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OZET

Zorunlu hiicre-i¢i protozoon olan Theileria annulata apicomplexa filumunda yer alir
ve sigirlarda tropikal theileriosis’in (Tropical Theileriosis) etkenidir. 7. annulata’nin vektor
Hyalomma soyuna ait kenelerdir. Theileria sporozoitleri sigirlarin 16kosit hiicrelerine girerek
cok cekirdekli sizont formunu olugtururlar ve enfekte ettigi konak hiicrenin metabolik
aktivitesini degistirirler. Enfekte Iokositler apoptosize ugramazlar, kanser hiicreleri gibi

kontrolsiiz olarak ¢ogalirlar.

AP-1 transkripsiyon faktorii farklilagma, ¢ogalma ve apoptozis gibi birgok hiicresel
islemleri kontrol eder. AP-1, Theileria ile enfekte l6kositlerin transformasyonunda rol

oynamaktadir.

T. annulata makrosizontu tarafindan eksprese olan Ta9 olarakta bilinen TA15705
proteini sitotoksik T hiicreleri ve B hiicreleri tarafindan taninmaktadir. Bu ¢alisma, Eyliil
2008-Ekim 2009 tarihleri arasmnda TA15705 proteininin karakterize edilmesi ve ayni
proteinin parazit tarafindan indiiklenen AP-1 aktivasyonundaki roliiniin belirlenmesi amaciyla
yapimistir. Bu ¢alisma ile TA15705 proteininin 7heileria ile enfekte hiicrelerin
transformasyonunda rol oynayan AP-1 transkripsiyon faktoriniin aktivasyonunu indiikledigi
belirlenmistir. Ayrica TA15705 proteininin enfekte B lenfosit ve makrofaj hiicrelerinin
sitozoliinde ve daha yogun olarak parazitin hiicre iginde yerlestigi bolgelerde lokalizasyon

gosterdigi saptanmistir.

Anahtar Sozciikler: TA15705, AP-1, Theileria annulata, Apoptozis
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1. GIRIS

1.1. Theileria annulata

Bir protozoon olan Theileria annulata sigirlarda tropikal theileriosis’in etkenidir.
Hastalik; sigirlarda verim kaybina, éliimlere ve buna baglt olarak biiyiik ekonomik kayiplara
neden olmakta ve kiiltir wrki sigirlarda daha siddetli seyretmektedir. 7. annulata’nin

sistematikteki yeri asagida gosterilmistir (Eckert ve ark 1992).

Alem: Animale
Alem alti: Protozoa
Anag: Apikomplexa
Sinif: Sporozoea
Sinif alti: Piroplasmia
Dizi: Piroplasmida
Aile: Theileriidae
Soy: Theileria

Tir: T annulata

Theileria annulata Kuzey Afrika, Akdeniz ve Asya’da genis bir yayilim gostermektedir
(Sekil 1.1). Hastaligin bu kadar genis bir cografya i¢inde goriilmesinde cevre kosullarinin

T. annulata’nin vektdrl olan Hyalomma soyuna bagli Ixodid keneler igin uygun olmasindan



kaynaklanir (Purnell 1978). Keneler tarafindan nakledilen hastaliklar tropikal ve i1liman

bolgelerde biiyiik ekonomik kayiplara neden olmaktadir (de Castro 1997).

Sekil 1.1. 7" annulata nin cografi dagilimi (http://www.cfsph.iastate.edu)

1.1. T. annulata’nin Morfolojisi

Theileria annulata’nin sizont (Sekil 1.2) ve piroplazma (Sekil 1.3) (eritrositik)
formlarinin morfolojisi farklidir. Lenf yumrusu ve dalaktaki lenfositlerde bulunan sizontlar
ortalama 8 um c¢aptadir. Makrosizontlardaki kromatin taneleri (¢ekirdekler) 0.4-1.9 pm,
mikrosizontlarin ise 0.3-0.8 pm boyutundadir. Piroplazma formlarinin ¢ogu (%70-80) oval,
yuvarlak veya yiiziik seklindedir. Geri kalan etkenlerin ¢ogu toplu igne veya virgiil
seklindedir. Oval olanlar 2x0.6 pm boyutundadir. Bir eritrositte birden fazla etken

goriilebilmektedir.



Sekil 1.3. Theileria annulata’nin eritrosit igindeki piroplazmik formlar1 (Kauffman, 1996).



1.3. Theileria annulata’nin Biyolojisi

Theileria’nin kene ve ruminantlarda birbirinden morfolojik olarak farkli gelisme
basamaklarini i¢ceren kompleks bir hayat dongiisii vardir (Sekil 1.4). Farkli Theileria tiirlerinin
biyolojisindeki farkliliklar gelisme basamaklarinin zamanlamasinda ve replikasyon
seviyesinde gergeklesmektedir (Shaw 2002). Theileria cinsine ait tiirlerin vektorii Ixodidae
(sert kene) keneleridir. Tropikal theileriosis’in yayilmasinda 15 adet Hyalomma cinsine ait tiir

oldugu saptanmistir (Robinson 1982).
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Sekil 1.4. Theileria annulata’ nin hayat dongiisii (Orijinal).




Theileria annulata’ nin hayat dongiisti; omurgali konakta sizogoni ve merogoni ve ara
konak olan kenelerde gametogoni ve sporogoni dénemlerinden olugmaktadir. Vektdr kene,
enfekte bir hayvandan kan emme esnasinda eritrositlerle birlikte sporozoitleri de alir. Alinan
eritrositler kene barsaginda lize olur ve etkenler agiga ¢ikar. Burada gametositler olusur.
Mikrogamontlarin her birinden boliinmeyle 4 adet mikrogamet meydana gelir. Makrogamont
ise boliinmeden gelisir ve makrogameti olusturur. Kene barsaginda mikrogamet makrogameti
doller ve zigot olusur. Zigot igerisinde birkag¢ giinde kinet gelisir ve olgunlagan kinet zigotu
terk eder. Barsak zarini delen kinet hemolenf yoluyla tiikiirtik bezi hiicrelerine girerek sporont
formunu alir ve sporonttan sporoblast olusur (7" parva’da g¢ekirdek boliinmesi kinet daha
tikiirtik bezine gitmeden once baglarken, 7. annulata’da ¢ekirdek bolinmesi kinet tiikiirtik
bezine gittiginde baslamaktadir). Bu esnada kene gomlek degistirmesini tamamlar.
Sporoblastin gelismesini stirdiirebilmesi igin bir sonraki sathaya gegen a¢ kenenin kan emmesi
gereklidir. Bu sirada kene duyarli bir konaktan kan emerse eseysiz boliinme olan sporogoni ile
binlerce sporozoit meydana gelir. Sporozoitler kenenin ttkiiriik kanallarina gelir ve kan
emdigi duyarli konaga ikinci veya {lglincti giinlerde verilir. Memeli konaga aktarilan
sporozoitler lenfoid hiicrelere giris yaparak burada ¢ok ¢ekirdekli sinsitiyal sizont formunu
alir. Bu asama ayni zamanda hiicre transformasyonu ve proliferasyonun indtiklendigi sathadir
(Shaw 2002). Sizontlar merozoitlere farklilagarak eritrositlere yerlesir ve vektoér kenenin

memeli konaktan kan emmesi ile hayat dongiisti devam eder.

1.4. Tropikal Theileriosis’de Tan1 ve Tedavi

Tropikal theileriosis’in inkiibasyon periyodu yaklasik 9-25 glindiir. Hastaligin genel
belirtileri yiiksek ates, lenf yumrularinin sismesi, anemi, mukozalarda petesiyal kanamalar ve
serdz burun akintisidir. Theileria annulata; B lenfosit hiicrelerini ve monositleri enfekte
etmektedir (Baldwin ve ark 1988). Transforme olmug enfekte hiicreler lenf nodlarinin
morfolojisini ve fonksiyonunu bozmaktadir (Campbell ve ark 1995). Ayrica, bu enfekte
hiicreler lenfoid dokular yoluyla yayilarak kalp, akciger ve beyin gibi lenfoid olmayan

organlarda hemorajik lezyonlara neden olmaktadir (Forsyth ve ark 1999).



Hastaligin tanisinda kan frotisinin giemsa ile boyanmasi ve lenf ya da karaciger
biyopsisinde sizontlarin veya kanda piroplazmik formlarmimn goriilmesi ile mikroskobik bakida
taniya gidilebilir (Pipano 1994, Sergent 1945). Ayrica tanida Immuno Floresan Antikor Testi
(IFAT) testi kullanilmaktadir. IFA testinin mikroskobik olarak kan frotilerinde piroplazmlarin
belirlenmesine oranla daha iyi bir yontem oldugu gosterilmistir (Darghouth ve ark 1996).
Tanida Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve Reverse Line Blotting (RLB) molekiiler teshis

yontemlerinden de yaralanilmaktadir.

Kene larvasi antijeni enjekte edilen hayvanlarda parazit gelisiminin yavasladig:
belirlenmistir (Wagner ve ark 1974). Hastaligin tedavisinde, theilerisidal ilaglarin
kullanimiyla; Buparvaquone (Bw720c) ve Parvaquone sirasiyla 90% ve 80% iyilestirme

oranlarina sahip olduklari belirlenmistir (Muraguri ve ark 1999).

1.5. Theileria’nin Meydana Getirdigi Transformasyon

Hiicre igerisine giren Theileria paraziti yasamini stirdiirebilmesi i¢in konak hticre sinyal
ara yollarini kontrol altina almalidir. Bu sinyal molekiillerinin aktivasyonu yada ifade edilmesi
hiicrenin transformasyon isleminin gergeklesmesine katkida bulunmaktadir. Parazitle enfekte
olan hiicrelerin tamamen transforme olmus hale gelmesi i¢in dort ana olay ger¢eklesmelidir

(Heussler 2002);

e Hiicre disindan gelen biiylime uyarici sinyallere karst bagimsiz olmalidir
e Tiuimdor baskilayici protein aktivitesine karsi direncli hale gelmelidir
e Programli hiicre 6liimiine (apoptozis) karsi direng gelistirmelidir

e Sinirsiz gogalma kapasitesi elde etmelidir



Parazit, spesifik konak hiicre faktorlerini aktive ederek sinirsiz hiicre boliinmesine ve
konak hiicrenin  6liimstiz  bir fenotip ozelligi kazanmasina neden olmaktadir.
Theileria annulata’nin ve Theileria parva’nin sizont formlarmin benzersiz bir &zelligi, parazit
DNA’sinin konak hiicre genomuna dahil olmadan transformasyona neden olmasidir. Bu olay,
parazit ve enfekte hiicrenin siirekli proliferasyonuna neden olmaktadir (Spooner ve ark 1989).
Paraziti 6ldiirmeye ydnelik olarak kullanilan buparvaquone ile transformasyon tamamen geri
dondiiriilebilir 6zelliktedir (Rintelen ve ark 1990). Theileria diger bir okaryot hiicreyi

transforme etme dzelligine sahip olan tek dkaryottur (Shiels ve ark 2006).

Theileria tarafindan indiiklenen 16kosit transformasyonuna neden olan birgok faktor
bulunmaktadir. Theileria annulata ve Theileria parva’ nin gen sekans analizleri yapildiginda
enfekte konak hiicrenin fenotipini degistirecek birgok parazit genleri tanimlanmigtir. Bu gen
bolgelerinden ifade edilen polipeptidlerin konak hiicre fenotipini degistirmeye aday oldugu
saptanmustir (Shiels ve ark 2006). Bu polipeptidleri ifade eden genler ¢ok degiskenlik gosteren
bir gen ailesinin subtelomerik kismina lokalize olmustur ve nasil bir mekanizma ile etki ettigi
tam olarak bilinmesede konak hiicre proliferasyonuna, apoptozise ve degismis gen ifadesine

oncitiliik ettigi diistintilmektedir.

