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Babesia bigemina Kayseri/Tiirkiye susunun in vivo ve in vitro
izolatlarinda apikal membran antijen-1 proteininin molekiiler
karakterizasyonu ve ekspresyonu”
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Ozet: Bu ¢alisma, “Babesia bigemina Kayseri/Tiirkiye” susundan in vivo ve in vitro kiiltivasyon yapilarak ve pasajlanarak elde
edilmis olan izolatlarin AMA-1 proteinlerinin molekiiler karakterizasyonu ve ekspresyonu ile s6z konusu proteinin atteniiasyona bagl
polimorfizm gosterip gostermedigini ortaya koymak amaciyla yapilmistir. Bu amagla, Babesia bigemina Kayseri/Tiirkiye susuna ait,
in vivo ve in vitro izolatlardan genomik DNA ve total RNA izolasyonu sonrasinda hedef gen, PCR ile biitiin olarak amplifiye edilmis
ve pirifiye amplikonlar uygun vektorlere klonlanmigtir. Klonlama sonrasinda rekombinant plazmidler, sekanslanarak izolatlara ait
niikleotid dizilimleri GenBank’a kaydedilmistir (KP000032-33). Niikleotid ve amino asit sekanslarin ¢oklu ve ikili hizalama analizleri
yapilmug ve izolatlarin filogenileri arastirilmustir. Elde edilen rekombinant plazmidler, E. coli BL21 (DE3) hiicrelerine transforme
edilerek IPTG ile indiiklenmis ve ekspresyonlar1 saglanmistir. Ekspresyon iiriinlerinde hedef proteinler SDS-PAGE ve Western Blot
teknikleri ile analiz edilmistir. Kayseri/Turkey IV1 ve Kayseri/Turkey IT2 izolatlar1 niikleotid dizilimlerinin kendi aralarinda %99.7
identiklik gosterdigi ve 103. niikkleotiddeki mutasyona bagli olarak amino asit diziliminde farklilik (%0.2) olustugu belirlenmistir. SDS-
PAGE ve Western Blot analizleri sonucu s6z konusu iki izolata ait AMA-1 proteinlerinin 72 kDa molekiiler agirliklarla farkli IPTG
konsantrasyon diizeyleri ve zaman araliklarinda eksprese olduklari belirlenmistir. Sonug olarak bu ¢aligma ile Babesia bigemina Kay-
seri/Tiirkiye susunun in vivo ve in vitro pasajlarindan elde edilmis iki izolata ait AMA-1 niikleotid ve amino asit dizilimleri arasinda
mutasyonel farkliliklar1 gdsteren atteniiasyona bagli polimorfik alanlar oldugu ortaya konulmustur.

Anahtar sozciikler: Apikal membran antijen-1, Babesia bigemina, ekspresyon, molekiiler karakterizasyon, protein.

Molecular characterization and expression of the apical membrane antigen-1 from in vivo and in vitro
isolates of Babesia bigemina Kayseri/Turkey strain

Summary: This study was performed to molecular characterization and expression of AMA-1 protein molecules of in vivo and
in vitro cultivated and passaged isolates from “Babesia bigemina Kayseri/Turkey” strain, and also to determine the possible
polymorphisms of these molecules due to the attenuation of the isolates. For this aim, target gene was completely amplified by PCR
after isolation of genomic DNA and total RNA from the in vivo and in vitro cultivated isolates which were obtained from Babesia
bigemina Kayseri/Turkey strain. The isolates were cloned into suitable vectors after PCR analysis. The cloned isolates were sequenced
and the obtained sequences were deposited in GenBank with accession numbers KP000032-33. Multiple and pairwise alignments of
the sequences were performed and phylogenies were investigated. The obtained recombinant plasmids were transformed into E. coli
BL21 (DE3) cells and expressed after induction with IPTG. The target proteins were analyzed by using SDS-PAGE and Western Blot
techniques. Nucleotide sequences of Kayseri/Turkey IV1 and Kayseri/Turkey IT2 isolates showed 99.7% identity to each other and a
difference (0.2%) was also determined in amino acid sequences of these two isolates due to a mutation in 103" nucleotide. According
to results of SDS-PAGE and Western Blot analyses, the BbigAMA-1 isolates were expressed with a molecular mass of 72 kDa in
different IPTG concentration levels and time periods. In conclusion, attenuation-related polymorphic sites that indicate the mutational
differences between AMA-1 nucleotide and amino acid sequences from in vivo and in vitro isolates of Babesia bigemina
Kayseri/Turkey strain were revealed with this study.

Keywords: Apical membrane antigen-1, Babesia bigemina, expression, molecular characterization, protein.

