T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI

N. benthamiana’da P. falciparum PFS48/45 R0.10C VARYANTLARININ
TASARLANMASI, URETIMI ve KARAKTERIZASYONU

Kader CICEK

FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
TARIMSAL BiYOTEKNOLOJi ANABILIiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

MAYIS 2018

ANTALYA



T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI

N. benthamiana’da P. falciparum PFS48/45 R0.10C VARYANTLARININ
TASARLANMASI, URETIMI ve KARAKTERIZASYONU

Kader CICEK

FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU
TARIMSAL BiYOTEKNOLOJi ANABILIiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

MAYIS 2018

ANTALYA



T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

N. benthamiana’da P. falciparum PFS48/45 R0.10C VARYANTLARININ
TASARLANMASI, URETIMI ve KARAKTERIZASYONU

Kader CICEK
TARIMSAL BiYOTEKNOLOJi ANABILiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

Bu tez Tiibitak tarafindan 1147258 nolu proje ile desteklenmistir.

MAYIS 2018



T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

N. benthamiana’da P. falciparum PFS48/45 R0.10C VARYANTLARININ
TASARLANMASI, URETIMI ve KARAKTERIZASYONU

Kader CICEK
TARIMSAL BiYOTEKNOLOJIANABILIiM DALI

YUKSEK LISANS TEZI

Bu tez(2/01./2015... tarihinde jiri tarafindan Oybirligi ile kabul edilmistir.
Prof. Dr. Tarlan MAMMEDOYV (Danisman) /270/ ] H/
Prof. Dr. Yasar KARAKURT , Pl
Dr. Ogr. Uyesi Ersin AKINCI




OZET

N. benthamiana’da P. falciparum PFS48/45 R0.10C VARYANTLARININ
TASARLANMASI, URETIMi ve KARAKTERIZASYONU

Kader CICEK
Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dalh
Damsman: Prof. Dr. Tarlan MAMMEDOV
Mayis 2018; 52 sayfa

Gilinlimiizde sitmaya kars1 birgok as1 gelistirilme asamasinda olmasina ragmen yeterli
derecede koruma saglayan etkili bir as1 heniiz bulunmamaktadir. Dogal Pfs48/45 proteini N-
bagl glikan tasimamaktadir, fakat bitki ekspresyon sistemleri de dahil olmak tzere herhangi
bir okaryotik sistemde anlatimi1 yapildiginda anormal sekilde glikosilasyona ugrayan yedi
potansiyel N-bagli glikosilasyon bolgesi icermektedir. Anormal glikosilasyon problemini
cozmek igin gegici gen anlatimi yontemi araciligiyla N. benthamiana da ilgili hedef gen ile
bakteriyel deglikosilasyon enzimleri olan PNGase F (Mamedov vd. 2012; Mamedov vd.
2013; Mamedov vd. 2016) veya Endo H enzimlerinin (Mamedov vd. 2017) birlikte
ekspresyonu stratejisi gelistirildi. Bu ¢aligmada, gecici gen anlatimi yontemi ile N.
benthamiana bitkisinde Pfs48/45 proteininin 10C domaininin farkli versiyonlari
(glikosillenmis ve deglikosillenmis) basarili bir sekilde iiretildi. Uretilen 10C varyantlari
saflagtirlldi ve karakterize edildi. Pfs48/45-10C varyantlarinin MRA-26 antikorlar1 (iletim
bloklama antikoru olarak bilinen bir konformasyonel spesifik antikor) kullanilarak
gerceklestirilen western blot analizleri, indirgenmemis anormal sekilde glikosilasyona
ugramis Pfs48/45-10C proteininin MR-26 antikoru tarafindan ¢ok az ya da hi¢ taninmadigini;
bitkide PNGase F veya Endo H in vivo olarak iiretilen indirgenmemis deglikosile Pfs48/45-
10C proteininin antikorlar tarafindan giiglii bir sekilde tanindigin1 géstermistir. Bu sonuclar
bitkide Endo H veya PNGase F araciligiyla in vivo deglikosilasyona ugramis Pfs48/45-10C
proteinlerinin dogru katlandigin1 ve Pfs48/45-10C proteinlerinin dogal Pfs48/45 proteini
tizerinde bulunan epitoplar1 igerdigini desteklemektedir. Elde edilen sonuglar, bitkide
tiretilmis Endo H in vivo deglikosillenmis Pfs48/45 ve Pfs48/45-10C antijenlerinin Pfs48/45
tabanli iletim bloklama sitma asisinin gelistirilmesi i¢in potansiyele sahip oldugunu
desteklemektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Gegici gen anlatimi, Deglikosilasyon, Pfs48/45, Sitma, Sitma
as1 aday1

