proteins were then cloned, produced as recombinants and were evaluated in Western
blots. It was determined that experimentally-infected animals developed an antibody response
against the TA06510 recombinant protein. However, the antibody response against the
TA06510 was determined to be less than the antibody response detected in previous studies
against the Tams-1/2 and TaSP antigens known to be immunogenic. These results

demonstrated that bioinformatic methods can be used to identify immonogenic proteins
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encoded by the 7. annulata genome. However, functional analyses should be performed in
order to determined the immunogenicity of bioinformatically-identified proteins.

Western blot analyses carried out using immune sera blocked with TaSP recombinant
protein revealed that 42 kDa immunodominant band detected in D7 protein extracts is not the
TaSP molecule that was suggested in previous studies as the immunodominant macroschizont
antigen. Immunoprecipitation experiments and proteomics analyses were performed to
characterize the immunodominant bands detected in Western blot analyses. Results obtained
from these studies demonstrated that one of the immunodominant bands seen in D7 protein
extracts is the Ta9 protein. Subsequent studies indicated that the other immunodominant band
seen in D7 protein extracts is the Ta9.4 protein belonging to the same paralog protein family
with the Ta9 protein.

TaSP, Ta9, Ta9.4 and TA06510 recombinant proteins were used to develop indirect
ELISA tests. In tests performed with known- negative and positive serum samples, the best
sensitivity (89.5%) and specificity (98.3%) was obtained with the TaSP recombinant protein.
Tests performed using field serum samples indicated that a higher number of positivity was
determined with the IFA test compared to those determined with the ELISA tests using the
TaSP, Ta9 and Ta9.4 recombinant proteins (p<.05). However, ELISA tests developed in the
present study should be re-standardized using a higher number of known negative and
positive serum samples for their routine use in the field.

PCR, multiplex PCR and LAMP methods were developed in the present study for
molecular diagnosis of tropical theileriosis. In molecular analyses performed to this end, DNA
samples obtained from twelve different isolates of 7. annulata, T. parva Kenya, T. sergenti,
T. lestoquardi, B. bovis, B. bigemina ve T. equi, 18 DNA samples in total, were used. Primer
pairs used for the PCR, multiplex PCR and LAMP were selected based on the sequence
information of relevant genes using the Clustal X program. Experimental infection was
carried out in order to determine the specificity of the molecular tests.

Animals with a low level of parasitemia could be identified sensitively (0.1 piroplasms
in 1 pl blood) and specifically through PCR performed using cyto bl primer pairs amplifying
the mitochondrial cytochrome b gene of 7. annulata.

Multiplex PCR method developed in the present study was demonstrated to be a simple
and an efficient method in simultaneous and sensitive identification of 7. annulata, B. bovis ve

A. marginale species, all causing significant diseases in the cattle.
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In addition to PCR and multiplex PCR, a LAMP method was also used in the present
study to identify Theileria annulata in sick and/or carrier animals. The LAMP is a relatively
easy method that enables quick amplification of numerous DNA fragments with high
specificity in isothermal conditions with no need for a thermal cycler. However, results
obtained from LAMP studies performed using CYTOBI primers on samples collected from the
field indicate that LAMP is less effective than the PCR in diagnosing 7. annulata in sick and/or

carrier animals.
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