* Bu ¢aligma “Babesia bigemina Kayseri/Tiirkiye suslarmin apical membrane antigen-1 (AMA-1) proteininin molekiiler genotiplen-
dirilmesi, ekspresyonu ve immunolojik karakterizasyonu” baslikli doktora tezinden 6zetlenmis olup, 5-10 Eyliil 2015 tarihinde Se-
villa-ispanya’da diizenlenen 7. European Congress of Protistology’de ve 5-9 Ekim 2015 tarihinde Erzurum’da diizenlenen 19. Ulusal
Parazitoloji Kongresi ve Uluslararas1 Katilimli Ekinokokkozis Sempozyumunda sirasiyla poster ve sozlii bildiri olarak sunulmustur.
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Giris

Babesiosis, tropik ve substropik iklim kusaginda yer
alan {iilkelerde, evcil ve yabani memeli hayvanlar ile in-
sanlarda yaygin bir sekilde seyreden, hayvancilikta biiyiik
ekonomik kayiplara sebebiyet veren, veteriner hekimlikte
kritik 6neme sahip, kene kaynakli ve zoonotik karakterli
protozoer bir hastaliktir (18, 19, 49).

Sigirlarda babesiosise yol acan parazit tiirlerinden
biri olan Babesia bigemina (Smith ve Kilborne, 1893),
meydana getirdigi siddetli klinik belirtiler ve sonrasinda
goriilen 6limler nedeniyle 6zellikle et ve/veya siit iireti-
mine dayali sigir isletmelerinde biiyiik ekonomik kayip-
lara yol agmaktadir (4, 5, 46).

Tiirkiye’de B. bigemina’nin yayilisi ve epidemiyolo-
jisi ile ilgili ¢ok sayida mikroskobik, serolojik ve molekii-
ler ¢aligma yapilmustir (18, 19). Tiirkiye’nin ¢esitli cogra-
fik bolgelerinde yapilan bu ¢aligsmalarda, B. bigemina’nin
biotik ve abiotik faktorler ile vektor populasyonuna bagh
olarak tilke genelinde farkli prevalans oranlarinda oldukga
yaygin bir sekilde seyrettigi bildirilmistir (18, 19, 39).

Sigirlarda, babesiosise karsi etkin bir tedavi yontemi
bulunmasina karsin, gerekli korunma tedbirleri alinmadig1
takdirde bu yontem yetersiz kalmakta, ayn1 zamanda kul-
lanilan etken maddenin olusturdugu yan etkiler ve ila¢ ma-
liyeti de ekonomik anlamda zararlara yol agmaktadir (20,
21). Bu nedenle, babesiosis ile miicadele ve korunmada,
as1 tretim ve gelistirilmesi 6nem kazanmustir (7, 8).

Babesiosis ile miicadele ve korunma igin genellikle
atteniie suslar as1 olarak kullanilmaktadir. Ancak bu suslar
ile agilanan hayvanlar, dogal sartlardaki vahsi suslara kars1
direng gosterememekte ve iiretilen asilar hastaliga karst
yeterli koruyuculugu saglayamamaktadir (4, 7, 8). Bu
amacla son yillarda yapilan arastirmalarda parazitin yiizey
proteinlerinin molekiiler ve immunolojik yapilart identi-
fiye edilerek babesiosise kars1 etkin koruma saglayabile-
cek rekombinant as1 aday1 hedef proteinleri lizerine odak-
lanilmistir (26, 28, 53). Bu kapsamda, 6zellikle parazitin
konak hiicreye invazyonunda onemli roller oynayan,
apikal kompleks organelleri arasinda yer alan, roptri ve
mikronemler ile bunlardan salinan proteinler iizerinde
yogunlasilmis ve giivenilir bir hedef protein belirlenmeye
caligtlmistir (15, 28, 37).

Apikal membran antijen-1 (AMA-1), tim
apikompleksan parazit tiirlerinde tip I integral membran
protein olarak bulunan mikronem iiriinii bir transmembran
proteindir (33, 48). Konak hiicre invazyonunda rol oyna-
yan en dnemli proteinlerden biri olan AMA-1, korunmus
alanlara sahip olmasi nedeniyle, apikompleksan parazitle-
rin meydana getirdigi hastaliklara karsi as1 gelistirme
caligmalarinda dnemli bir hedef protein olarak belirlen-
mistir (28, 33, 37).

Bu ¢alismada, B. bigemina Kayseri/Tiirkiye susunun
in vivo (1. pasaj) (IV1) ve in vitro (1. pasaj) (IT2)
izolatlarinda AMA-1 proteininin, klonlanarak molekiiler

karakterizasyonunun yapilmasi, ekspresyonunun saglana-
rak her iki izolat arasinda atteniiasyona bagli olas1 poli-
morfizmlerin ortaya konmasi amaglanmstir.

Materyal ve Metot

Calismanmin  materyalini, MEDLABAB INCO-
003691 kodlu (Avrupa Birligi 6. Cergeve Programi) proje
kapsaminda elde edilmis, Erciyes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali’nda sivi nitrojen
tanki iginde (-196 °C) muhafaza edilen, 288.07 kodlu ve
15.09.2007 tarihli Babesia bigemina Kayseri/Tiirkiye susu
ile enfekte edilmis deney danasindan ilk enfeksiyonu
takiben 8. glin alinmig (in vivo: 1. pasaj, B. bigemina
Kayseri/Turkey 1V1), %4.1 B. bigemina parazitemisine
sahip izolat ile ayni1 izolatin in vitro olarak kiiltiire edilmis
ve %11 oraninda parazitemiye sahip (in vitro: 1. pasaj,
B. bigemina Kayseri/Turkey 1T2) izolat1 olusturmustur.