JURI: Prof. Dr. Tarlan MAMMEDOV
Prof. Dr. Yasar KARAKURT

Dr. Ogr. Uyesi Ersin AKINCI



ABSTRACT

DESIGN, PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF PFS48 / 45
R0.10C VARIANTS P. falciparum’s in N. benthamiana

Kader CICEK
MSc Thesis in Agricultural Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Tarlan MAMMEDOV
May 2018, 52 pages

Although many efforts have been made toward developing malaria vaccines,
however, no vaccine is currently available that provides a satisfactory level of protection
against malaria. The native Pfs48/45 protein does not carry N-linked glycans but contains
seven potential N-linked glycosylation sites which can be aberrantly glycosylated during
expression in any eykaryotic system including plant expression systems. To solve the
aberrant glycosylation problem, a strategy was developed by co-expression of the bacterial
deglycosylation enzymes, PNGase F (Mamedov et al. 2012; Mamedov et al. 2013; Mamedov
et al. 2016) or Endo H enzymes (Mamedov et al. 2017) with target proteins of interest in N.
benthamiana plant by transient expression technology. In this study, we successfully
produced different versions (glycosylated and deglycosylated) of the 10C domain of the
Pfs48/45 protein in Nicotiana benthamiana plant by transient expression. Plant produced
10C-varants were purified and characterized. It should be noted that 10C domain of the
Pfs48/45 protein is one of the most important candidates for the development of the
transmission blocking vaccine (TB). Western blot analysis of Pfs48/45-10C variants using
MRA-26 antibody (a conformational specific MRA-26 antibody, known as TB antibody),
showed that MRA-26 antibody did not recognized or weakly recognized the aberrantly
glycosylated Pfs48/45-10 in non-reduced samples, but strongly recognized plant produced
Endo H and PNGase F in vivo deglycosylated Pfs48/45-10 proteins in non-reduced samples.
These results suggest correct folding of plant produced, in vivo Endo H or PNGase F
deglycosylated Pfs48/45-10C proteins, and also suggest that Pfs48/45-10C proteins contain
epitopes present on native Pfs48/45. Taken together, our results collectevely support that
plant produced Endo H in vivo deglycosylated Pfs48/45 and Pfs48/45-10C antigens have a
potential for the development of a Pfs48/45-based TB malaria vaccine.

KEYWORDS: Deglycosylation, Malaria, Malaria vaccine candidate, Pfs48/45, Transient gene
expression.
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AKADEMIK BEYAN

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “N. benthamiana’da P. falciparum Pfs48/45
R0.10C Varyantlarinin Tasarlanmasi, Uretimi ve Karakterizasyonu” adli bu calismanin,
akademik kurallar ve etik degerlere uygun olarak yazildigini belirtir, bu tez calismasinda
bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagini gosterdigimi beyan ederim.
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1.GIRIS

Sitma giinlmiizde dahi diinya ¢apinda 216 milyon vaka ve 445.000 sitmadan kaynakli
olim ile kiiresel bir saglik sorunu olarak goriilmektedir. Sitma Anofel cinsi sivrisinekler
araciligiyla insana tasinan en yaygin parazitik bir hastaliktir (Rossati vd. 2016). Sitma
vakalariin %851 ve sitma 6lumlerinin %90°1 Afrika’nin sahra-alt1 bolgesinde 6zellikle de 5
yas altt cocuklarda meydana gelir. Bes Plasmodium tirli insandaki biitiin sitma
enfeksiyonlarindan sorumludur. Sitma vakalarmin ¢oguna Plasmodium falciparum ve
Plasmodium vivax neden olmakla birlikte Plasmodium ovale, Plasmodium malariae ve
2004’den beri Giineydogu Asya’da maymun sitma etkeni olarak bilinen Plasmodium
knowlesi tiirleri de sitmaya neden olabilmektedir. Oliimlerin neredeyse tamami Plasmodium
falciparum sitmasi nedeniyle gergeklesmektedir (White vd. 2013).