Kinazlar ve fosfatazlar replikasyon ve hiicre donglsii kontroli gibi hiicresel
aktivasyonlarda anahtar rolii istlenen diizenleyici olarak gorev almaktadirlar. Bunlarin
aktiviteleri yeniden diizenlendiginde kontrolsiiz hiicre bélinmesi ve tiimoér olusumu meydana
gelmektedir. Theileria’ya ait kinaz ve fosfatazlar, konak hiicrenin sitoplazmasina dagilarak
fosforilasyon olaylarini etkiler ve konak hiicre transformasyonuna neden olurlar (Sekil 1.5)

(Shiels ve ark 2006).
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Sekil 1.5. Proliferasyon, apoptozis ve metastaz (Shiels ve ark 2006)

Kazein Kinaz 2 (CK2), Theileria tarafindan indiiklenen lokosit transformasyonunda
onemli bir rol tstlenmektedir. CK2 aktivasyonu ile kaspaz enzimi ifadesi baskilanarak
apoptozis engellenmektedir. Ayrica Tiimor Nekroz Faktor-alfa (TNF-o)) ve biiytime faktorleri
gibi sitokinlerin uyarimi CK2 aktivasyonu ile gergeklesmektedir (Dessauge ve ark 2005).
Fosfoinositid-3 Kinaz (PI3K)/ Protein kinaz B (PKB) arayolu hiicre proliferasyonunu
diizenleyen ve membran yiizey reseptdrleriyle aktive olan bir uyarim yoludur. PI3K/PKB
aktivasyonu Theileria ile enfekte 16kosit proliferasyonunda rol oynamaktadir (Heussler 2002).
Theileria annulata makrosizontu tarafindan salgilanan Theileria annulata sizont AT hook
(TashAT) polipeptidi konak hiicrenin ¢ekirdegine yerlesir ve yerlestigi hiicrenin
proliferasyonunu diizenler (Shiels ve ark 2006). Theileria makrosizontu ile enfekte lenfosit
hiicrelerinde Cekirdek Faktor- kappaB (NF-xB) ara yolu siirekli olarak aktif durumdadir.

Hiicre dongiisiine etki eden protein ifadesinin diizenlenmesinde ve bunun sonucu olarak hiicre

§ ety CIYC



proliferasyonunda rol alir. Ayrica, anti-apoptotik proteinlerin genlerinin transkripsiyonunu
saglayan dnemli bir rol tistlenmektedir. NF-kB hiicre sitoplazmasinda inhibitér proteinlerin bir
ailesi olan NF-xB inhibitérii (IkB) adi verilen proteine bagli olarak inaktif halde
bulunmaktadir. Hiicre i¢i patojen varligi veya hiicre stresi meydana geldiginde Ikappa B kinaz
(IKK) ile fosforillenen inhibitér protein IkB yikima ugrar ve NF-xB serbest hale gelerek
lenfosit ¢ekirdeginin spesifik DNA bolgesine baglanir. Bu sekilde ilgili gen bolgesini aktive
ederek hiicre dongiisiinii  diizenleyen proteinlerin  ve anti-apoptotik  proteinlerin
transkripsiyonunu baslatir ve hiicreye 6limstiz bir fenotip kazandirir (Heussler, 2002). Enfekte
hiicrelerin apoptosiz ile 6limiinde hiicresel miyelositomatozis onkogen (¢c-Myc) ve NF-xB
transkripsiyon faktorlerinin rol oynadiklari belirlenmistir (Dessauge ve ark 2004, Heussler
2002). Aktivatér protein 1 (AP-1) ve aktive edici transkripsiyon faktér 2 (ATF 2)
transkripsiyon faktorlerini diizenleyen arayollarin Theileria ile transforme olmus lenfositlerde

aktive edildigi bulunmustur (Lizundia ve ark 2005).

Transformasyon mekanizmasinda rol oynayan faktorler kapsamlr olarak ¢alistimaktadir.
Burada bahsi gegen arayollar ve daha fazlasi dogrudan ya da dolayl olarak birbirleri ile
etkilisim halindedir. Faktdrler alinan uyarana gére ters olarakta islev yapabilir. Ornegin; c-Jun
N terminal kinaz (JNK) dogrudan E2F transkripsiyon faktorii ile etkilesime gegerek onu
inaktive edebilir ve hiicre proliferasyonu ile ilgili genlerin transkripsiyonunu engelleyebilir
hem de AP-1 aktivasyonunu indiikleyerek hiicre proliferasyonunu arttirabilir (Kishore ve ark

2003).

1.6. AP-1

Aktivator protein-1 (AP-1) heterodimer yapisina sahip c-Fos, c-Jun, ATF ve JDP protein
ailelerine ait bir transkripsiyon faktoriidiir (Sekil 1.6.). Bu transkripsiyon faktorii stres
durumlarinda, bakteriyal ve viral enfeksiyonlarda, bilytime faktorleri ve sitokinleride igeren
birgok uyarana karsi cevap vermek icin gen ifadesini diizenlemektedir. AP-1 farklilagma,

cogalma, apoptozis ve transformasyon gibi birgok hticresel olay1 igeren mekanizmalari kontrol



etmektedir. ATF ve MAF transkripsiyon faktorleri ile birlikte bazik 16sin fermuar protein
ailesinin bir kismini olustururlar ve birgok patolojik ve fizyolojik uyarana karsi cevap verirler
(Hess ve ark 2004).

AP-1 Transkripsiyon Faktoni

-

p-J
2
g
5 <
] -
2

;}

oy
“ A

Sekil 1.6. AP-1 transkripsiyon faktérii, DNA’ya baglanan dimer kisimlarinin gosterilmesi

(www.paterson.man.ac.uk/images/cell_regulation/cellreg5.jpg).

AP-1, TPA (tetra dekanil-forbol-13-asetat) DNA response elementi (TRE; 5'-
TGAG/CTCA-3") (Angel ve Karin 1991) iceren genlerin transkripsiyonunu diizenler ve DNA
sekansina 16sin fermuar motifinde baglanir (Glover ve ark 1995). AP-1 igerisinde promotor
sekansi barindirir ve buna bagl olarak bir¢cok genin; metalloproteinaz genleri, fral, c-jun,
Rabll, c-fos ve c-myc (Hess ve ark 2004) transkripsiyonunu diizenler. Boylece, AP-1
aktivasyonu farkli protein ailesine ait {iyelerin arasindaki kombinasyonal etkilesimlerinin

sonucu olmaktadir.
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1.7. Enfekte Hiicrelerdeki AP-1 Aktivasyonu

Theileria kaynakli 16kosit hiicrelerinde meydana gelen transformasyon JNK ve AP-1

transkripsiyon faktdriiniin yapici aktivasyonuyla ilgilidir. Western blot analizi ile Theileria ile

enfekte hiicrelerde AP-1 ekspresyon profiline bakildiginda; parazit tarafindan transforme

olmus 16kosit hiicresindeki AP-1 aktivasyonunun kalict JNK aktivitesine ve Jun ve Fos ailesi

proteinlerinin gen ifadesinin artmasina bagli oldugu belirlenmistir (Cizelge 1) (Chaussepied ve

ark 1998). Burada ekstraselliiler sinyal diizenleyici kinaz (ERK) ya da p38 gibi mitojen aktive

edici protein kinazlarin gen ifadesinde bir artis gériilmemistir (Chaussepied ve Langsley

1996).

Cizelge 1. Theileria tarafindan indiiklenen AP-1 ekspresyonu (Chaussepied ve ark 1998)

TBL3 THEI BL3
c-Jun |+++ | F++F +
JunB | +++ +++ +
JunD | +++ +++ -
c-Fos| +++ ++ -
Fra-1| ++ + -
Fra-2 + ++ -

TBL3= T, annulatia
e enfelcte B lenfosit

THEI= 7. annuiata
ile enfekte makrofa

BL3 = Enfelkte
olmayan B lenfosit

AP-1 aktivasyonu ile metalloproteaz-9 (MMP9) gen transkripsiyonu indiiklenir.

MMP siklikla yayilma 6zelligi gosteren kanser hiicrelerinde bulunur ve 7. annulata ile enfekte

hiicrelerin yayilmasinda rol oynamaktadir (Heussler 2002). AP-1 aktivasyonunun B lenfosit

hiicresi proliferasyonuna énemli bir etkisi bulunmamistir (Lizundia ve ark 2006).
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1.8. Theileria annulata’nin Genomu

Theileria annulata’nin genomu 8.35 Mb’dan olugmaktadir ve birbirleriyle neredeyse
tamamen ayni olan 4 adet haploid kromozom igermektedir. Burada yaklagik 4000 protein
kodlayan gen vardir ve bu genlerin sadece 38%’nin fonksiyonu oldugu varsayilmaktadir
(Pain ve ark 2005). Theileria annulata’nin genleri 86% oraminda Theileria parva’nin
genleriyle ortologdur. Parazit genlerinin sekansi sonucunda konak hiicre transformasyonundan
sorumlu olan 7. annulata ve T. parva’nin genomlarimm bilyiik 6l¢tide benzerlik gosterdigi

belirlenmistir (Gardner ve ark 2005, Pain ve ark 2005).

1.9. TA15705 (Ta9)

Theileria annulata’mn makrosizont formunda eksprese ettigi Ta9 olarakta bilinen
TA15705 proteininin koruyucu bagisik yanitta rol oynayan sitotoksik T hiicrelerinin
(Ivan Morrison, yayinlanmamis veri) ve B hiicrelerinin (William Weir, yayinlanmamis veri)
hedefi oldugu gosterilmistir. Theileria annulata genomu biyoinformatik teknikler kullanilarak
incelendiginde, ikinci kromozomun aymi lokusu tizerinde kiimelenmis genlerin ifade ettigi,
TA15705%in de dahil oldugu bes adet paralog protein (TA15685, TA15690, TA15695,
TA15710) bulunmustur (Sekil 1.7) (www.genedb.org). TA15705 gibi paralog ailede yer alan
diger proteinlerinde sinyal peptide sahip oldugu tahmin edilmektedir ve bu ytizden Theileria

tarafindan indiiklenen konak hiicre transformasyonunda rol oynadiklar1 diistintilmektedir.
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Genel Bilgiler

Sistematik Tsmi TA15705
Durumu hypothetical protein
Tip CDS
Kromozom 02
Klon sekansi tann.chr02 genedb
Lokasyon complement(173922..174929} uzunluk: 1008 bp
Flzon complement(173922.174929) (Spliced length: 1008 bp}
Icerik Haritast:
165000 170000 175000 180000 185000 190¢
B =0 [ E E

TA15730 TAI5725 TA15720 TA15710 »TA15705< TAIS700 TAIS5695 TA15690 TA12683 TA15680 TAIS675

Primary Annotation

chr2 cand 491 - signal peptide

secreted protein, putative

Signal peptide predicted for TA15705 by SignalP 2.0 HMM (Signal peptide probability 0.600, signal anchor probability 0.030)
with claavage site probability 0.264 between residues 18 and 19

expressed at macroschizont stage

ParalogneFamily

TA15695 TA1568% TA15690 TAI1S705 TAI15710

Sekil 1.7. TA15705 ile ilgili genel bilgiler. (www.genedb.org)

Konak hiicre apoptozisinin inhibe edilmesi ya da konak hiicrenin kontrolsiiz
boliinmesinden sorumlu olan parazit kaynakli faktorler hala tam olarak bilinmemektedir
(Dobbelaere ve ark 2004, Heussler ve ark 2006, Plattner ve Soldati-Favre 2008). Bu ¢aligmada
konak hiicre transformasyonunda rol oynadigi dustintilen TA15705 proteininin
karakterizasyonu ve AP-1 aktivasyonundaki roliintin belirlenmesi amaglanmustir. Ek olarak,
TA15705 proteininin Theileria annulata ile enfekte makrofaj ve B lenfosit hiicrelerindeki

lokalizasyonu belirlenmeye ¢aligiimistir.
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2. GEREC VE YONTEM

TA15705 proteininin karakterizasyonu ve AP-1 aktivasyonundaki roliintin belirlenmesi
amaciyla; PCR, doku kiiltiirii, gen klonlarinin transfeksiyonu, AP-1 lusiferaz aktivitesi tayini,
Western Blot analizi ve immunofloresan goriintiileme yapilmistir. Tez ¢alismasinda kullanilan
vektorler, primerler, klonlar ve yapilan diger tim islemler asagida ayri bagliklar altinda

belirtilmistir.

2. 1. Plazmid Vektor pcDNA3

pcDNA3, konak hiicrenin diger transkripsiyon olaylarina karismadan uygun restriksiyon
bolgesine klonlanan genlerin fazla miktarda ifade edilmesini saglayan, giigli bir promotoru
(CMV) olan, 5.4 kb biiyiikliigiinde bir plazmid vektoriidiir (Ek B.2). pcDNA3 gibi memelilere
ait olan ekspresyon vektorleri genellikle yiiksek seviyeli, kararli ve gegici olan
ekspresyonlarda kullanilmaktadir. pcDNA3 neomisin ve amfisilin segici isaretgilerini

tasimaktadir.