Genomik DNA izolasyonu: AMA-1 gen bdlgesini
kodlayan niikleotid dizilimlerinin belirlenmesi, belirlenen
niikleotid dizilimlerinin intron igerip icermediginin tespiti
ve elde edilen sekanslarin ekspresyon analizleri dncesinde
acik okuma gergevesi (ORF) veri tabaninda degerlendiril-
mesi amaciyla B. bigemina Kayseri/Turkey olarak isim-
lendirilen izolatlardan genomik DNA (gDNA) izolasyonu,
ticari kit (AxyPrep Blood Genomic DNA Miniprep Kit,
USA) kullanilarak ve iireticinin belirledigi prosediir takip
edilerek yapilmigtir. Elde edilen gDNA'lar analize tabi
tutulana kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

PCR analizleri ve BbigAMA-1 geninin klonlanmasi:
Her iki izolata ait gDNA’lar, B. bigemina apikal membran
antijen-1’i (BbigAMA-1) kodlayan genin (1788 bp) biitiin
olarak amplifikasyonu amaciyla Bbig-AMALFb (5'-
GCAGTGCATATTGAATAGGATTAC-3") ve Bbig-
AMA1Rb (5 TCAGTTGAGCTTAGTCAGGT-
GTACTG-3') primerleri (45) ile PCR analizine tabi tutul-
mustur. PCR reaksiyon karigimi, 50 pl final konsantras-
yonda hazirlanmistir. Reaksiyon karisimi; 25 pl ticari
master mix (Maxima Hot Start PCR Master Mix, Thermo
Scientific, USA), 100 nM her bir primer ve 50 ng/pl temp-
late DNA olarak hazirlanmistir. Amplifikasyon i¢in proto-
kol; 6n denatiirasyon: 95 °C’de 4 dk; denatiirasyon: 95
°C’de 1 dk, baglanma: 55.1 °C’de 30 s, uzama: 72 °C’de
90 sn, 35 siklus; final uzama: 72 °C’de 15 dk olacak
sekilde dizayn edilmistir. Amplifikasyon sonunda elde
edilen PCR iiriinleri (10 pl) %1.5’1lik agaroz jelde elekto-
foreze tabi tutularak, jel dokiimantasyon sistemi ve Gene
Snap from Syngene analiz programi (UVP INC Uplant,
CA) ile gorintiilenip analiz edilmistir. Hedef baz arali-
ginda goriinen bantlar, ilgili genin klonlanmasi1 6ncesinde
ticari kit kullanilarak (High Pure PCR Product Purification
Kit, Roche, Germany) jelden piirifiye edilmistir.

Jel piirifikasyonu yapilmig PCR {iriinleri ticari klon-
lama kiti (CloneJET PCR Clonning Kit, Thermo Scientific,
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USA) kullanilarak klonlanmistir. Klonlama sonrasi {iriin-
ler plazmid piirifikasyon kiti (AxyPrep Plasmid Miniprep
Kit, Axygen, USA) kullanilarak saflagtirilmis ve rekombi-
nant plazmidler elde edilmistir.

BbigAMA-1 geninin sekans, filogenetik ve ORF ana-
lizleri: Klonlama sonucu elde edilmis rekombinant plaz-
midlerin (her bir izolat igin iki ayr1 koloniden elde edilmis
iki rekombinant plazmid) sekanslanmas1 Macrogen (The
Netherlands) firmasinda, klonlama kitinde mevcut olan
pJET1.2 forward ve reverse primerleri ile ¢ift yonlii olarak
yapilmistir. Cift yonlii DNA dizisi belirlenen plazmidlere
ait kromotogramlar Quality (Phred) skorlarina gore analiz
edildikten sonra Geneious R10 (22) yazilimi ile izolatlara
ait final dizilimler vektér DNA’s1 igerisinden forward ve
reverse dizilimlerin contig edilmesiyle belirlenmistir. Elde
edilen sekanslarin BLASTn (1) algoritmasi iizerinden ana-
lizleri yapildiktan sonra Mega 7 (23) ve Geneious R10
(22) genetik analiz yazilimlariyla GenBank’a kayitli diger
BbigAMA-1 izolatlar1 ile ¢oklu ve ikili hizalamalar1 yapi-
larak filogenileri arastirilmig, intron igerip i¢ermedigi
kontrol edilmis ve molekiiler karakterizasyonlari ortaya
konmustur. Takiben, mevcut niikleotid dizilerinin Gen-
Bank kayitlar1 yapilmis ve erisim numaralari alinmistir.
Filogenetik yapilanmalarin belirlenmesinde Bayesian ana-
lizleri uygulanmistir. Bayesian analizlerinde uygun model
belirlenmesinde jModelTest 0.0.1 (31) kullanilmis ve en
diisik Bayesian Bilgi Kriteri (BIC) degerine sahip olan
model, filogenetik agacin olusturulmasinda kullanilmistir.
Bayesian analizleri, Geneious R10 (22) yazilimi iizerinden
MrBayes 3.2.6 plugin (17) kullanilarak gerceklestirilmis,
Markov Chain Monte Carlo taramalar1 1.100.000 jeneras-
yon i¢in 4 zincirle yapilmig ve aga¢ drneklemesi her 200
jenerasyonda bir (ilk 100.000 aga¢ “burn in” olarak) ¢ika-
rilmustir.