Onceki yillarla karsilastirildiginda sitma vakalarmin  goriilme sikhigi ve 6liim
oranlarinda bir azalma oldugu gbze carpmasina ragmen sitma Afrika’nin sahra-alti
bolgesinde 0Ozellikle de cocuklarda énemli bir 6lim nedeni olmaya devam etmektedir.
Insektisitlere direngli sivrisineklerin ortaya ¢ikmasi ve anti-malaryal ilaglara kars1 parazit
direncindeki artis etkili bir as1 gelistirme ihtiyacin1 pekistirmistir (Chaturvedi 2016; Carter
2000). Her ne kadar sitma etkeni organizmanin ve onun yasam dongiisiiniin karmasikligi as1
gelistirilme ¢aligmalar1 Oniinde bir engel olsa da giiniimiizde bu engeller asilarak
organizmanin farkli yasam evrelerini hedefleyen asilar gelistirilmektedir. Morbidite ve
mortaliteyi diisiiren ve ideal olarak iletimi azaltan as1 gelistirilmesi sitma kontrol stratejisinin
vazgecilmez bir pargasi olarak goriilmektedir (Wipasa ve Riley 2007).

Plasmodiumlarin c¢esitli evrelerine karsi asi gelistirilmesinin yani sira, bagka bir
yaklasim da parazitin seksiiel evresi sirasinda immiiniteyi indiiklemektir. Bu amagla parazitin
seksiiel tiremesini bloke eden asilar gelistirilmekte ve bu asilara iletimi bloke edici
(transmission-blocking) asilar denilmektedir. Bu tip bir as1, asilanmis bireylerde hastaligi
veya enfeksiyonu Onlemez, ancak asilanmis bireylerden kan emen sivrisinekler araciliiyla
hastaligin daha fazla yayilmasini 6nler (Dubovsky ve Malkin 2008).

Pfs48/45, yapiya bagli epitoplar sergileyen ve sitmanin bulagmayi bloke edici
(transmission-blocking) immunitesi icin 6nemli bir hedef olan Plasmodium ssp. 6zgul
protein ailesinin bir Uyesidir (Outchkourov 2007). Pfs48/45 gametositler tarafindan ifade
edilen bulasmay1 bloke edici (transmission-blocking) hedef proteinlerindendir ve parazit
makrogametlerinin hiicre ylizeylerinde bulunur. Pfs48/45 parazitin dollenmesinde anahtar rol
oynar ve anti-Pfs48/45 monoklonal antikorlar1 parazitin dollenmesini engeller (Outchkourov
2008). Pfs48/45 ¢oklu disiilfiir baglar1 ile sistein bakimindan zengin domainlerden olusur.
Bunlar bulagmay1 bloke edici aktivitesi olan birgok monoklonal antikor tarafindan taninan
farkli yapisal B hiicre epitoplarini olustururlar (Draper vd. 2015). C-terminal modilu anti-
epitop I tarafindan taninan 6 sistein motifi i¢erir; orta modiil anti-epitop I1b ve anti-epitop 11
tarafindan taninan 4 sistein motifi igerir; N-terminal moduli anti-epitop V tarafindan taninan
6 sistein motifi icerir (Outchkourov 2007).
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Onceki ¢aligmalarda 6zellikle epitop I’ in giiglii bulasmay1 bloke edici aktiviteye
sahip oldugu gosterilmistir (Roeffen vd. 2001). Ayrica Pfs48/45’in dogal konformasyonunun
yeniden olusturulmast ile ilgili zorluklarin tistesinden gelmek icin bulagsmay1 bloke edici 3
epitopu iceren Pfs48/45-10C proteini potansiyel as1 aday1 olarak anilmaktadir (Draper vd.
2015).