Orijinal pcDNA3-TA15705 plazmidi Madeleine Cochet (Grup Gordon Langsley,
Institute Cochin, Paris, Fransa) tarafindan yapilan ¢cDNA kiitiiphanesinden alinarak sekans
analizine gonderilmistir. Sekans analizi sonuglari www.genedb.org adli internet sitesindeki
verilerle (Ek A) karsilastirilarak iki adet nokta mutasyonu belirlenmistir. Orjinal plazmidin
anlamli bolgesinde meydana gelen bu nokta mutasyonlarr QuikChange Site-Directed

Mutagenesis Kit (Staratagene) kullanilarak diizeltilmistir.
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2.1.1. Mutajenik Oligoniikleotid Primerler

Nokta mutasyonlarini diizeltmek amaciyla mutajenik primerler Eurogentec (Belgika)

firmasindan siparis edilmistir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Mutajenik primerler.

Gen Adx Dizilim Uzunluk

TA15705 5'-GGTTATCCAACAGGTGGTTATCCACCAC-3' FORWARD 1008 bp
5'-GTGGTGGATAACCACCTGTTGGATAACC-3' REVERSE

TA15705 5'-ATCACGCCTAAACATGGACATGGATTTA-3'. FORWARD 1008 bp

5'-TAAATCCATGTCCATGTTTAGGCGTGAT -3'. REVERSE

2.1.2. Mutant Iplik Sentez Reaksiyonu

Reaksiyonlar (Cizelge 2.2) belirtildigi gibi hazirlanmistir.

Cizelge 2.2. Mutant iplik sentez reaksiyonu

Bilesenler Miktar Son Konsantrasyon
10X KOD HotStart DNA Polimeraz i¢in tampon | 5 pl
25 mM MgSO4 3ul 1,5 mM
dNTPs ( her biri 10 mM ) 1 ul 0,2 mM (her biri)
PCR igin distile su X ul
Sense (5') Primer (10 uM) 1,35 ul
Anti-sense (3") Primer (10 pM) 1,35 ul

x ul (25-50

pcDNA3-TA15705 ng/pl)
Kod Hot Start DNA Polimeraz(1U/ul)(Novagen) | 1 pl 0,02 U/pl
Toplam reaksiyon miktar: 50 pl
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2.1.3. Dongiisel Parametreler

Nokta mutasyonunun gergeklesebilmesi ig¢in gerekli olan sicaklik degerleri ve siireler
QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit kullanim kilavuzundaki parametrelerden

yararlanarak asagida (Cizelge 2.3) gosterildigi sekilde uygulanmistir.

Cizelge 2.3. Mutant sentez reaksiyonu sicaklik ve zaman parametreleri

Dongii Sicakhk ! Zaman
1 95°C 5 dakika
95°C 20 saniye
12 60°C 10 saniye
68°C 3 dakika 20saniye
1 68°C 3 dakika

2.1.4. Cogaltilan Uriinlerin Dpn I Enzimi ile Kesimi

Mutasyona ugramayan (parental) DNA’y1 ortamdan uzaklagtirmak amaciyla Dpn |
restriksiyon enzimi kullanilmigtir. 1 pl Dpn 1 restriksiyon enzimi (10 U/ul), mutant sentez
reaksiyonu ile ¢ogaltilan {rlinlerin bulundugu reaksiyon tiiplerine eklenmistir. Reaksiyon

tiipleri hafifce karistirildiktan sonra iki saat 37°C’de inkiibe edilmistir.

2.1.5. DH5a Kompetend Hiicrelerin Transformasyonu ve MiniPrep Protokolii

[nkiibasyon sonrasit mutasyona ugramis olan DNA tirlinti, DHS5a kompetend hiicrelerine

transforme edilmistir. DHS5a, plazmid transformasyonunda en ¢ok kullanilan E. coli

16



suslarindan biridir. DHSa %10’luk gliserol solusyonu ile muamele edilerek -80°C’de
saklanmistir. Her bir transformasyon igin 95ul DHS5a igersine 2pl plazmid DNA’si
karistirilmistir ve 30 dakika buz tizerinde inkiibe edilmistir. 42°C su banyosunda 45 saniye 1s1
soku uygulanmistir. Ist sokundan sonra hiicreler 2 dakika buz tizerinde bekletilmistir ve 1ml
LB (Lysogeny Broth) besi yerinde (Bacto-tryptone, Bacto-yeast extract, NaCl, pH 7.0)
37°C’de calkalayict (180 devir/dakika) i¢inde 1 saat inkiibe edilmigtir. Daha sonra hiicreler
4000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir. Plazmid DNA’sin1 igeren bakterileri segebilmek
amactyla 100-200ul hiicre peleti, i¢inde amfisilin (1:1000) bulunan agaroz petri lizerine
yayilarak ekilmistir. Gece boyu 37°C’de agaroz petri lizerinde tireyen bakteri kolonilerinden
biri segilerek i¢inde 2ml LB bulunan 10mI’lik tiiplere pipet ucu yardimiyla konulmustur.
37°C’de calkalayici igersinde bir gece inkiibe edilmistir.  Plazmid DNA’st bakteri
kolonilerinden pureyield plasmid miniprep sistem (Promega, Fransa) kullanilarak purifiye
edilmistir. Purifiye edilen DNA miktart NanoDrop spektrofotometre cihaziyla 260 ve 280nm

dalga boyunda okunan absorbsiyon degerlerinin oranina gore hesaplanmistir.

2.2. pLHC\3-EGFP-TA15705 (1008, 303, 879bp) Plazmidinin Gelistirilmesi.

TA15705 proteinini karakterize etmek igin gelistirilen 303 ve 879bp’lik alt klonlar
CD8+ T hiicre epitopu bdlgelerine gore dizayn edilmistir (Sekil 2) (Niall MacHugh,

yayinlanmamig veri).

Gip TA15705 1008 bp

N Gip TALISTOS 879 hp

Sekil 2. TA15705 ve alt klonlarr.
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2.2.1.

TA15705 ve Alt Klonlar: i¢in Primer Dizaym

Primerler, TA15705 ve alt klonlar1 i¢in ayr1 ayr1 dizayn edilmistir. Restriksiyon kesim

bolgeleri (Smal, Clal) ve dur kodonlari dizayn edilen primerlere eklenmistir (Cizelge 2.4).

Cizelge 2.4. TA15705 ve alt klonlar1 igin primerler

Cogaltilan
Gen Ad1 Dizilim Bilge
Uzunlugu
TA15705 | 5'-CCTACATAGCCCGGGATGAATCTCC-3' Forward (Smal)
5'-CTTCTCTAATCGATTTTCTAATCC-3' Reverse (Clal) 1008 bp
TA15705 | 5'-CCTACATAGCCCGGGATGAATCTCC-3'" Forward (Smal)
5'-GGACCTCCATCGATGCACCTCATGCCTCCTGATCG-3' Reverse (Clal) 303 bp
TA15705 | 5'-CAAAGGAGTCCCGGGATGTTTGAGG-3' Forward (Smal)
5'-CTTCTCTAATCGATTTTCTAATCC-3' Reverse (Clal) 879 bp
2.2.2. TA15705 Klonlarmnin Cogaltilmasi

TA15705 ve alt klonlarinin ¢ogaltilmasi amaciyla yapilan PCR reaksiyonlari ¢izelge 2.5-

2.7°de gosterilen oran ve sicakliklarda gerceklestirilmistir.
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Cizelge 2.5. TA15705 i¢in PCR reaksiyonu bilesenleri

Bilesen Miktar Son Konsantrasyon
10X Buffer for KOD Hot Start DNA Polimeraz 5ul
25 mM MgS0O4 3ul 1,5 mM
dNTPs (10 mM her biri) 1 ul 0,2 mM (her biri)
PCR distile su X pl
Sense (5") Primer (10 pM) 1,35 ul
Anti-sense (3") Primer (10 uM) 1,35 ul
pcDNA3-TA15705 (2 nokta  mutasyonu | X pl (25-50
diizeltilmis) ng/ul)
Kod Hot Start DNA Polimeraz (1U/pul) 1 ul 0,02 U/ul
Toplam reaksiyon miktari 50 pul

Cizelge 2.6. TA15705 303bp i¢in PCR reaksiyonu

Déngii Sicaklik Zaman

1 95°C 5 dakika
95°C 20 saniye

5 45°C 10 saniye
68°C 10 saniye
95°C 20 saniye

15 55°C 10 saniye
68°C 10 saniye

1 68°C 3 dakika
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Cizelge 2.7. TA15705 1008bp ve 879bp igin PCR reaksiyonu

Dongii Sicakhik Zaman

1 95°C 5 dakika
95°C 20 saniye

5 40°C 10 saniye
70°C 35 saniye
95°C 20 saniye

15 45°C 10 saniye
70°C 35 saniye

1 68°C 3 dakika

2.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi ve Piirifikasyonu

Agaroz jel (%1) elektroforezi ile goriintiilenen DNA friinii bant, jelden izole edilmistir.
Jel icersindeki DNA, ethidyum bromid ile gorinir hale getirilmistir. DNA’nin molekiiler
agirtign jele yiiklenen SmartLadder (Eurogentec) molekiiler agirlik belirleyicisi ile
belirlenmistir. PCR reaksiyonundan ve agaroz jelden elde edilen DNA’lar SV Gel ve PCR
Clean—Up System (Promega) kullanilarak purifiye edilmistir.

2.2.4. Restriksiyon Kesimi

pLHC\3-EGFP plazmidi ve TA15705 PCR trtinleri Smal (25°C’de 2 saat, BioLabs) ve
Clal (37°C’de 2 saat, BioLabs) restriksiyon endoniikleazlari ile kesilmistir ve %1’lik agaroz
jelde kosturulmugtur. Plazmid ve PCR triinleri jel tizerinden SV Gel ve PCR Clean—-Up
System (Promega) ile izole edilmistir. Elde edilen DNA driinlerinin konsantrasyonu

NanoDrop spektrofotometre cihazi ile dlgiilmiistiir.
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2.2.5. Baglanma

Baglanma reaksiyonu formiil kullanilarak hesaplanmistir; [(vektor ng X insertin kb
buiytikltigii) / vektoriin kb biiyiikligi] X (insert / vektdriin molar orant) = insert ng. Insert ve
vektoriin baglanma reaksiyonunda T4 ligaz (BioLabs) enzimi kullanilmistir. Baglanma
asamas1 16°C’de gece boyu siirmiigtiir. Reaksiyon sonrasi kesim tanima bolgelerinden
baglanan tirtinlerin DHS5a E. coli bakterilerine transferi bolim 2.1.5.°de anlatildigi gibi

yapilmaistir.

2.2.6. DHSa E. coli Kolonilerinin Analizi

Koloniler, igersinde insert bulunan ve insert bulunmayan (kontrol) olmak tizere bir
kontrol grubuyla analiz edilmistir. Ureye kolonilerden bazilari restriksiyon kesimi ve Miniprep

(Bsliim 2.1.5.) i¢in se¢ilmistir ve sonrasinda sekans analizine gonderilmistir.

2.3. Hiicre Kiiltiirleri

2.3.1. Theileria annulata 1le Enfekte Olan ve Olmayan Sigir Lenfosit Hiicre

Kiiltiirleri

Theileria annulata ile enfekte olan (TBL3) ve enfekte olmayan B lenfosit (BL3) hiicre
kiltiirleri RPMI 1640 Glutamax (10mM Hepes, 50 pM mercaptoethanol, 100 u/ml penisilin ve
streptomisin, 2mM L-Glutamin ve fotal buzagi serum 10% vol/vol) medyum kullanilarak
kiiltiire edilmistir. Hiicreler 37°C’de, 5% CO2 igeren inkiibatérde muhafaza edilmistir ve hiicre

konsantrasyonu 2x10° hiicre/ml ve 5x10° hiicre/m] arasinda olacak sekilde ayarlanmistir.
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TA15705 seviyesinin parazitle olan iligkisini belirlemek amaciyla; TBL3 ve BL3
hiicreleri  (2x10° hiicre/ml) antitheilerial ilag olan buparvaquone (Bw720c) (ethanol iginde
50ng/ml) ile 48 saat muamele edilmistir. Ayrica kontrol grubu olarak ayni konsantrasyonda

hazirlanan hiicrelere sadece saf ethanol eklenmistir.