Erisim numarasi alinan ve GenBank tarafindan tescil
edilen izolatlarin protein dizilimleri; baslangi¢ ve bitig sin-
yal kodonlarini belirlemek, BbigAMA-1 fraksiyonlarini
gostermek amaciyla agik okuma gergevesi (open reading
frame, ORF) analizlerine tabi tutulmus ve s6z konusu ana-
lizler i¢in web tabanli ORF Finder (30) yazilimi kullanil-
migtir.

BbigAMA-1 amino asit dizilimlerindeki tahmini an-
tijenik peptidlerin varligi1 Geneious R10 (22) yazilimi iize-
rinden EMBOSS Protein Analysis 6.5.7 plugin (35) yazi-
limu kullanilarak arastirilmistir. Niikleotid ve amino asit
dizilimlerindeki polimorfik alanlar ve haplotipler ise
ProSeq3 (12) yazilimi kullanilarak belirlenmistir.

Total RNA izolasyonu ve tamamlayict DNA (cDNA)
sentezi: BbigAMA-1 proteinlerinin ekspresyonu igin
B. bigemina Kayseri/Turkey izolatlarindan total RNA izo-
lasyonu ticari kit (GeneJET RNA Purification Kit,
Thermo Scientific, USA) kullanilarak yapilmistir. Taki-
ben, elde edilen RNA izolatlarindan c¢cDNA sentezi

(Maxima H Minus First Strand cDNA Syntesis Kit,
Thermo Scientific, USA) gerceklestirilmistir.

PCR analizi ve ekspresyon vektoriine klonlama:
Ekspresyon oOncesinde her iki izolat i¢in elde edilen
cDNA’lar, BbigAMA-1 geninin plazmid vektoriine klon-
lanmasi amaciyla PCR islemine tabi tutulmustur. PCR
analizinde kullanilacak primerler ticari ekspresyon kitinde
(Champion™ pET Directional TOPO Expression Kit,
Thermo Scientific, USA) onerilen sekilde ve ORF analiz
sonuglarina gore dizayn edilmistir. PCR reaksiyon kari-
simi1, 50 pl final konsantrasyonda; 5 pl 10X Pfu Buffer
with MgSO4 (Thermo Scientific, USA), 1 uM her bir pri-
mer, 2 mM dNTP mix (Thermo Scientific, USA), 1.25 U
Pfu DNA Polymerase (Thermo Scientific, USA) ve 50
ng/pl cDNA olarak hazirlanmistir. Termal profiller iireti-
belirledigi ayarlanmustir.
Amplifikasyon sonunda goriintillenen PCR iiriinleri, jel-
den ekstrakte edildikten sonra kit prosediiriine gore, 6 adet
Histidin (6xHis) proteinini baglayan, ampisilin direngli bir
ekspresyon vektorii olan pET 100/D-TOPO ile ligasyona
tabi tutulmug ve takiben One Shot TOP10 Chemically
Competent E. coli hiicrelerine (Thermo Scientific, USA)
transformasyon gerceklestirilmistir. Klonlama sonrasi
tiriinler plazmid piirifikasyon kiti (AxyPrep Plasmid
Miniprep Kit, Axygen, USA) kullanilarak saflastirilmis ve
rekombinant plazmidler elde edilmistir. Saflastirilan
rekombinant plazmidler (her bir izolat i¢in dort ayr1 kolo-
niden elde edilmis dort rekombinant plazmid) daha dnce
pJET1.2 vektoriine klonlanmig IV1 ve IT2’nin BbigAMA-1
geni sekanslarii1 dogrulamak ve BbigAMA-1’in N-C
terminal uglariin vektdre dogru oryantasyonda yerlesip
yerlesmediginin kontrolii amactyla klonlama kitinde mev-
cut olan spesifik primerler ile sekans analizlerine tabi
tutulmustur. Daha sonra kit prosediirleri takip edilerek
ekspresyon vektoriine dogru oryantasyonda insert olmus
BbigAMA-1 genlerini iceren rekombinant plazmidlerin
BL21 Star (DE3) E. coli hiicrelerine (Thermo Scientific,
USA) transformasyonu gerceklestirilmistir.

BbigAMA-1 proteinlerinin ekspresyonu, SDS-
PAGE ve Western Blot analizleri: Oncelikle ideal bir
ekspresyon i¢in gerekli olan IPTG (isopropyl p-D-1-thio-
galactopyranoside) miktarint ve optimum indiikleme
zamanini belirlemek i¢in pilot ekspresyon denemeleri ya-
pilmistir. Denemelerden elde edilen sonuglar dogrultu-
sunda LB-Broth sivi1 besi yerinde kiiltiire edilen ve ODsog
degerleri 0.5-0.6 ABS seviyesinde olan protein {riinleri;
IV1 icin final konsantrasyon 0.01 uM, IT2 i¢in ise final
konsantrasyon 0.01 mM olmak tizere IPTG ile indiiklene-
rek sirastyla 2. ve 5. saatte eksprese edilmistir. Eksprese
edilen bakteri peletleri 1X SDS sample buffer ile karistiri-
larak formiilasyonlar1 Laemmli (24) ve Sambrook ve
Russell (38)’a gore hazirlanan SDS-PAGE analizlerine ta-
bii tutulmus ve Coomassie blue (Coomassie Brilliant Blue