Protein altbirim asilariin gelistirilmesindeki en onemli nokta as1 aday1 proteinin
uygun B hiicre epitoplarin1 icermesi ve T hiicre reseptorleri tarafindan taninmasidir
(Calderon vd. 2013). Bu da rekombinant proteinin translasyon sonrast dogru katlanma
modifikasyonlarin1  gostererek {iiretilmesiyle miimkiindiir. N-bagli glikosilasyon bir
translasyon sonrast modifikasyondur ve heterolog ekspresyon sistemlerinde {iretilmis
terapotik proteinler ve as1 adayr proteinler olmak iizere bircok proteinin dogru bir sekilde
katlanmasi, stabilitesi ve biyolojik etkinligi i¢in 6nemli bir modifikasyondur (Gomord vd.
2000).

Pfs48/45 kompleks bir membran proteinidir ve 7 adet olasi N-bagli glikosilasyon
bolgesi igermesine ragmen Plasmodium parazitleri N-bagli glikosilasyon mekanizmasina
sahip degildir. Plasmodium proteinlerinin birgogu diger okaryotik ekspresyon sistemleri
icerisinde ifade edilmeleri durumunda glikosilasyona ugrayacak ve bu da proteinlerin dogru
katlanmasini engelleyerek epitoplarin maskelenmesine neden olacaktir (Milek vd. 1998). Bu
zorlugun stesinden gelmek igin in vivo deglikosilasyon stratejisi gelistirilmistir. Bu strateji
istenilen hedef protein ile deglikosilasyondan sorumlu olan enzimin ayni organizmada
birlikte ekspresyonu temeline dayanmaktadir. Gelistirilen bu strateji ile bitkiler gibi
glikosilasyon mekanizmasina sahip olan okaryotik ekspresyon sistemlerinde istenilen
proteinler glikosilasyona ugramadan tiretilebileceklerdir (Mammedov vd. 2012; 2017).
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Sitma Hastahg

Diinya tarihinde salgin hastaliklar, tarim yapmaya baslayan topluluklarin, toprag: siirmesi ve
s1g1r, koyun siiriilerini ehlilestirmesiyle daha 6nce bilinmeyen bir¢ok yeni mikroplarla ortaya
¢ikmigti. Sitmanin yayginlik kazanmasi, insanlarin dogaya egemen olma miicadelesi ile
beraber gerceklesti. Artan niifusun ihtiyaglarini kargilamak i¢in daha fazla yiyecek elde etme
istegi, ormanlar1 tarim arazisine doniistiirme girisimlerini artirdi ve bu durum 6zellikle
Afrika’da uygun iklim kosullarinin da etkisiyle sitmanin kitleler iizerinde kisa siirede
yayllmasina neden oldu. Tatli patates ve diger nisastalilar1 yetistirmek amaciyla yagmur
ormanlarini yok etmeye baslayan Afrikali ¢iftciler, kes ve yak teknikleri ile anofellerin hizla
tireyecegi, i¢leri su dolu, giinesin 1sittig1 camurlu golleri ortaya ¢ikmasina zemin hazirladilar.
Modern tibbin kurucusu Hipokrat sitmayi giinliik, gilinasir1 ve 72 saatte bir gelen ates
ndbetleri ile tanimladi. Bataklik ve durgun, kirli sular1 igen insanlarin karinlarinin disart
firlayacagim ve dalaklarinin biiyiiyecegini bildirdi. Grek Imparatoru Biiyiik Iskender de
sitmaya yenik diistii ve sitma parazitleri, Roma Imparatorlugunda da etkisini gosterdi
(Andrew 2007).