2.3.2. Theileria annulata Tle Enfekte Olan Makrofaj Hiicre Kiiltiirii

T. annulata ile enfekte makrofaj hiicreleri (Thei) TBL3 ve BL3 hiicreleri gibi kiiltiire
edilmislerdir. Bulundugu ylizeye tutunma O6zelligi gosteren Thei hiicrelerinin diltisyonlar
hazirlanirken, hiicrelerin flask’tan ayrilmasi igin 2 ml 1lik PBS ile kisa siireli muamele

edilmistir.

2.3.3. HEK293 T Hiicre Kiiltiirii

HEK293 T hiicreleri, DMEM (Invitrogen), (7,5% fotal buzagr serumu, 100 u/ml
penisilin/streptomisin) kullanilarak 37°C’de, 5% CO2 igeren inkibatorde kiiltiire edilmistir.
Her ii¢ giinde bir hiicrelerin bilyiime oranlarina gére medyum degistirilmistir. Hticreler 1:10 ya
da 1:20 diliisyon oranlarinda doku kiiltiirii flasklarinda (100mm x 20mm) pasajlanmustir.
HEK293 T hiicreleri bulunduklar: yiizeylere tutunduklari i¢in medyumlari degistirilirken PBS
ile yikanmistir ve 2 ml Trypsi/EDTA (Intvitrogen) ile muamele edilerek hiicrelerin

yapistiklart ylizeyden ayrilmasi saglanmistir.
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2.4. Kontrol Plazmidleri, Raportér Plazmidler ve Ekspresyon Vektorleri

2.4.1. pcDNA3 (Negatif Kontrol)

pcDNA3 vektort negatif kontrol olarak kullanilmistir. pcDNA3 ile birlikte kullanilan

AP-1 lusiferaz raportorii AP-1 transkripsiyon aktivitesinin bazal seviyesini belirlemistir.

2.4.2. RSV-cJun (Pozitif Kontrol)

RSV promotorili igeren RSV-cJun vektorii bir AP-1 aktivatoriidiir. Bu vektor pozitif
kontrol olarak se¢ilmistir ve AP-1 lusiferaz raportérii + pcDNA3 ile birlikte hiicrelere

transfekte edilmistir.

2.4.3. pGL2 Lusiferaz Promotor

SV40 viral promotor tagiyan pGL2 plazmidi firefly lusiferaz genini kodlayan b&lgeleri
icerir. SV40 viral promotori; hiicrelerdeki bazal transkripsiyon seviyesinin liisiferaz sinyali

vasitasiyla 6lgiilmesini saglamigtir.

2.4.4. 3xTRE-Luc (AP-1 Lusiferaz Raportor)

3xTRE-Luc vektorii pGL2 lusiferaz vektort kullanilarak geligtirilmigtir. TRE (TPA
responsive element) promotor bdélgesinin  konsensus sekanslarinin ii¢ kopyast AP-1

transkripsiyon faktorii i¢in baglanma bolgeleri saglamak amaciyla pGL2 lusiferaz vektoriintin
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uygun bir bdlgesine klonlanmistir. AP-1 transkripsiyon faktdriiniin, ilgili DNA baglanma

bolgesine baglanmasi firefly lusiferaz sinyalini indiiklemistir

2.4.5. pUHD16-1

pUHD16-1 plazmidi (lacZ under CMV promoter) B-Galaktosidaz aktivitesini dlgmek
i¢in kontrol ve ekspresyon vektorleri ile birlikte transfekte edilmistir. B-Galaktosidaz aktivitesi
tayini transfekte edilen hiicrelerin transfeksiyon verimliligini ve seviyesini belirlemek

amactyla yapilmistir.

2.4.6. Ekspresyon Vektorleri

pcDNA3-TA15705, pLHCy\3-EGFP-TA15705 303bp, pLHCy\;3-EGFP-TA15705 879bp
ve pLHC\;3-EGFP-TA 15705 1008bp vektorleri 3xTRE-Lusiferaz ve pUHD16-1 plasmidleri
ile birlikte transfekte edilmistir.

2.5. Transfeksiyonda Kullanilan Bilesenler

TA15705 tarafindan indiiklenen AP-1 aktivasyonunu belirlemek amaciyla hazirlanan

transfeksiyon bilesimleri bir sonraki sayfada belirtilmistir;
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Transfeksiyon bilesimleri;
pcDNA3 + 3xTRE-Luc + pUHD16-1  (negatif kontrol)
pecDNA3 + 3xTRE-Luc + pUHD16-1 + RSV-cJun  (pozitif kontrol)
pcDNA3-TA15705 + 3xTRE-Luc + pUHD16-1
pLHC;3-EGFP-TA15705 (303 bp. 879 bp, 1008 bp) + 3xTRE-Luc + pUHD16-1
pLHCM3-EGFP + 3XxTRE-Luc + pUHD16-1
pGL2 luc + pcDNA3 + pUHD16-1
pGL2 luc + pcDNA3 + RSV-cJun + pUHD16-1
pGL2 luc + pLHC\3-EGFP + pUHD16-1

2.6. Kalsiyum Fosfat Transfeksiyonu ve HEK293 T Hiicrelerinin Lizizi

HEK293 T hiicreleri islemden birglin dnce 1x10° hiicre/ml olacak sekilde 2 ml DMEM
(%7,5 sigir serumu, 100 u/ml penisilin/streptomisin) igersinde inkiibe edilmistir. Ertesi sabah
hiicrelerin tizerindeki medyum yavasga taze medyumla degistirilmistir. Transfeksiyon bilesimi
uygulamasindan once hiicreler en az bir saat 37°C’de, %5 CO2 igeren inkiibatdrde inkiibe
edilmistir. Her bir transfeksiyon bilesimi i¢in; 0,5-1pg kullanilmak istenen plazmid DNA’si,
500ng pUHD16-1 plazmidi, 10pl CaCl2 (stok 2,5M) eklenmistir ve distile su ile 100 ul son
hacme tamamlanmistir. Karisim 5 dakika oda sicakhiginda bekledikten sonra vorteks tizerinde
damla damla 100pul HBS 2x (HEPES-buffered saline) eklenmistir ve iki dakika beklemeye
alinmistir. Elde edilen transfeksiyon karigimi, HEK293 T hiicrelerine saat ydniinde damla
damla eklenmistir. Hiicreler sekiz saat 37°C’de, %5 CO?2 igeren inkiibatérde inkiibe edilmistir.
Siire sonunda hiicrelerin medyumu degistirilmistir ve 48 saat 37°C’de, %5 CO2 igeren
inkiibatorde inkiibasyonu yapilmistir. Inkiibasyon sonrasi hiicreler Iml PBS ile yikanmustir.
Hiicreler 100ul 1x Passive Lysis Buffer (Promega) ile 10 dakika buz iizerinde inkiibe
edilmistir. Hiicreler buz {izerindeyken, pipet ucunun arka tarafi kullanilarak bulunduklari
yiizeyden ayrilmasi saglanmistir. Elde edilen hiicre lizatlar1 10000 rpm’de, 4°C’de 2 dakika
santrifiij edilmistir. Lizatlar lusiferaz aktivitesi dlgtimi igin hemen kullamlmistir ve western

blot analizi i¢in -20°C’de saklanmistir.
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2.7. p-Galaktozidaz Aktivitesi Ol¢iimii

10ul transfekte hiicre lizati, iginde 1 ml LacZ tamponu (60mM Na2CO3, 100mM
NaH2PO4, 10mM KCL, ImM MgS04) bulunan ependorflara konulmustur. 200ul ONPG
(ortho-Nitrophenyl-B-galactoside) eklenmesiyle reaksiyon meydana gelmistir ve sari renk
olusumu gézlenmistir. Birkag saniye sonra reaksiyonu sonlandirmak igin 500 pl 1M Na;COs
eklenmistir. Optik yogunluk (OD) degerleri 420nm’de spektrofotometre ile 6l¢iilmustiir. Optik
yogunluk degeri, basariyla ko-transfekte olan hiicrelerin yiizdesini vermistir. Bu sayede taban
seviyede transkripsiyon seviyesi &lgiilerek hiicrelerin viyabilitesi, hiicre liziz orani ve

manipulasyonlardan kaynaklanan hatalar en aza indirgenmistir.

2.8. Lusiferaz Aktivitesi Ol¢iimii

Lusiferaz, ATP’yi kullanarak lusiferini pargalayan ve bunun sonucunda algilanabilir
15181 ortaya ¢ikaran bir enzimdir. Lusiferaz 6l¢iim soliisyonu (Promega) firefly lusiferaz
sinyalini 6lgmek igin kullanilmistir. Bu bilesen biyoluminesans reaksiyonu ve luminometre
tarafindan okunup kaydedilen ig1gin Uretilmesi i¢in beetle lusiferin, ATP ve Mg2+
icermektedir. 10 pl transfeksiyon lizatt 96’11 151k gegirmeyen plastik kuyucuklara transfer
edilmistir. Lusiferaz olglim soliisyonu (Promega) lizat eklenen kuyucuklara luminometre
(Centro LB 960) vasitasiyla eklenmistir. Luminometre kendi programinda kayitli olan
protokolii izleyerek 50ul lusiferaz dlgtim soliisyonunu otomatik olarak enjekte etmistir. AP-1

aktivitesindeki degisiklikler luminometre tarafindan kaydedilmistir.
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2.9. TBL3 ve BL3 Hiicrelerinin Lizizi

Liziz tampon solusyonu (20mM Hepes pH:8, 150mM NaCl, %1 No40, %0,5 Na
Deoxycholate, %0,1 SDS, 2mM EDTA, 1X Complete proteaz inhibitdrii Roche, 1X
PhosSTOP inhibitérii Roche) TBL3 ve BL3 hiicreleri lizizinde kullanilmigtir. TBL3 ve BL3
hiicreleri 5Sml medyum iginde 2x10° hiicre/ml olacak sekilde 48 saat kiiltiire edilmistir ve daha
sonra 10ml soguk PBS (phosphate buffered saline) ile yitkanmistir. Yikanan hiicreler 2000
rpm’de, 4°C’de 3 dakika santrifiij edilmistir. Hiicre peleti 1 ml soguk PBS iginde homojen hale
getirilerek ependorf tiipiine aktarilmigtir ve 13.000 rpm’de, 4°C’de 15 saniye santrifijj
edilmistir. 1x hacimdeki hiicre peleti i¢in 4x hacminde liziz tampon solusyonu ilavesi buz
tizerinde yapilmustir ve 10 saniye vorteks islemi uygulanmistir. Tampon-hiicre peleti karigimi
30 dakika buz tizerinde inkiibe edilmistir ve bu siire boyunca gegen her 10 dakikada bir
vorteks islemi tekrarlanmistir. Tampon-hiicre karigimi 13.000 rpm’de, 4°C’de 10 dakika
santrifij edilmistir ve siipernatant -80°C’de daha sonra kullanilmak tizere saklanmigtir.
Siipernatant iginde ¢oziinmiis protein konsantrasyonu Bio-Rad Protein Assay kullamlarak

hesaplanmuistir.

2.10. Western Blot

2.10.1. SDS-PAGE Analizi

SDS-PAGE analizinde kullanilacak protein miktarr -Galaktozidaz aktivitesine gore
hesaplanmustir. 20ul hiicre ekstrakti, ig¢ine %10 (vol/vol) mercaptoethanol eklenen Sl
Laemmli dye soliisyonu (BioRad) eklenmistir ve 95°C su banyosunda 5 dakika kaynatilmigtir.
Karisim %10-12 polyacrylamide jele yiiklenmistir ve SDS polyacrylamide elektroforez iglemi
100 volt'ta 2 saat uygulanmistir. Molekiiler agirlik belirleyicisi olarak All Blue Standards
(BioRad) kullaniimistir.
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2.10.2. Elektroforetik Transfer

Jel, nitroseliiloz membran (6x9cm), whatman kagitlari (7x10cm) ve transfer siingerleri
transfer tamponu (25mM Tris-HCI, 192 mM Glisin, %20 methanol, distile su) ile 1slatilmigtir.
Stinger, iki adet whatman kagidi, jel, nitroseliiloz membran ve iki adet whatman kagidi st
iiste kapatilarak sandivi¢ seklinde kaset i¢ine yerlestirilmistir. Elektroforetik transfer 4°C’de
100 volt’ta 1 saat gergeklestirilmistir. Membran tizerindeki proteinlere ve transfer verimine

ponceau boyama ile bakilmistir.