cinin prosediire  gore
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R-250 Staining Solution, Bio-Rad, USA) ile boyanarak
hedef bant profilleri analiz edilmistir. Takiben, 6xHis ile
igaretli hedef proteinin belirlenmesi ve ekspresyonun kon-
firme edilmesi amaciyla anti-his antikoru (Anti-HisG-
HRP Antibody, Thermo Scientific, USA) kullamilarak
Terkawi ve ark. (43)’nin tarif ettikleri gibi Western Blot
analizleri ger¢eklestirilmistir. Her iki analiz sonucu da go-
rintiileme sistemi (Fusion FX5, Vilber Lourmat, France)
ile analiz edilmistir.

Bulgular

BbigAMA-1 geninin molekiiler karakterizasyonu:
Babesia bigemina IV1 ve IT2 izolatlar1 gDNA’larinin
BbigAMA-1 geninin PCR analizleri sonucunda, agaroz jel
tizerinde 1788 bp biiyiikliigiinde amplifikasyon fragment-
leri belirlenmistir (Sekil 1A). Klonlanlama sonrasinda,
rekombinant plazmidlerin ¢ift yonlii sekans analizleri ger-
¢eklestirilmis, elde edilen niikleotid ve amino asit dizileri
vektor sekansi ile hizalanarak BbigAMA-1’in final
sekanslar1 elde edilmistir. Elde edilen sekanslar, PCR
analizleri sirasinda meydana gelebilecek hata paylarini
elemine etmek amactyla ekspresyon vektoriine klonlama
sonrasinda saflastirilan rekombinant plazmidlerin sekans-
lariyla ikili hizalama analizlerine tabi tutulmus ve kontrol

edilmistir. Ikili hizalama analizleri sonucunda ayn1 izolat-
lara ait farkli plazmid sekanslarinin kendi aralarinda %100
identiklik gosterdigi belirlenmistir. Boylece izolatlara ait
sekanslarin hatasiz oldugu teyit edilmistir. Takiben, IV1
izolatinin AMA-1 geni niikleotid dizisi (Kayseri/Turkey
IV1) KP000032, IT2 izolatinin AMA-1 geni niikleotid
dizisi (Kayseri/Turkey 1T2) ise KP000033 aksesyon
numaralar1 ile GenBank’a kayit edilmistir. BbigAMA-1
geni niikleotid dizilimlerinin ¢oklu ve ikili hizalama ana-
lizleri sonucunda, Kayseri/Turkey 1V1 ve Kayseri/Turkey
IT2 izolatlarinin Diinya’dan GenBank kayd: yapilmis di-
ger izolatlar ile %97.4 - %99.9 oranlarinda, kendi arala-
rinda ise %99.7 oraninda identiklik gosterdigi tespit edil-
mistir. Bunun yaninda, izolatlarin niikleotid dizilerinin
intron icermedigi de belirlenmistir. BbigAMA-1 geni
amino asit dizilimlerinin ¢oklu ve ikili hizalama analizleri
sonucunda ise Kayseri/Turkey 1V1 ve Kayseri/Turkey 1T2
izolatlarinin Diinya’dan GenBank kaydi yapilmis diger
izolatlar ile 9%98.1 - %100.0 oranlarinda, kendi aralarinda
9%99.8 oraninda identiklik gosterdigi tespit edilmistir. S6z
konusu %0.2 oranindaki farkliligin, 103. niikleotidde
meydana gelen mutasyon sonucu 35. amino asidin
(IV1°de Phe® ve IT2’de Leu®) farklilagmasindan kaynak-
landig1 belirlenmistir.

=—>95 kDa

0
—>72 kDa
-

—>55 kDa

Sekil 1. Babesia bigemina Kayseri/Tiirkiye susunun in vivo (IV1) ve in vitro (IT2) izolatlarinda BbigAMA-1’in PCR, Western Blot ve
SDS-PAGE analizleri. A. BbigAMA-1’in PCR ile amplifikasyonu sonucu jel elektroforez goriintiisii. M: Marker; 1-2: BbigAMA-1
IV1 (ikili yiikleme); 3-4: BbigAMA-1 IT2 (ikili yiikkleme). B. BbigAMA-1’in anti-his antikoru ile Western Blot analizi. M: Marker; 1:
1V1 BbigAMA-1 ile transforme edilmig BL21 Star (DE3) E. coli hiicresi; 2: IT2 BbigAMA-1 ile transforme edilmis BL21 Star (DE3)
E. coli hiicresi. C. BL21 Star (DE3) E. coli hiicrelerine eksprese edilen BbigAMA1’in SDS-PAGE goriintiisii. 1: IV1 BbigAMA-1
BL21 Star (DE3) E. coli hiicresi; 2: IT2 BbigAMA-1 BL21 Star (DE3) E. coli hiicresi; 3: Transforme edilmemis BL21 Star (DE3) E.
coli hiicresi; M: Marker.