Tarih oncesi ¢aglardan bu yana sitma varligini devam ettirmektedir. Afrika’da milyonlarca
yillik sivrisinek fosillerin bulunmasi sitmanin buradan koken aldigini ve insan gocleriyle
beraber diinyaya yayildigini gostermektedir (Unat vd. 1995; Unat 1999) Sitmanin batakliktan
veya bataklik etrafindaki kotii havadan kaynaklandigi diisiiniilerek bu hastaliga Italyanca
kokenli “mal” (kotii) ve “aria” (hava) sozciiklerinin birlesiminden meydana gelen “malaria”
ismi verilmistir (Tugluoglu 2008; Ouattara ve Laurens 2015). Tlrkgede bu hastalik igin
kullanilan sitma admin ise “isitmak”tan geldigi diistiniilmektedir (Akdur 2006). Fransiz
Doktor Charles Laveran, 1880 yilinda Cezayir’de yaptig1 caligmalarla sitma hastaligina
mikroorganizmalarin neden oldugunu kesfetti ve daha sonra bu kesfi sayesinde Nobel
0duliini kazandi. Bu mikroorganizmalarin insana bir tiir sivrisinegin 1sirmasi ile gegtigini
Ingiliz hekim Patrick Manson agi1ga ¢ikardi. italyan hekim Gioavanni ve arkadaslari, anofel
cinsi sivrisineklerin sitmayi ilettiklerini buldular (Tugluoglu 2008).

1971°de Cinli bilim insanlari tarafindan izole edilen ve giiniimiizde halen sitma tedavisinde
kullanilan artemisin, MO 200’lii yillardan beri Cin’de atesli hastaliklara kars1 kullanilmis
olan ‘Qinghao’ bitkisinin etken maddesidir (Tugluoglu 2008). Sitmaya karsi kinakina
agacindan elde edilen kinin kullaniliyordu fakat miicadele igin kinin yetersizdi.

Sitma sagaltiminda ise 1820 sonrasi tek ilag Chincona agacindan elde edilen kinin olmustur.
Almanya’da Bayer Laboratuarlarinda 1834 yilinda sentetik 4-aminokinolin gelistirilerek
Klorokin adiyla piyasaya ¢ikmistir Chincona ledgerina agacindan kinin maddesini elde etme
orani, 1865 yilinda %4 oranindan %8-12’ye cikarilmistir. 1944’ de kinin sentez edilmis,
1945°de Primakin ve Proguanil, 1948’de Primetamin ve 1964’de ise Siilfadiazin
gelistirilmistir (Ozbilgin 2010).
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Diinyanin biiyiik bir kisminda goriilmekte olan sitma, insanlik tarihi boyunca bir¢cok
medeniyetin sona ermesine neden olmustur. Ulkemiz cografyasinda da eski medeniyetlerden
giinlimiize kadar sitma her zaman Onemli bir hastalik olarak varligini stirdiirmistQr.
Cumhuriyet kurulmadan 6nceki zamanlara ait net veriler mevcut olmadigindan vaka sayilari
tam olarak bilinmemektedir. Cumhuriyet’ten sonra ise yogun miicadele programlarina
ragmen 1929-44, 1976-86 ve 1993-98 yillar1 arasinda {i¢ biiyiik sitma salgin1 gézlenmistir
(Uyar 2015).

2.2. Sitma Vektori ve Yasam Dongust

Sitma vektorii Anopheles cinsi sivrisineklerdir. Sitma, Plasmodium tarafindan enfekte
edilmis Anopheles cinsi sivrisinekler araciligiyla popiilasyonda yayilir. Anopheles
vektoriiniin 465 tirii tanimlanmistir ve yaklasik olarak 70 tiirii insana Plasmodium spp.
tagima yetenegine sahipken 41°1 sitma iletim yetenegine sahip dominant vektor olarak kabul
edilir (Rossati vd. 2016).
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Sekil 2.1. Plasmodium falciparum’un anofel cinsi sivrisinek ve insan viicudundaki yagam
dongusu (White vd. 2013)