2.10.3. Immunoblotlama

Membran 2 kez 10 dakika PBS/Tween %0,1 iginde yikanmistir ve PBS/Tween %0,1, siit
%5 ya da PBS/Tween %0,1, fisch jelatin %1 ya da PBS/Tween %0,1, ke¢i serumu %5
kullanilarak bir saat oda sicakliginda bloklanmigtir. Membran 2 kez 5 dakika PBS/Tween
%0,1 icinde yikanmistir ve birincil antikorlar eklenerek 2 saat oda sicaklifinda inkiibe
edilmistir. Kullamlan birincil antikorlar tekrar kullanilmak tizere saklanmistir. Membran 3 kez
15 dakika PBS/Tween %0,1 icinde yikanmistir ve ikincil antikorlar eklendikten sonra bir saat
oda sicakhiginda inkiibe edilmistir. Membrane 3 kez 15 dakika PBS/Tween %0,1 iginde
yikanmistir ve SuperSignal West Pico Chemiluminescence (Thermo) kullanilarak goriintiileme
islemi yapilmigtir. GFP antikoru, TA15705 proteininin kontrolii olarak kullanilmistir. Protein
miktarlarinin karsilastirilmasinda tiibiilin antikoru kullanilmistir. Bu sayede polyacrylamide

jele yiiklenen proteinlerin miktarlar: arasinda farkhilik olmadig: gosterilmistir.
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Antikorlar;

Birincil antikor : aGFP mouse (Sigma), 1/1000 dilisyon PBS/Tween %0,1, BSA %3, NaN3
%0,05

Birincil antikor: Monoklonal anti-B-Tubulin (Sigma), 1/1000 diliisyon PBS/Tween %0,1, BSA
%3, NaN3 %0,03

ikincil antikor: Anti-Mouse IgG, Isaretleme: Peroksidaz, Konak: Ke¢i, (Sigma) 1/10.000
diltisyon PBS/Tween %0,1, stiit %5.

Immun serum ve piirifiye TA15705 antikoru;

Birincil antikor: 7. annulata immun serum (42. giin, tekrar eden enfeksiyon sonrasr) 1/6000
diliisyon PBS/Tween %0,1, fisch jelatin %0,1, NaN3 %0,05.

Birincil antikor: Purifiye edilmis TA15705 antikoru, 1/250 dilusyon PBS/Tween %0,1, fisch
jelatin %0,1, NaN3 %0,05.

[kincil antikor: Anti-Bovine IgG (H+L) Peroksidaz-konjuge AffiniPure Konak: Keg¢i (Jackson
ImmunoResearch Lab.) 1/200.000 diliisyon PBS/Tween %0,1, fisch gelatin %0,5. Sigir serum
albumini (BSA) ve siit tozu IgG igerebilir. Sigira, kegiye, ata ya da koyuna kars gelistirilen
ikincil antikorlar sigir IgG” si ile reaksiyona girebilir. Bu ytizden sigira karsi gelistirilen ikincil
antikorlardan dilisyon hazirlarken ya da bloklama sirasinda BSA ya da siit kullanimi
istenmeyen durumlar olusturabilir. Bu yiizden bloklama sirasinda fisch jelatini ya da kegi

serumu (%5 v/v) kullanilmigtir.

2.11. Antikor Purifikasyonu ve Isaretlenmesi

500pg TA15705-GFP  transfekte edilmis HEK293T hiicre ekstraktlar  %10’luk
polyacrylamide jele yiiklenmistir ve SDS polyacrylamide jel elektroforezi 100 voltta 2 saat
gerceklestirilmistir. Nitroseliiloz membrana 4°C’de 100 voltta bir saat siiresince elektroforetik
transfer yapilmistir. Proteinlere ponceau boyama yapilmistir ve membran lizerindeki

TA15705-GFP proteininin bulundugu kisim kesilmistir. Kesilen membran PBS/Tween %0,1,
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siit %5 ile bloklanmistir ve 2 ml 7. annulata immun serum ile 5 saat inkiibe edilerek 4 kez
PBS/Tween %0,1 ile yikanmistir. Membran kiigiik pargalara kesilmistir ve 0,5 ml 0,2M HCL
glisin (pH 2,15) ile 15 dakika muamele edilmistir. Nétralizasyon islemi 0,2 ml 1M K2HPO4
(pH 7) muamelesi ile yapilmigtir. Slide-A-Lyser Dialysis Cassette (Thermo) kullanilarak
4°C’de 1x PBS i¢inde gece boyu tampon degisimi yapilmistir. Piirifiye edilen TA15705-GFP
antikorlarinin konsantrasyonu NanoDrop spektrofotometre ile belirlenmistir. Bu antikorlar
molekiiler goriintiileme, immunofloresan mikroskobi igin Alexa Fluor 594 Microscale Protein

Labelling Kit (A30008) (Invitrogen) ile isaretlenmistir.

2.12. Paraformaldehit Fiksasyonu

Bulundugu ylizeye yapigmayan hiicreler igin, yuvarlak cam lameller %0,01’lik poly-L-
lizin ile 10 dakika kaplanmustir. Siire sonunda 4 kez distile su ile yikanarak sonrasinda
kurumasi saglanmistir. TBL3 ve BL3 hiicreleri 24 saat kiiltiire edildikten sonra 1200 rpm’de
5 dakika santrifiij edilmistir. Hiicrelerin tizerindeki medyum alinmigtir. 100ul PBS (Ca ve Mg
iceren) (Invitrogen) ile hiicreler stispanse edilmistir. Daha &nceden kurutulan cam lameller
tizerine hiicreler kaplanmistir ve bir saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Bir saat sonunda
cam lameller PBS (Ca ve Mg) ile bir kez yikanmistir. Cam lamel Uzerinde kalan hiicreler %03
paraformaldehit ve %2 siikroz ihtiva eden PBS ile 15 dakika fikse edilmistir. Fiksasyon isglemi

sonrasi cam lameller 3 kez PBS ile yikanmistir.

Thei hiicreleri yuvarlak cam lamel yiizeyine yapisarak tireyebildikleri igin bu hiicreler,
icinde cam lamel bulunan medyumda 24 saat 37°C’de %5 CO2’li ortamda inkiibe edilmistir.
Cam lamel iizerinde iireyen hiicreler bir kez PBS (Ca ve Mg) ile yikanmistir ve %3
paraformaldehit ve %2 siikroz igeren PBS ile 15 dakika fikse edilmistir. Fiksasyon islemi

sonrast cam lameller PBS ile 3 kez yikanmustir.
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Fiksasyon islemi yapilmig cam lameller 3 dakika PBS iginde inkiibasyona birakilmistir.
PBS aspire edilerek hiicre gegirgenligini arttirmak i¢in 5 dakika PBST %0,2 (PBS+Triton X-
100 %0,2) ile inkiibe edilmistir, bir kez PBS ile yikanmigtir. Cam lameller 3 dakika PBS ile
inkiibe edilmistir ve 15-20 dakika %0,2 PBST, %S5 sigir serumu ile bloklanmistir. Birincil
antikorlar bloklama i¢in kullanilan solusyon iginde diltiye edilmistir. Her bir cam lamel i¢in 50
ul birincil antikor alinarak oda sicakliginda 2 saat inkiibasyon islemi yapilmistir. Antikorla
inkiibasyon sonrasi cam lameller 3 kez 5 dakika PBST %0,1 ile inkiibe edilmistir. Ikincil
antikor birincil antikordaki gibi diliiye edilip cam lamellerle inkiibasyonu yapilmistir. Ikincil
antikor i¢in inkiibasyon siiresi oda sicakliginda yarim saat olarak ayarlanmistir. Cam lameller
2 kez PBST %0,1 ile yikanmistir ve 5 dakika 50pl Dapi 1/1000 PBS (Stok Img/ml, Sigma) ile
inkiibe edilmistir. Cam lameller PBS (Ca ve Mg) ile yikanmistir ve lamel tizerinde hiicre olup
olmadig1 mikroskop altinda kontrol edilmistir. Yuvarlak cam lameller 8 pl mowiol (Sigma) ile
Jam {lizerine kapatilmigtir. Lameller lam tizerine yapistiktan sonra 4°C’de karanlik ortamda
saklanmistir. Daha sonra immunofloresan mikroskop (Leica DMI6000) altinda incelenmistir.
Bilgisayardaki metamorph programi vasitasiyla resimler islenmistir. Floresan mikroskop ile

goriintiilemede kullanilan antikorlar;

Alexa Fluor 594 (Invitrogen) ile isaretlenmis TA15705 antikoru (1/200 diliisyon)
Birincil antikor; IC12 (anti-parazit), mouse Ab (1/250 diltisyon)
[kincil antikor; Anti-mouse 1gG, Alexa Fluor 647 (Molecular Probes) (1/500 diltisyon)
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3. BULGULAR

TA15705 ve alt klonlariin PCR, AP-1 aktivitesi, Western Blot analizi ve

immunofloresan goriintilleme sonuglari agagida ayri basliklar halinde belirtilmistir.

3.1. TA15705 ve Alt Klonlarinin PCR sonuclan

Cizelge 2.6-2.7.de gosterilen ayarlar kullanilarak yapilan PCR sonuglar
goriintiilenmistir (Sekil 3.1).

Al B. .
Marker

Marker

Sekil 3.1. A. Ta9 1008bp, B. Ta9 879bp ve C. Ta9 303bp PCR sonuglari
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3.2. TA15705-GFP lsaretli Klonlar

Bolim 2.2.1. (Cizelge 2.4.)’de verilen primerler kullanilarak gelistirilen iki adet nokta
mutasyonu giderilmis TA15705-GFP gen klonu ve alt klonlar1 (Sekil 3.2.) pLHCy; plazmidi
(Ek B.1) i¢inde kodlanmustir.

TA1570S5 (Ta9) ve Alt Klonlan

G TA9 1008hp

- B TA9 879hp

“ATGAATCTC CTAACATCTGCAATAATTTTATACTCATTICTACCTATCCACTIGTATCCATTUTICTGATTCTCATGAAGATGLTGA
TCCAGATCCAGATAGCATCCTACCTCCACAL G&m@G&GTCC'l'?s.TG"I’"ITGAGGGGAC TCTCGGAGAATCGTTTACCGGAGGCTA
TAGTAAACAAGAATTGCAAACTAAATTTCCAAAMATGAGAATCOOTAAGGETC CAAAAGACAAAGCTCCAGCGARACTCAAAC
CTACTCCAGGTCOTOTCARAGATACTATCATGUCAGGCGATCACCAGGCACGTCCTCCATCTGEAGCTCCAGGGACATATCCTT
ATCCACCACAAGGTTATC C;%CA@@’I GETTATCCACCACAGGCTACGGCAGGTTATCGCTCAACCAGGTCCTTATCAGACAGGGT
CTTATCCTTATCCACAGGOTCAACCAGGTCCTTATCCAGTACAGACTCCAGOTECTTATCCTCAACCAGGASAGGGACCAGCTT
ATCCTCCTCATCCCTATGLAGCATCAGGTCCITATGCTCCACCAGCACACCGTCCAGUTTATCLTCCTCATCCCTATGGAGCAT
CAGGAGCAACTGCAGCTTATGCAGCTGCTGUATCACGAGGTGCUGAAGCTCCAGGTCAACCAALCGGCCCACCGGLACTATCA
AGTGGTCCACCTACTCAAGCTCCAGATCCAACAAAATTGGGACCAGCTAGACGTLAAAMACTGUGAAGAATGOTCAACATGTAAAT
GCTTGATGAATTTAGAGCAGGASGTCATGATCATCOTCACCGTACGATCACGC CT&‘&A(@W GGACATGGATITAATCGCGTALAC
TATGACGCTITACGACTITCOATAATCCATGOUTTCAMATATCCAACTEGAGTTCTTITCTITCUCTTAGGGTITCCAGAAMAAA
CTOTCOTAATAACATACAGTCATECTTCAAAGAAGACTTTTAASAACACAGGAAACGUCASACCATOOGAACALSAGCATTAG ||

TA9=TAIS705 () | Noekiamutasyonlan

Sekil 3.2. TA9-GFP iiriinleri
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3.3. AP-1 Aktivitesi Transfeksiyon Sonuclari