Figure 1. PCR, Western Blot and SDS-PAGE analyses of BbigAMA-1 from in vivo (IV1) and in vitro (IT2) isolates of Babesia
bigemina Kayseri/Turkey strain. A. PCR amplification of BbigAMA-1 on gel electrophoresis. M: Marker; 1-2: BbigAMA-1 V1
(double loading); 3-4: BbigAMA-1 IT2 (double loading). B. Western Blot analysis of BbigAMA-1 with anti-his antibody. M: Marker;
1: BL21 Star (DE3) E. coli cell transformed with 1VV1 BbigAMA-1; 2: BL21 Star (DE3) E. coli cell transformed with IT2 BbigAMA-
1. C. SDS-PAGE profile of BL21 Star (DE3) E. coli cells expressed with BbigAMA-1. 1: IV1 BbigAMA-1 BL21 Star (DE3) E. coli
cell; 2: 1T2 BbigAMA-1 BL21 Star (DE3) E. coli cell; 3: Untransformed BL21 Star (DE3) E. coli cell; M: Marker.
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Sekil 2. BbigAMA-1 izolatlarinin Bayesian filogenisi. Elde edilen izolatlar, kalin ve kirmizi ile belirtilmistir. Kullanilan sekanslarin
GenBank erigim numaralari, izolat isimleri ve orijinleri agagta gosterilmistir. B. bovis BbigAMA-1 izolati dis grup olarak kullanilmigtir.
Branslarin yaninda gosterilen diigiim destek degerleri posterior olasiliklar1 ifade etmektedir (>0.5). Olgek cizgisi tahmini uzakliklar

gostermektedir.

Figure 2. Bayesian phylogeny of BbigAMA-1 isolates. The obtained isolates are given in bold and red. GenBank accession numbers,
isolate names and origins of used sequences are shown in the tree. B. bovis BbigAMA-1 isolate was used as outgroup. Nodal support
values near branches indicate posterior clade probabilities (>0.5). The scale bar indicates estimated distance.

BbigAMA-1 geni niikleotid dizilimlerinin ¢oklu
hizalama analizleri sonucunda elde edilen veriler, filoge-
netik yapilanmalarin  belirlenmesinde  kullanilmistir.
Bayesian analizlerinde, sekans evrimi i¢in en uygun
model Hasegawa-Kishino-Yano+1+G (HKY+I+G) olarak
belirlenmis ve filogenetik aga¢ bu modele gore olusturul-
mustur (Sekil 2). Filogenetik aga¢ incelendiginde, Kay-
seri/Turkey IV1 ve IT2 izolatlarinin “Turkey” ve “ITA3”
izolatlariyla aynmi filogenetik bransta yer aldigi ve bu
bransa en yakin diger brangin Israil’den girilen izolatlar
tarafindan olusturuldugu goriilmistiir. Bununla birlikte,
yapilan incelemelerde BbigAMA-1 izolatlarinin bolgesel
orijin bazinda genellikle farkli branglara ayrildig1 tespit
edilmistir.

Diinya’dan GenBank kayd: yapilmis BbigAMA-1
izolatlarinin niikleotid dizilimlerinin polimorfik yapilar

ve haplotip sayilarinin belirlenmesi amactyla yapilan ana-
lizler sonucunda, dizilimler arasinda 21 farkli haplotipi
ortaya koyan 448 polimorfik alan oldugu tespit edilmistir.
Ayr birer haplotip olarak belirlenen Kayseri Turkey 1V1
ve Kayseri Turkey IT2 izolatlarinin ise 4 adet polimorfik
alana sahip olduklari tespit edilmistir.

BbigAMA-1 amino asit dizilimlerindeki tahmini
antijenik peptidlerin arastirilmasi sonucunda her iki izola-
tin 22 ayr1 antijenik bolgeye sahip oldugu belirlenmistir.
En uzun tahmini antijenik bolgenin ise 496. ve 534. amino
asitler arasinda oldugu tespit edilmistir.

Kayseri/Turkey IV1 ve Kayseri/Turkey IT2 izolatla-
rinin amino asit dizilimlerinin ORF analizleri sonucunda
belirlenen c¢ergeveler icerisinde, 1788 baz uzunluguna
sahip BbigAMA-1 geninin tamamini kodlayan +1 numa-
ral1 cergevenin, ekspresyon analizleri i¢in uygun baslangi¢
ve bitis sinyal kodonlarini igerdigi tespit edilmistir.
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BbigAMA-1 geninin ekspresyonu: Her iki izolata ait
cDNA’larin dizayn edilen primerler ile PCR analizleri
sonucunda, agaroz jel iizerinde 1788 bp biiytikliigiinde
bant veren DNA fragmentleri tespit edilmistir. Jel piirifi-
kasyon sonrasinda elde edilen iiriinler ekspresyon vekto-
rine klonlanmig ve sonrasinda saflagtirilan rekombinant
plazmidler BL21 Star (DE3) E. coli hiicrelerine eksprese
edilmistir. Ekspresyon sonucu elde edilen iiriinlerin SDS-
PAGE ve Western Blot analizleri sonucunda, her iki
izolatin 72 kDa molekiiler agirliklarla eksprese olduklari
belirlenmistir (Sekil 1B-C).