Sekil 2.1.’de anlatildigi tizere Plasmodium falciparum’un yasam evresi, sitma vektori disi
anofelin tukdrik bezlerinde bulunan hareketli sporozoitlerin dermis icerisine inokule
edilmesiyle baglar (A). Kana gecen sporozoitler kan akisi yardimiyla karaciger parankim
(hepatosit) hiicrelerine giderek hepatositleri istila ederler(B) ve en az 5 glnlik siire boyunca
30-40.000 yavru iretirler. Bu sporozoitler ve karaciger evresinde bulunan sporozoitler pre-
eritrositik parazitler olarak adlandirilirlar ve bu siirece de pre-eritrositik donem denir.
Sporozoit hiicre ylizey proteini olan circumsporozoite protein (CSP), sporozoitlerin karaciger
parankim hticrelerine girmesinde énemli bir rol oynar. Sporozoitlerin yiizeylerinde bulunan
CSP, immundominant bir antijen olup, bitin Plasmodium tiirleri tarafindan prehepatik
sporozoit doneminde olusturulur ve yapisi hepsinde birbirine benzer. Karaciger parankim
hiicreleri, CSP’yi tantyarak sporozoitleri i¢lerine alirlar (Potocnjak 1980).
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Yaklagik bir hafta sonra karaciger sizoidleri patlayarak aseksiiel siklusu baslatan ve kirmizi
kan hiicrelerini istila eden merozoitlerin binlercesini kan dolasimina salar (C). Sporozoitlerin
bir kismi ise karaciger parankim hiicrelerinde latent bir sekilde yasamaya devam ederler.
Enfekte olmus hepatosit patladigi ve vendz dolasima merozoitleri biraktiginda, her merozoit
potansiyel olarak bir kirmizi kan hiicresini istila eder ve daha sonra 48-72 saat iginde 8-24
merozoit liretmek i¢in ¢ogalir. Hastalik, dolagimdaki toplam aseksiiel parazit sayis1 kabaca
100 milyona ulastifinda baslar. Enfekte eritrosit patladiginda ates, bas agrisi, titreme ve
halsizlik gibi klinik semptomlar ortaya ¢ikar. Semptomlarin siddeti, parazit sayisi ile
iliskilidir (Mackintosh vd. 2004). Eritrosit patlamast sonucu birakilan merozoitler her biri
muhtemelen eritrosit parazit gelisimi asamasi olarak bilinen dongiiyli devam ettirmek igin
yeni bir eritrosit istila edecektir. Bu déneme eritrositik donem denir. Eritrosit igine giren
merozoitin sekli degisir ve halka-ylizlik seklini alir. Buna geng trofozoit denir. Bu evrim
doneminde parazitin halka seklinde goriilmesi, parazitin boyanma 6zelligine dayanir. Bu
donemde, parazitin yapisin da boyalarla boyanmayan buyik bir vakuol, bu vakuoli
cevreleyen az miktarda sitoplazma ve halka seklindeki ince sitoplazmanin inceldigi tarafta
da cekirdek bulunur. Bu goriiniim tash bir yiiziige benzer. Boyal1 preparatlarda sitoplazma
mavi, ¢ekirdek ise parlak kirmizi renkte boyanir.

Bazi parazitler seksiiel formlara (gametosit) dontisiirler. Gametositler anofel sivrisineklerinin
beslenmesi araciligiyla alinir (D) ve sivrisinek bagirsaginda bir ookinete ve daha sonra ookist
olusturarak cinsel yolla ¢ogalirlar. Ookist, bir sonraki kan dolagimma inokiilasyonu
hazirlamak icin tiikiiriik bezlerine go¢ eden sporozoitleri serbest birakmak i¢in patlar. TUm
dongl yaklasik 1 ay surebilir (White vd. 2013).

2.3. Simiflandirma

Cizelge 2.1. Insanda parazitlenen Plasmodium tiirlerinin siniflandiriimasi (Ozbilgin 2010)

Alem : Animalia

Superfilum : Protozoa

Filum : Apicomplexa

Simif : Sporozoea

Takim : Eucoccidiida

Aile : Plasmodiidae

Cins : Plasmodium

Turler : P. vivax, P. falciparum, P. ovale, P. malariae, P. knowlesi
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2.3.1. Plasmodium ovale

Insan, Plasmodium ovale nin dogal kaynagidir. Gegmiste P. ovale enfeksiyonu gecirmis
kisilerde, enfeksiyonun tekrarlanmasi engellenemez fakat ates ve parazitemi diizeylerinde
diistis olur. Ayrica diger Plasmodium spp. ile enfeksiyon ge¢irmis olmak da enfeksiyonu
Onlemez; ates ve parazit sayisinda diisiis olur (Rossati vd. 2016).

2.3.2. Plasmodium malariae

Sivrisinek ve primat konaginda yasam evresini tamamlar. Sitma endemik bdlgelerinin
tamaminda gozlemlenir (Rossati vd. 2016).