Kontrol ve ekspresyon vektdrlerinin indiikledigi AP-1 aktivitesi seviyeleri luminometre
ile belirlenmistir. Firefly lusiferaz sonuglari ile (-galaktozidaz aktivitesi sonuglarinin

boliinmesiyle elde edilen oran gergek firefly lusiferaz degerinin belirlenmesini saglanmigtir

(Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Firefly lusiferaz/B-galaktozidaz oranlari

Ornek AP-1Luc | AP-1Luc | AP-1Luc | AP-1Luc | AP-1Luc | AP-1Luc | AP-1Luc | PGL2luc | PGL2luc | PGL2luc

pcDNA3 | pcDNA3 | pecDNA3- | EGFP- | EGFP- | EGFP- | EGFP peDNA3 | pcDNA3 | EGFP
c-Jun TA9-1kb | TA9-1kb | TA9-879 | TA9-303 c¢-Jun

Firefly luc 4911687 | 4887171 | 2923180 | 21858038 | 16212046 | 4043938 | 1853155 | 12319 10335 8554
4125251 | 5338995 | 4610786 | 13351018 | 14474964 | 5389032 | 4456876 | 12768 11971 14455

BGalaktozidaz | 0,324 0213 0,147 0,532 0,441 0,132 0,100 0,234 0,204 0,170
0,251 0,225 0,238 0,334 0,418 0,189 0,271 0,243 0,220 0,294

Oran F/p 15159 22944 19885 41086 36761 30636 18531 53 51 50
16435 23728 19373 39973 34629 28421 16446 52 54 49

Ta9-GFP ve alt klonlarinin AP-1 aktivasyonundaki rolleri test edilmistir ve hepsi AP-1
aktivasyonu indiikleyicisi olarak belirlenmistir (Sekil 3.3). Lusiferaz raportorii, Ta9-GFP ve
alt klonlariyla transfekte edilen HEK293 T hiicreleri, kontrol vektori ile transfekte edilen
HEK293 T hiicrelerine gore daha yiiksek seviyede AP-1 aktivasyonunu indiiklemistir. 1
numarali ornek, hiicrelerdeki bazal AP-1 aktivitesi seviyesini gostermektedir. 7 numarali
ornek yalniz GFP ile transfekte edilen bir kontrol vektériidar. 8, 9 ve 10 numarali drnekler
transfekte edilen hiicrelerdeki bazal lusiferaz aktivitesi seviyesini gostermektedir. 4 numarali
Ta9-GFP 1008bp (full) gen klonu, N-terminal kismindan 129bp eksik olan Ta9-GFP 879bp alt
klonu ile karsilastirildiginda en yiiksek seviyede AP-1 aktivasyonunu indiklemigtir. C-
terminalinden 705bp eksik olan Ta9-GFP 303bp gen klonu diger Ta9-GFP klonlaria gore en
duisiik seviyedeki AP-1 indiiklemesini gerceklestirmistir. cDNA kiitiiphanesinden izole edilen
ve mutasyonlari giderilen orijinal pcDNA3-Ta9 gen klonu, pozitif kontrol ve tim Ta9-GFP

gen klonlari ile kargilagtirildiginda en diisiik seviyede AP-1 aktivasyonunu indiiklemistir.
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AP-1
Aktivasyonu

Corrected Ratio (Firefly/ f galakiosidase)

35

10

Velrtorler HEEK 293 T hiicrelering transfelcte edilimigtir,

AP-1 luc+pcDHAT

AP-1 luc+peDNAS+edun  + Lontrol
AP-1 Juc+pcDNAZ-Ta91kh = 9
AP-1 cHEGFP-Tad 1kb 4t
AP-1 lUcHEGFP-Ta2.879 | +++
AP luc+E oy

AP-1 luc+EGFP

PGL2Iuc+pcDNAS

PGL2luc+pcDMAZ +elun
0 PGL2Iuc+EGFP

AT CA g O A RS b

Sekil 3.3. AP-1 aktivitesi transfeksiyon sonuglari

3.4. Western Blot Sonuc¢lar

Orijinal Ta9 plazmiti, Ta9-GFP gen klonlart ve GFP plazmiti HEK293 T hiicrelerine
transfekte edilmistir. Hiicreler lizize edilerek 7. annulata immun serum ve kontrol olarak GFP
antikor kullanilarak Western blot yapilmistir. Western blot analizi Ta9-GFP 1008bp ve Ta9-
GFP 879bp gen klonlarinin 7. annulata immun serumu tarafindan tanindigini gostermistir.

Orijinal Ta9 ve Ta9-GFP 303bp ayni immun serum tarafindan taninmamustir (Sekil 3.4).
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GFP-TA9 GFP.TA9 GFP.TAY TA9 | GFP %
879bp | 303bp | L | |

13D
50

37 7. annulata immun serim

25

75D

30

37 EGFF Ab

25

Transfeksiyonda HEK293 T hiicreleri kullanlmigtar,

Sekil 3.4. T annulata immun serum ve Ta9 GFP gen klonlari ile yapilan Western blot.

Ta9-GFP 1008bp ve GFP plazmiti HEK293 T hiicrelerine transfekte edilmistir.
Transfekte edilen hiicrelere Ta9 piirifiye antikor ve kontrol olarak GFP antikor kullanilarak
Western blot analizi yapilmistir. Western blot analizi Ta9’a spesifik antikorun, 7. annulata

immun serumundan basariyla piirifiye edildigini gostermistir (Sekil 3.5).

Ta9 -GFp| GFp

TA9
piirifive Ab
/’

7 GFP Ab
-

s

EK3293 T hisereleri kulland

Tea

Sekil 3.5. Ta9 piirifiye antikorlar ve Ta9-GFP hiicre ekstrakt: ile yapilan Western blot.
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TBL3 hiicrelerindeki Ta9 proteini seviyeleri piirifiye edilmis Ta9 antikoru kullanilarak

Western blot teknigi ile analiz edilmistir ve ayni analiz 7. annulata immun serumu

kullanilarakta yapimistir (Sekil 3.6). Ilagla muamele edilmeyen TBL3 hiicreleri ile

karsilastirildiginda, Bw720c ile muamele edilen TBL3 hiicrelerinde Ta9 seviyesi azalmustir.

Ta9 protein ekspresyon seviyeleri tiibiilin ile karsilagtiriimisgtir.

BL3 TEL3 TBL3
Bw720c (H)| Bw720c() | Bw720c (4

BL3
_ Bw720e()

TALST05 purifiye Ab

Tubilin Ab
30

P

BL3 TBL3

Bw720c()

TEL3
Buate )| TAS-GFP

30

@ 37
T. anmdata immun

/ SErum

25

Tobilin Ab

Sekil 3.6. Bw720c¢ ile muamele edilmis ve edilmemis TBL3 hiicrelerindeki Ta9 seviyeleri
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3.5. Ta9’un Hiicre icindeki Lokalizasyonu

Thei ve TBL3 hiicreleri, Ta9 proteininin hiicre ig¢indeki lokalizasyonunu belirlemek
amactyla immunofloresan mikroskop altinda incelenmistir. BL3 hiicreleri negatif kontrol
olarak kullanilmistir. Ta9 proteini hiicre iginde parazit ile ayni bolgelerde lokalizasyon
gostermistir ve 7. annulata ile enfekte B lenfosit ve makrofaj hiicrelerinin sitozoliinde

salgilanmaktadir (Sekil 3.7).

Faz Cekirdek Parazit TAL5705 Birlestirilmis goriintii

Sekil 3.7. Ta9’un hiicre igindeki lokalizasyonu (Mavi; ¢ekirdek, Yesil; parazit, Kirmizi; Ta9)
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4. TARTISMA

Patojenik Theileria tiirleri olan Theileria annulata ve Theileria parva sigir lenfositlerini
ve eritrositlerini enfekte ederek sigirlarda verim kaybina ve oliimlere neden olmaktadir. Bu
parazitlere olan ilginin nedenlerinden biri verdikleri ekonomik zararm yam sira enfekte
ettikleri 16kosit hiicrelerini transforme etme &zelligini tasiyan tek ornek olmalaridir. Parazit ile
transforme olan hiicreler kanser hiicreleri gibi kontrolsiiz olarak boliiniirler ve apoptozis
mekanizmasinin ~ disinda  kalirlar.  Kontrolstiz  hiicre  boliinmesinin = ve  apoptosiz
mekanizmasinin hangi yollarla gergeklestigi tam olarak agiklanamamistir. AP-1 transkripsiyon
faktoriiniin  hiicre bdéliinmesi, farklilasma, apoptozis ve transformasyonda rol oynadigi
bilinmektedir. Genetigi degistirilmis hiicrelerin gelistirilmesiyle ve farelerle yapilan
calismalarda farkli AP-1 iiyelerinin hiicre igindeki ifadeleri arttirilip azaltilarak ya da tamamen
durdurularak bunlarin hiicre proliferasyonuna, apoptozise ve transformasyona olan etkileri
aydinlatilmistir (Ameyar ve ark 2003, Eferl ve Wagner 2003, Jochum ve ark 2001, Shaulian
ve Karin 2001, Shaulian ve Karin 2002). AP-1; siklin D1, siklin A ya da siklin E gibi hiicre
dongiisi ~ diizenleyicilerinin ~ fonksiyonunu ve  ekspresyonunu  diizenleyerek  hiicre

proliferasyonunu kontrol etmektedir (Shaulian ve Karin 2001, Shaulian ve Karin 2002).

Bu c¢alisma TA15705 proteininin karakterizasyonu ve AP-1 aktivasyonundaki rolliniin
belirlenmesi amaciyla yapilmistir. TA15705 antijen proteini ile yapilan c¢alismanin yeni
olmasi, yapilan diger ¢aligmalarin hali hazirda yaymlanmamis olmasi verilerin

karsilastirilmasi ve kaynak agisindan bazi sikintilart beraberinde getirmistir.

Calismada GFP ile isaretli TA15705 ve kesilmis alt klonlari, TA15705’e spesifik
antikorun immun serumdan piirifikasyonu ve piirifiye edilen antikorun isaretlenmesi basariyla

yaptlmistir. HEK293 T hiicre kiiltiirtintin doku kiiltiirti laboratuarinda bakiminin kolay olmasi,
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yiiksek ¢ogalma potansiyeline sahip olmasi ve iyi transfeksiyon verimi gostermesi galismada
kolaylik saglamistir. Ayrica bu hiicre kiiltiirii Theileria yoklugunda TA15705 proteininden

kaynaklanan AP-1 aktivasyonunu test etmemize izin vermistir.

cDNA kiitiiphanesinden izole edilen TA15705 klonunda belirlenen iki nokta mutasyonu
diizeltilmistir. HEK293 T hiicreleri tarafindan eksprese edilen, GFP ile isaretli olmayan,
pcDNA3 vektorinde kodlu olan TAI15705, immun serumdaki antikorlar tarafindan
ténmmamlstlr. Ayrica GFP ile isaretli pLHCy3 vektorinde kodlu olan TA15705 ile
karsilastirildiginda sadece bazal seviyede AP-1 aktivasyonu gostermistir (Sekil 3.3). Bunun
nedeni HEK293 T hiicrelerinde TA15705’in ekspresyon seviyesinin immun serum tarafindan
taninmasi i¢in yeterli seviyede olmamasi ve AP-1"i aktive etmemesi olabilecegi
diistiniilmektedir. Diger bir agiklama ise isaretli olmayan TA15705%in HEK293 T hiicrelerinde
hizl bir sekilde yikilmasi ve GFP ile isaretli olanlarin bu hiicre igindeki yikimi dengeleyip
azaltarak, immun serum tarafindan taninmasina olanak saglamasi olabilir. Yalnmizca GFP
ifadesi yapilan kontrol grubunda AP-1 transkripsiyon faktorii aktivasyonu bazal seviyede
goriilmiistiir. Bu, AP-1 aktivasyonuna olanak veren seviyenin TA15705%e spesifik oldugunu

gostermektedir.