Tartiyma ve Sonu¢

Birgok apikompleksan parazit tiiriinde, as1 gelistirme
¢aligmalart i¢in hedef protein olarak gosterilen AMA-1,
babesiosise kars1 etkili bir miicadele yiiriitiilebilmesi ama-
ciyla yapilan ag1 caligmalar1 kapsaminda; B. bovis (13, 37),
B. gibsoni (53), B. divergens (27, 28), B. orientalis (15) ve
B. microti (26)’de ¢alisilmistir. Ancak 6zellikle sig1r islet-
melerinde biiyiik ekonomik kayiplara neden olan ve tiim
Diinya’da yaygin olarak seyreden B. bigemina’da, AMA-
1 ile ilgili olduk¢a sinirli sayida galisma yapilmustir (45,
47). Calismamizda, apikompleksan parazit tiirlerinin ha-
yat sikluslarinda 6nemli bir rol oynamasi, hemen hemen
tim apikompleksan parazit tiirlerinde rekombinant asi
tiretimi i¢in ideal bir hedef protein olarak gosterilmesine
karsin B. bigemina i¢in kapsamli bir aragtirmanin yapil-
mamis olmasi nedeniyle AMA-1 proteini, hedef protein
olarak secilmistir.

AMA-1 geninin molekiiler yapilari, birgok apikomp-
leksan parazit tiirlinde arastirilmis ve bazi parazit tiirle-
rinde ilgili gende intronlarin bulundugu rapor edilmistir
(16, 52). Ancak ilging olarak, Babesia soyunda bulunan
tirler {izerinde yapilan calismalarda, AMA-1 geninin
intron igermedigi bildirilmistir (15, 27, 53). Sunulan ¢alis-
mada, B. bigemina Kayseri/Turkey IV1 ve IT2 izolatlari-
nin AMA-1 genini kodlayan niikleotid dizilimleri, biyoin-
formatik programlarla analiz edilmis ve AMA-1 geninin,
diger tiim Babesia tiirlerinde oldugu gibi B. bigemina’da
da intron icermedigi tespit edilmistir.

AMA-1, bir¢ok ¢aligsmada, apikompleksan parazitle-
rin sebep oldugu hastaliklara kars1 gelistirilen rekombi-
nant agilarda temel protein olarak gorev almistir (10, 15,
37, 44, 52). Ancak bazi ¢aligmalarda (9, 34), AMA-1’in
yapisinda yiiksek derecede polimorfizm sekillenebilecegi
ve dolayisiyla bu polimorfizmin AMA-1 tabanli asilarin
gelistirilmesine ~ engel  olabilecegi  bildirilmistir.
Plasmodium falciparum’da yapilan arastirmalar sonu-
cunda, AMA-1’in yapisinda bulunan amino asitlerin yak-
lasik %10’unun polimorfik yapida oldugu ve 200’{in iize-
rinde haplotipinin bulundugu belirtilmistir (6, 42). Bunun
yaninda, P. vivax’m Brezilya suslarinda 13, Sri Lanka

suslarinda ise 34 polimorfik alan oldugu da farkli calisma-
larda rapor edilmistir (14, 36). Fransa’nin 7 farkli bolge-
sinde, insan ve sigirlardan izole edilen 9 adet B. divergens
izolat1 tizerinde yiiriitiilen bir ¢caligmada (28) ise, AMA-1
gen sekanslar1 karsilastirilarak izolatlar arasi polimorfizm
olup olmadig1 arastirilmig ve mevcut sekanslarda iki adet
mutajenik bolge oldugu saptamustir. Ote yandan, B.
bigemina’da yapilan bir aragtirmada (45), 3 farkh susta
AMA-1 genine ait 32-54 adet mutasyon noktasinin oldugu
bildirilmigtir. Calismamizda, arastiricilarin sonuglarina
benzer sekilde, BbigAMA-1’i biitiin olarak kapsayan B.
bigemina niikleotid dizilimlerinin analizleri sonucunda,
21 farkli haplotipi ortaya koyan 448 polimorfik alan tespit
edilmistir. Arastirmamizin materyalini olusturan Babesia
bigemina Kayseri/Tiirkiye susunun IV1 ve IT2 izolatlari-
nin niikleotid sekans dizilimleri karsilastirildiginda ise bu
iki izolatin ayr1 birer haplotip olduklari, 4 adet polimorfik
alan igerdikleri ve kendi aralarinda %99.7 oraninda iden-
tiklik gosterdikleri tespit edilmistir. Ayni izolatlarin amino
asit dizilimleri karsilagtirildiginda bu oran %99.8 olarak
belirlenmistir. Amino asit dizilimlerindeki bu farkliligin,
103. niikleotiddeki mutasyon sonucu, izolatlarin 35.
amino asitlerinde (IV1°de Phe®, IT2’de Leu®) meydana
gelen degisiklikten kaynaklandigi tespit edilmigtir. Elde
edilen sonuclar kapsaminda, analize dahil edilen
BbigAMA-1 izolatlarinda, tiir i¢i birgok polimorfik alan
oldugu dikkati ¢gekmistir. Ancak, bu polimorfik alanlarin
protein yapilarinda az sayida mutasyona yol agtigi goriil-
miistiir.