2.3.3. Plasmodium knowlesi

Orman makat maymunlarin1 enfekte eder. Su an Kuzey dogu Asya’da insan sitmasinin
onemli bir nedenidir. Neden oldugu enfeksiyon 1965 yilinda gozlemlenmesine ragmen 2004
yilinda tanimlanmistir (Singh vd. 2004).

2.3.4. Plasmodium vivax

P. vivax sitma vakalarinin %8’den sorumlu iken Afrika kitasinin digina ¢ikildiginda bu oran
%47°1 bulur. P. vivax, P. falciparum ile karsilastirildiginda cevresel sicakligin genis
araliklarina daha toleransh oldugu gozlemlendi. Yapilan filogenetik analizlere gore Asya
makatlarindan bir konak araciligiyla gec¢is yaparak insan paraziti olmustur. Asya, Avrupa,
Orta ve Giney Amerika ve Afrika burnunun endemik alanlarinda P. vivax sitmasi biiyiik
6lglide vakalara neden olur. P. vivax’in kontrolii ve eliminasyonu P. falciparum’dan daha
zordur ¢iinkii; birincil enfeksiyonun ¢éziimiinden sonra tekrarlanma egilimi vardir. Ayrica
niikseden P. vivax susunun oraninda 6nemli cografi varyasyonlar vardir. Plasmodium vivax
tilkemizde sitmaya neden olan Plasmodium tlrlddr (Uyar 2015; Rossati vd. 2016).

2.3.5. Plasmodium falciparum

Plasmodium falciparum tirG ilk olarak William H. Welch tarafindan 1897 yilinda
tanimlanmugtir. P. falciparum Sitma etkenleri arasinda diinyada en sik karsilasilan ve en agir
Klinik tabloyu olusturan tirddr. Genellikle tropikal ve subtropikal bélgelerde gorilen P.
falciparum, dort tir arasinda morbidite-mortalitesi en yiiksek olanidir (Uyar 2015).

P. falciparum ve P. vivax enfeksiyonlarin ¢ogundan sorumlu olan ve birgok insanin enfekte
olmasindan sorumlu olan tiirlerdir. As1 gelistirme alaninda, P. falciparum'a P. vivax'dan ¢ok
daha fazla ilgi gésterilmistir. Bunun nedeni P. falciparum'un daha 6limcil olmasi ve diinya
capinda sitma oliimlerinin %95'inden sorumlu olmasidir. Ayrica P. falciparum, klorokin ve
diger antimalaryal ilaglara ilk diren¢ gosteren insan sitma parazitidir (Jones ve Hoffman
1994). 85 ulke P. falciparum sitmasi i¢in endemik olarak siniflandirilir. P. vivax da oldugu
gibi genis sicaklik araliklarina toleransh degildir, min. sicaklik araliklari 16-21 °C’dir
(Rossati vd. 2016).
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2.4. Sitma Kontrol ve Eliminasyon Calismalari

Plasmodium spp. enfeksiyonlarinin 6nlenmesi farkli araglar kullanilarak basarilabilir. Sitma
kontrol ve eliminasyon calismalar1 genel olarak; vektor kontrol calismalari, asilar ve
kimyasal korunma ve engellemedir.

2.4.1. Vektor Kontrol Calismalar

Sivrisineklerin yok edilmesi sitmanin ortadan kaldirilmasi igin bir sec¢enek olarak
goriilmemektedir. Vektor kontrol yaklasimlari; etkinlik, maliyet ve cevre (zerindeki
etkilerinin derecesi agisindan farklilik gdstermektedir. insektisit uygulanmis yatak filelerinin
kullanimi giiglii bir etkiye sahiptir.

Vektor kontrol yaklasimlari:

— Yaygin insektisit kullanimi (DTT),

— Larvasitlerin kullanima,

— Bataklik ve diger yetistirme alanlarinin imha edilmesi,

— Ev i¢i residiiel insektisit piiskiirtme (Konutlarda, duvarlarda, perdelerde veya diger
yiizeylerde kalic1 bocek ilacinin kullanima.),

— Insektisit ile muamele edilmis yatak aglarinin kullanimu,

— Endektositlerin kullanimi da &nerilmektedir. Bu ilaglar1 drnegin Ivermektini alan
bireylerden beslenen sivrisineklerin dmrii kisalir veya olirler (Phillips vd. 2017,
Ouédraogo vd. 2015).