Bu heterolog sistemde GFP ile isaretli TA15705 AP-1 aktivasyonunu indiiklemistir ve
bu fonksiyonuyla birlikte TA15705 enfekte B lenfosit ve makrofaj hiicrelerinin sitozollinde
salgilanmaktadir (Sekil 3.7). TA15705 ve kesilmis versiyonlar1 AP-1 aktivasyonunu farkli
seviyelerde indiiklemistir. TA15705 ve bunun 879 bp uzunlugundaki versiyonu immun serum
tarafindan tanmmistir ve buna bagli olarak B hiicre epitoplarinin burada sunuldugu
diistiniilmektedir. Bu kistmda bulunan aminoasitler fazla miktarda tekrar iceren kisimlardan
olusmustur ve farkli 7. annulata suslart arasinda farkliliklar bulunmaktadir. Bu farklilik,
proteinin merkezden C-terminale kadar olan kisminin ¢oklu degisken B hiicre epitoplarini
kodladigini gdstermektedir. Sadece ilk 303 bp’lik kismi kodlayan klonun immun serum
tarafindan taninmamis olmasi, bu 101 aminoasitten olusan bdlgenin B hiicre epitoplarindan
yoksun oldugunu gdstermektedir. CD8+ T hiicre epitoplarim kodlayan bu N-terminal bolgesi,
ilgili MHC ve TA15705 c¢DNA klonlariyla transfekte edilmis COS hiicreleriyle yapilan
deneylerde sitotoksik T hiicrelerinin hedefi oldugu gosterilmistir (Niall MacHugh & Ivan
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Morrison, yayinlanmamis veri). T hiicre epitoplart hiicre yiizeyinde sunuldugundan
TA15705%in hiicre ylizeyinde de yerlesim gosterdigi dustntilmektedir. Calismada ise
TA15705%in yerlesiminin hiicre sitozoliinde ve parazitin yogun oldugu bélgelerde oldugu

belirlenmistir (Sekil 3.7).

TA15705 seviyesi buparvaquone (Bw720c) uygulanan TBL3 hiicrelerinde l¢tilmustiir.
flag denemesi yapilmayan TBL3 hiicreleriyle karsilastirildiginda, ilag uygulanan TBL3
hiicrelerinde TA15705 Vseviyesinin diistiigii belirlenmistir (Sekil 3.6). Bu TA15705 miktarmin
canli parazite bagh oldugunu gdstermektedir. Bagka bir galismada TBL3 hiicreleri otofaji
belirleyicisi olan LC3-cherry (hafif zincir mikrotiibiil protein) ile transfekte edilmistir ve bu
hiicreler 24, 48 ve 72 saat buparvaquone ile muamele edilmistir. Makrootofagozomlarin 6len
parazit ile ayni bdlgede lokalizasyonu gozlenmistir (Hakan Unlii, yaymlanmamis veri). TBL3
hiicrelerindeki TA15705 seviyesi otofagozom ve proteozom fonksiyonlar: inhibe edilerek
ol¢tilmiistiir. Bu organellerin inhibisyonu TA15705 seviyesinde bir artisa neden olmustur
(Hakan Unli, yaymlanmamig veri). Bu belirlenen artis TA15705 proteininin hizli bir gekilde
bu organeller tarafindan yikildigini ve parazit canli oldugunda TA15705%in hiicre iginde
hizlica yenilendigini gdstermektedir. 7. annulata tarafindan Uretilen TA15705 ve bunun
otofagozomlar ve proteozomlar tarafindan yikimi arasindaki denge toplam TA15705 proteini

seviyesini belirlemektedir.

TA15705 paralog ailesinin (TA15685, TA15690, 15695, 15710) karakterizasyonu ile
ilgili yapilacak diger ¢aligmalarin, bu proteinlerin AP-1 aktivasyonundaki rollerinin
anlasilmasi ve enfekte hiicrelerdeki lokalizasyonlarinin belirlenmesi agisindan faydali olacag:
dustiniilmektedir. Parazit kaynakli faktorlerin aragtirilmasi, bunlarin yapisi ve fonksiyonlarinin
ortaya konmasi parazit-konak hiicre etkilesimlerini ve theileriozis’deki rollerini anlamamiza

yardimct olmaktadir.
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5. SONUC

Bu calisma ile Theileria annulata’nin ikinci kromozomu tizerinde bulunan bir genin
ifade ettigi TA15705 proteininin Theileria ile enfekte hiicrelerin transformasyonunda rol
oynayan AP-1 transkripsiyon faktoriintin aktivasyonunu indiikledigi belirlenmistir. Molekiiler
biyoloji ve gen miihendisliginde kullanilan bazi teknikler kullanilarak elde edilen TA15705%in
303bp ve 879 bp uzunlugundaki alt klonlarininda AP-1 aktivasyonunu sagladig: belirlenmistir.
T. annulata bagisik serumu ve TA15705 alt klonlari kullanilarak yapilan western blot
analizleri, B hiicre epitop ya da epitoplarinin kodlandig1 bolgeler hakkinda fikir vermistir.
Ayrica yapilan galisma ile TA15705 proteininin 7. annulata ile enfekte makrofaj ve B lenfosit
hiicrelerinin sitozoliinde ve daha yogun olarak parazitin hiicre iginde yerlestigi bolgelerde

lokalizasyon gosterdigi anlagiimigtir.
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OZET

Zorunlu hiicre-i¢i protozoon olan Theileria annulata apikomplexa filumunda yer alir ve
sigirlarda tropikal theileriosis’in (Tropical Theileriosis) etkenidir. 7. annulata’nin vektori
Hyalomma soyuna ait kenelerdir. Theileria sporozoitleri sigirlarin 16kosit hiicrelerine girerek
cok cekirdekli sizont formunu olugtururlar ve enfekte ettigi konak hiicrenin metabolik
aktivitesini degistirirler. Enfekte lokositler apoptosize ugramazlar; kanser htcreleri gibi

kontrolstiz olarak ¢ogalirlar.

AP-1 transkripsiyon faktorii farklilagma, g¢ogalma ve apoptozis gibi birgok hiicresel
islemleri kontrol eder. AP-1, Theileria ile enfekte l6kositlerin transformasyonunda rol

oynamaktadir.

T. annulata makrogizontu tarafindan eksprese olan Ta9 olarakta bilinen TA15705
proteini sitotoksik T hiicreleri ve B hiicreleri tarafindan taninmaktadir. Bu ¢aligma, Eylil
2008-Ekim 20009 tarihleri arasinda TA15705 proteininin karakterize edilmesi ve ayni proteinin
parazit tarafindan indilklenen AP-1 aktivasyonundaki roltiniin belirlenmesi amaciyla
yapimistir. Bu ¢alisma ile TAI15705 proteininin Theileria ile enfekte hiicrelerin
transformasyonunda rol oynayan AP-1 transkripsiyon faktdriintin aktivasyonunu indiikledigi
belirlenmistir. Ayrica TA15705 proteininin enfekte B lenfosit ve makrofaj hiicrelerinin
sitozoliinde ve daha yoZun olarak parazitin hiicre iginde yerlestigi bolgelerde lokalizasyon

gosterdigi saptanmistir.

Anahtar Sozciikler: TA15705, AP-1, Theileria annulata, Apoptozis
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SUMMARY

Theileria annulata is an obligate intracellular protozoa parasite of the phylum
apicomplexa. 7. annulata causes tropical theiloriosis in cattle and is transmitted by the ticks of
the genus Hyalomma. Theileria sporozoites invade bovine leukocytes, develop into a
multinucleate syncytial schizont form and alter the metabolic activity of the infected host cell.
Infected leukocytes do not undergo apoptosis and display uncontrolled proliferation like

cancer cells.

AP-1 is a transcription factor that controls a number of cellular processes including
differantiation, proliferation and apoptosis. AP-1 plays a role in cell transformation in

Theileria infected leukocytes.

TA15705 protein also known as Ta9 expressed at 7. annulata macroschizont is a target
of cytotoxic T cells and B cells. The study was carried out between September 2008 and
October 2009 to characterise the TA15705 protein and determine its role in parasite-induced
AP-1 activation. In the present, it was shown that TA15705 was an inducer of AP-1 which
plays a role in transformation event of infected cells. It was also demonstrated that TA15705
was co-localises with the parasite and secreted into the cytosol of infected B lymphocytes and

macrophages.

Keywords: TA15705, AP-1, Theileria annulata, Apoptosis

44



EKLER:

A. TA15705’in sekans analizi

DNA

TA15705
ATGAATCTCC
TCTTCTGATT
AGGAGTCCTA
GAATTGGAAA
GCGAAACCCA
GCACGTGGTG
GGTGGTTATC
CCTTATCCTT
GGTCAACCAG
GGTCCACCAG
GGAGGTTATG
CCGGGACCAT
GACGCAAAAA
CATGATCATC
TATGACGGTT
TTTCCCTTAG
ACTTTTAAAA

Protein

TAACATCTGG
CTGATGAAGA
TGTTTGAGGG
GTAAATTTCC
AACCTACTCC
CATCTGGAGG
CACCACAGGC
ATCCACAGGG
GAAAGGGACC
GACACGGTCC
GAGGTGGTGC
CAAGTGGTCC
CTGCGAAGAA
GTCACCGTAG
TACGAGTTTG
GGTTTGGAGA
AGAGAGGAAA

AATAATTTTA
TGGTGATGGA
GACTCTCGGA
AAAAATGAGA
AGGTCCTGTC
TCCAGGGACA
TACGGGAGGT
TCAACCAGGT
AGCTTATCCT
AGCTTATCCT
ATCAGGAGGT
ACCTACTCAA
TGGTGAACAT
GATCACGCCT
GATAATGGAT
ARAAAACTCTG
CGCCAAACCA

TACTCATTCT
GATGGAGATA
GAATCGTTTA
ATGGGTAAGG
AAAGATACTA
TATCCTTATC
TATGGTCAAC
CCTTATCCAG
CCTGATCCCT
CCTGATCCCT
GCCGAAGGTC
GCTCCAGATG
GTAAATGTTG
AAACATGGAC
GGCTTCAAAT
GTAATAACAT
TGGGAAGAAA

| | |hypothetical protein| Theileria annulatalchr

ACCTATCCAC
GCATGCTACC
CCGGAGGCTA
GTCCAAAAGA
TGATGCCAGG
CACCACAAGG
CAGGTCCTTA
TACAGACTCC
ATGGAGCATC
ATGGAGCATC
CAGGTCAACC
GAACAAAATT
ATGAATTTAG
ATGGATTTAA
ATGCAACTGG
ACAGTGATGG
AGGATTAG

0211

TTGTATGGAT
TCCACACCAA
TAGTAAAGAA
CAAAGGTCCA
CGATCAGGAG
TTATCCAACA
TCAGACAGGG
AGGTGGTTAT
AGGTGGTTAT
AGGAGCAACT
AACCGGCCCA
GGGACCAGTA
AGCAGGAAGT
TCGCGTAAAC
AGTTCTTTTG
TTCAAAGAAG

>TA15705 || |hypothetical protein|Theileria annulatalchr 02} ]|

MNLLTSGIIL
ELESKEFPKMR
GGYPPOQATGG
GPPGHGPAYP
DAKTAKNGEH
FPLGFGEKTL

YSFYLSTCMD
MGKGPKDKGP
YGQOPGPYQTG
PDPYGASGAT
VNVDEFRAGS
VITYSDGSKK

SSDSDEDGDG
AKPKPTPGPV
PYPYPOGQPG
GGYGGGASGG
HDHRHRRITP
TFKKRGNAKP

DGDSMLPPHQ
KDTMMPGDQE
PYPVQTPGGY
AEGPGQPTGP
KHGHGEFNRVN
WEEKD

RSPMFEGTLG
ARGASGGPGT
GOPGKGPAYP
PGPSSGPPTQ
YDGLRVWIMD

ESFTGGYSKE
YPYPPQGYPT
PDPYGASGGY
APDGTKLGPV
GFKYATGVLL
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B. Vektorler

B.1 pLHCpys3 plasmid

442 AscI (1)
472 bwrII (1)
476 EpnI (1)
476 AcceiI (1)
———ff 987 Eco47III (1]
EKH/ 1153 EBEstEII (1)
H\'{
™
L 1879 SgfI (1)
Y1928 EsrII (1)

- e - G032 FpI (1)

6819 BspLU11I
6519 ALIITI

6590 AceI (1) Ba45 bp
6590 BstZi7I (1) _\ /
6226 Zhol (1) T 2860 BlpI (1)
S
5705 (Clal (1) x*«\
e - 3333 SnaBI (1)

\\f&r‘/ 3660 Lgel (1)
4821 XewI (1) 3697 FBaeRI (1)