Paraziter enfeksiyonlara kars1 DNA ag1 iiretiminde,
etkili bir koruma saglanabilmesi i¢in parazit proteinlerinin
antijenik bolgelerinin kombinasyonu oldukca 6nem arz et-
mektedir (2). Calismamizda, her iki izolat i¢in farklilik
gosterdigi saptanan 35. amino asidin, tahmini antijenik
bolgede yer aldig1 belirlenmistir. Boylece, IV1 ve IT2 izo-
latlarda BbigAMA-1 proteinlerinde meydana gelen bu
mutasyonun, antijenik bolgeyi etkiledigi tespit edilmis ve
bu nedenle DNA tabanl gelistirilecek agilarda BbigAMA -
I’in farkli koruyucu etkiler gosterebilecegi diisiiniilmiis-
tiir. Ayrica mutasyonun antijenik bélgede olmasi, her iki
izolatin farkli patojenik etkilere sahip olabilecegi ihtima-
lini de ortaya koymustur. Nitekim daha 6nce ayni patojen
tiirliniin in vivo ve in vitro izolatlar1 lizerine yapilan galig-
malarda (3, 25, 32, 50) bu farkliliklar rapor edilmistir.
Ancak bu konuda kesin bir sonuca ulagabilmek igin
devamlilik gosteren kiiltivasyonlar ile deneysel ¢aligmala-
rin yapilmasi ve elde edilen immunolojik sonuglarin kap-
saml1 bir sekilde degerlendirilmesi gerekmektedir.

AMA-1, B. bigemina basta olmak iizere diger
Babesia tiirlerinin teshisinde siklikla hedef gen bolgesi
olarak kullanilmasina ragmen, yapilan caligmalarda (11,
29, 40, 41, 51), AMA-1 gen bolgesinin filogenetik analiz-
ler igin yeterli genetik cesitliligi saglamadig1 ve c¢oklu
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hizalama analizlerinde yiiksek benzerlik degerlerinin tes-
pit edildigi rapor edilmistir. Ancak s6z konusu ¢aligmalar
incelendiginde, yapilan PCR analizlerinde AMA-1’in
sadece 211 bp’lik bir bolgesinin amplifiye edildigi ve
dolayisiyla molekiiler filogenetik analizlerde sadece bu
bolge lizerinden degerlendirmenin yapildig: goriilmiistiir.
Calismamizda, BbigAMA-1’in tamammin (1788 bp)
amplifikasyonu yapilmis ve niikleotid dizilimlerinin hiza-
lama analizleri sonrasinda Kayseri/Turkey IV1 ve Kay-
seri/Turkey IT2 izolatlarinin, Diinya’da mevcut diger izo-
latlar ile %97.4 - %99.9 oranlarinda identiklik gdsterdigi
belirlenmistir. [zolatlar aras1 benzerlik oranlarinin yiiksek
bulunmasi, diger arastiricilarin sonuglariyla uyumluluk
gostermistir. Ancak niikleotid dizilimlere gére olusturulan
filogenetik aga¢ incelendiginde (Sekil 2), BbigAMA-1
izolatlarinin genellikle bolgesel bazda farkli branslarda
kiimelendikleri tespit edilmistir. Dolayisiyla, bolgesel ge-
netik gesitlilige baglh farkliliklarin arastirilmasinda AMA-
1’in yetersiz bir gen oldugu ifadelerinin (11, 51), filoge-
netik analizlerde ilgili gene ait sadece 211 bp’lik ¢ok kisa
bir fragmentin incelenmesinden kaynaklandigi anlasilmis-
tir. Bu agidan, AMA-1 tabanli genetik cesitlilik ve filoge-
netik ¢aligmalarinda, ilgili genin biitiin olarak analiz edil-
mesinin veya parsiyel gen bolgesi analizlerinin farkli gen
bolgeleriyle kombinasyonlu bir sekilde c¢alisiimasinin
daha dogru sonuglar verebilecegi diistiniilmiistiir.

Sonug olarak bu ¢aligma ile B. bigemina’nin yagam
siklusunda, 6zellikle de konak hiicreye invazyon asama-
sinda kritik rol oynayan AMA-1’in, Kayseri/Tiirkiye
susunun in vivo ve in vitro izolatlarinda molekiiler karak-
terizasyonu ve ekspresyonu yapilmig, molekiiler agirlig
hesaplanmis ve bu iki izolat arasinda atteniiasyona baglt
meydana gelen farkliliklar ortaya konmustur. Gelinen bu
noktada, bir¢ok apikompleksan protozoona karsi as1 gelis-
tirme ¢aligsmalarinda 6nemli bir protein olarak ifade edilen
AMA-1’in, Tirkiye’deki B. bigemina enfeksiyonlariyla
miicadelede as1 aday1 olarak giivenilirligi ve etkinliginin
ortaya konmasi igin, farkli cografik alanlardan izole edile-
cek cesitli B. bigemina suslar1 ile molekiiler diizeyde
deneysel ¢alismalara ihtiyag¢ bulundugu goriilmektedir.
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