4417 (Swal (1)

4417 Twal (1)

pLHCy3-EGFP-Ta9

TTTGARAGACCCCACCCGTAGGTGGCAAGCTAGCTTAAGTAACGCCACTTTGCAAGGCATGGARARATACATAAC
TGAGAATAGAAAAGTTCAGATCAAGGTCAGGAACAAAGAAACAGCTGAATACCAARACAGGATATCTGTGGTAAGC
GGTTCCTGCCCCGGCTCAGGGCCARGAACAGATGAGACAGCTGAGTGATGGGCCAAACAGGATATCTGTGGTAAG
CAGTTCCTGCCCCGGCTCGGGGCCARGAACAGATGGTCCCCAGATGCGGTCCAGCCCTCAGCAGTTTCTAGTGAA
TCATCAGATGTTTCCAGGGTGCCCCAAGGACCTGAAAATGACCCTGTACCTTATTTGAACTAACCAATCAGTTCG
CTTCTCGCTTCTGTTCGCGCGCTTCCGCTCTCCGAGCTCAATAAAAGAGCCCACAACCCCTCACTCGGCGCGCCA
GTCTTCCGATAGACTGCGTCGCCTAGGTACCCGTATTCCCAATAAAGCCTCTTGCTGTTTGCATCCGAATCGTGG
TCTCGCTGTTCCTTGGGAGGGTCTCCTCTGAGTGATTGACTACCCACGACGGGGGTCTTTCATTTGGGGGCTCGT
CCGGGATTTGGAGACCCCTGCCCAGGGACCACCGACCCACCACCGGGAGGTAAGCTGGCCAGCAACTTATCTGTG
TCTGTCCGATTGTCTAGTGTCTATGTTTGATGTTATGCGCCTGCGTCTGTACTAGTTAGCTARCTAGCTCTGTAT
CTGGCGGACCCGTGGTGGARCTGACGAGTTCTGAACACCCGGCCGCAACCCTGGGAGACGTCCCAGGGACTTTGG
GGGCCGTTTTTGTGGCCCGACCTGAGGRAAGGGAGTCGATGTGGAATCCGACCCCGTCAGGATATGTGGTTCTGGT
AGGAGACGAGAACCTAAAACAGTTCCCGCCTCCGTCTGAATTTTTGCTTTCGGTTTGGAACCGAAGCCGCGCGTC
TTGTCTGCTGCAGCGCTGCAGCATCGTTCTGTGTTGTCTCTGTCTGACTGTGTTTCTGTATTTGTCTGAAAATTA
GGGCCAGACTGTTACCACTCCCTTAAGTTTGACCTTAGGT CACTGGAAAGATGTCGAGCGGATCGCTCACAACCA
GTCGGTAGATGTCAAGAAGAGACGTTGGGTTACCTTCTGCTCTGCAGAATGGCCAACCTTTARCGTCGGATGGCC
GCGAGACGGCACCTTTAACCGAGACCTCATCACCCAGGTTAAGATCAAGGTCTTTTCACCTGGCCCGCATGGACA
CCCAGACCAGGTCCCCTACATCGTGACCTGGGARGCCTTGGCTTTTGACCCCCCTCCCTGGGTCAAGCCCTTTGT
ACACCCTAAGCCTCCGCCTCCTCTTCCTCCATCCGCCCCGTCTCTCCCCCTTGAACCTCCTCGTTCGACCCCGCC
TCGATCCTCCCTTTATCCAGCCCTCACTCCTTCTCTAGGCGCCGGAATTCCGATCTGATCAGCTTGCCACARACCC
GTACCAAAGATGGATAGATCCGGAAAGCCTGAACTCACCGCGACGTCTGTCGAGAAGTTTCTGATCGARARAGTTC
GACAGCGTCTCCGACCTGATGCAGCTCTCGGAGGGCGAAGAATCTCGTGCTTTCAGCTTCGATGTAGGAGGGCGT
GGATATGTCCTGCGGGTAAATAGCTGCGCCGATGGTTTCTACAARGATCGTTATGTTTATCGGCACTTTGCATCG
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GCCGCGCTCCCGATTCCGGAAGTGCTTGACATTGGGGAATTCAGCGAGAGCCTGACCTATTGCATCTCCCGCCGT
GCACAGGGTGTCACGTTGCAAGACCTGCCTGAAACCGAACTGCCCGCTGTTCTGCAGCCGGTCGCGGAGGCCATG
GATGCGATCGCTGCGGCCGATCTTAGCCAGACGAGCGGGTTCGGCCCATTCGGACCGCAAGGAATCGGTCAATAC
ACTACATGGCGTGATTTCATATGCGCGATTGCTGATCCCCATGTGTATCACTGGCAAACTGTGATGGACGACACC
GTCAGTGCGTCCGTCGCGCAGGCTCTCGATGAGCTGATGCTTTGGGCCGAGGACTGCCCCGAAGTCCGGCACCTC
GTGCACGCGGATTTCGGCTCCAACAATGTCCTGACGGACAATGGCCGCATAACAGCGGTCATTGACTGGAGCGAG
GCGATGTTCGGGGATTCCCAATACGAGGTCGCCRAACATCTTCTTCTGGAGGCCGTGGTTGGCTTGTATGGAGCAG
CAGACGCGCTACTTCGAGCGGAGGCATCCGGAGCTTGCAGGATCGCCGCGGCTCCGGGCGTATATGCTCCGCATT
GGTCTTGACCAACTCTATCAGAGCTTGGTTGACGGCAATTTCGATGATGCAGCTTGGGCGCAGGGTCGATGCGAL
GCAATCGTCCGATCCGGAGCCGGGACTGTCGGGCGTACACARATCGCCCGCAGAAGCGCGGCCGTCTGGACCGAT
GGCTGTGTAGAAGTACTCGCCGATAGTGGARACCGACGCCCCAGCACTCGTCCGAGGGCARAGGAATAGAGTAGA
TGCCGACCGRAACAAGAGCTGATTTCGAGAACGCCTCAGCCAGCAACTCGCGCGAGCCTAGCAAGGCAAATGCGAG
AGAACGGCCTTACGCTTGGTGGCACAGTTCTCGTCCACAGTTCGCTAAGCTCGCTCGGCTGGGTCGCGGGAGGGL
CGGTCGCAGTGATTCAGGCCCTTCTGGATTGTGTTGGTCCCCAGGGCACGATTGTCATGCCCACGCACTCGGGTG
ATCTGACTGATCCCGCAGATTGGAGATCGCCGCCCGTGCCTGCCGATTGGGTGCAGATCTAGAGCTCGCTGATCC
GGCCATTAGCCATATTATTCATTGGTTATATAGCATAAATCAATATTGGCTATTGGCCATTGCATACGTTGTATC
CATATCATAATATGTACATTTATATTGGCTCATGTCCAACATTACCGCCATGTTGACATTGATTATTGACTAGTT
ATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAA
ATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGC
CAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGT
ATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGA
CCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGC
AGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGA
GTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCG
GTAGGCATGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGCCTGGAGACGCCATC
CACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGACACCGGGACCGATCCAGCCTCCGCGGCCCCAAGCTTGTTGCTACCGGTC
GCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTA
AACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATC
TGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGC
CGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACC
ATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGC
ATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGC
CACRAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAG
GACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGAC
AACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAG
TTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGT CCGGCCGGACTCAGATCCCCGGGAT
GAATCTCCTAACATCTGGAATAATTTTATACTCATTCTACCTATCCACTTGTATGGATTCTTCTGATTCTGATGAA
GATGGTGATGGAGATGGAGATAGCATGCTACCTCCACACCARAGGAGTCCTATGTTTGAGGGGACTCTCGGAGAAT
CGTTTACCGGAGGCTATAGTAAAGAAGAATTGGAARAGTAAATTTCCAARAAATGAGAATGGGTAAGGGTCCARAAGA
CAAAGGTCCAGCGARACCCAAACCTACTCCAGGTCCTGTCARAGATACTATGATGCCAGGCGATCAGGAGGCACGT
GGTGCATCTGGAGGTCCAGGGACATATCCTTATCCACCACAAGGTTATCCAACAGGTGGTTATCCACCACAGGCTA
CGGGAGGTTATGGTCAACCAGGTCCTTATCAGACAGGGCCTTATCCTTATCCACAGGGTCAACCAGGTCCTTATCC
AGTACAGACTCCAGGTGGTTATGGTCAACCAGGARAGGGACCAGCTTATCCTCCTGATCCCTATGGAGCATCAGGT
GGTTATGGTCCACCAGGACACGGTCCAGCTTATCCTCCTGATCCCTATGGAGCATCAGGAGCAACTGGAGGTTATG
GAGGTGGTGCATCAGGAGGTGCCGAAGGTCCAGGTCAACCAACCGGCCCACCGGGACCATCARGTGGTCCACCTAC
TCAAGCTCCAGATGGAACAAAATTGGGACCAGTAGACGCAARAACTGCGAAGAATGGTGAACATGTAAATGTTGAT
GAATTTAGAGCAGGAAGTCATGATCATCGTCACCGTAGGATCACGCCTAAACATGGACATGGATTTAATCGCGTAA
ACTATGACGGTTTACGAGTTTGGATAATGGATGGCTTCAAATATGCAACTGGAGTTCTTTTGTTTCCCTTAGGGTT
TGGAGAAAAAACTCTGGTAATAACATACAGTGATGGTTCARAGAAGACT TTTAAAAAGAGAGGAAACGCCAAACCA
TGGGAAGAARAGGATTAGAAAATCCGATAAAATARAAGATTTTATTTAGTCTCCAGARAAAGGGGGGAATGAAAG
ACCCCACCTGTAGGTTTGGCAAGCTAGCTTAAGTAACGCCATTTTGCAAGGCATGGAAAARATACATAACTGAGAA
TAGAGAAGTTCAGATCAAGGTCAGGAACAGATGGAACAGCTGAATATGGGCCAARACAGGATATCTGTGGTAAGCA
GTTCCTGCCCCGGCTCAGGGCCAAGAACAGATGGAACAGCTGAATATGGGCCARACAGGATATCTGTGGTAAGCA
GTTCCTGCCCCGGCTCAGGGCCAAGAACAGATGGTCCCCAGATGCGGTCCAGCCCTCAGCAGTTTCTAGAGAACC
ATCAGATGTTTCCAGGGTGCCCCAAGGACCTGAAATGACCCTGTGCCTTATTTGAACTAACCAATCAGTTCGCTT
CTCGCTTCTGTTCGCGCGCTTCTGCTCCCCGAGCTCAATAAAAGAGCCCACAACCCCTCACTCGGGGCGCCAGTC
CTCCGATTGACTGAGTCGCTCGAGTACCCGTGTATCCAATAAACCCTCTTGCAGTTGCATCCGACTTGTGGTCTC
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GCTGTTCCTTGGGAGGGTCTCCTCTGAGTGATTGACTACCCGTCAGCGGGGGTCTTTCATTTGGGGGCTCGTCCG
GGATCGGGAGACCCCTGCCCAGGGACCACCGACCCACCACCGGGAGGTAAGCTGGCTGCCTCGCGCGTTTCGGTG
ATGACGGTGAARACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCA
GACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCGCAGCCATGACCCAGTCACGTAGCGATA
GCGGAGTGTATACTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTGAAAT
ACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTC
GGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCARAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAA
CGCAGGARAGRAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAARAGGCCAGGAACCGTARAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTT
CCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGARACCCGACAGGACT
ATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATA
CCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTA
GGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTA
TCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGC
GAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGG
TATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAARAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCARACAAACCACCGC
TGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGAT
CTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGAT TATCAARAAG
GATCTTCACCTAGATCCTTTTARAATTAARAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTC
TGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTG
ACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGA
CCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGC
AACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTT
GCGCAACGTTGTTGCCATTGCTGCAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGG
TTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGAT
CGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCAT
GCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACC
GAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAACACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGG
AAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGC
ACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGC
AAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGARAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTA
TCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCAC
ATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTAT
CACGAGGCCCTTTCGTCTTCAAGAATTCATACCAGATCACCGARAAACTGTCCTCCARATGTGTCCCCCTCACACT
CCCAAATTCGCGGGCTTCTGCCTCTTAGACCACTCTACCCTATTCCCCACACTCACCGGAGCCARAGCCGCGGCC
CTTCCGTTTCTTTGCT
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