2000-2015 yillar1 arasinda, Afrika’da uzun siireli insektisit muamele edilmis yatak filelerinin

kullanim1 ve ev i¢i rezidiiel piiskiirtme sitma vakalarmin iicte ikisinin 6nlenmesinden
sorumludur (Chanda vd. 2014; Bhatt vd. 2015).

CRISPR-Cas9 gen diizenleme teknolojisindeki ilerlemelerle beslenen genetik yaklagimlar,
bocek kontrol stratejileri i¢in heyecan verici bir gelisme alanini temsil etmektedir.
Gilinlimiizde 2 ana yaklasim vardir; sivrisineklerin herhangi bir doliiniin steril olacagi sekilde
modifiye edilmesi olan popiilasyon baskilama ve sivrisineklerin yavrularinin Plasmodium
spp.’ye direngli olacak sekilde modifiye edilmesi olan niifus degisimi (Burt 2014; Phillips vd.
2017). Popiilasyon baskilamanin ilk yaklagimi, steril erkek boceklerin salinmasini igerir
(Oliva vd. 2014). Dollerini o6ldiiren dominant letal geni tasiyan erkek bocegin salinmasi
stratejisi gelecek i¢in diistiniilmektedir (Bourtzis 2016; Black vd. 2011).

Bagka bir yaklasim da Wolbachia spp. (Birgok bdcekte dogal olarak kolonize olabilen
parazit) ile enfekte olmus Aedes aegypti sivrisineklerinin (Dang hummasi, sart humma ve
Zika virlslerinin vektorii) Dang viriisiinii ev sahibi insana iletemedigi bulgusundan
esinlenmistir (Bull ve Turelli 2013).

Yukaridaki yaklagimlarin her biri ¢ok umut verici olmasina ragmen, h&lad ¢ok erken bir
asamadadir ve gevresel belirsizlikler engeller sunmaktadir (Phillips vd. 2017).
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2.4.2. Kimyasal Korunma ve Engelleme

Kimyasal korunma; turist, askeri personel ve acil epidemik riski tasiyan popiilasyonlarin
endemitesi yliksek olan bolgelere giris yapmast durumunda gegici olarak koruma saglayan
ilaglarin  kullanimidir. Kimyasal korunma biiylik popiilasyonlara etkinligi kanitlanmig
ilaclarin diizenli olarak tedavi dozlarinin verilmesi esasmna dayanir. Su anda kimyasal
korunma i¢in 3 altin standart vardir:

— Ginlik olarak alinan atovaquone—proguanil,
— Ginlik olarak alinan doxycycline,
— Haftalik olarak alinan mefloquine.

[lk WHO global sitma eradikasyon programu klorokin bazli tedavilere ek olarak DDT
kullanimi ile genis 6l¢ekte insektisit kampanyasini igeriyordu (Phillips vd. 2017). Bu strateji
P. falciparum’a karsi oldukgea etkiliydi. Sivrisineklerin insektisitlere karsi direng gelistirmesi
ve DTT kullaninminin maliyet ve c¢evresel endiselerden Otiiri azalmasi sitmanin
eliminasyonunu yavaslatmistir. Sitma iliskili 6liimlerin sayisinda kayda deger diisiise neden
olan artemisin temelli kombine terapiler diinya ¢apinda kullanilmistir. Fakat ilag direnci bu
programi da geriletmistir.

P. vivax, P. ovale ve P. malaria'nin olusturdugu sitma genellikle klorokin ile standart bir
tedavi gerektirir. Artemisin temelli kombine terapiye gecilmeden Once ¢ogu iilkede sitma
kontrollinde kaydedilen ilerleme klorokin ve primetamin- sulfadiyazin direncli P. falciparum
suglarinin ve daha yakin zamanda diger direngli Pasmodium spp.’lerinin diinya ¢apinda
ortaya ¢ikmasiyla tersine dondii.

2.4.3. Asilama

Sitma kontrolii i¢in kiiresel ¢abalara ragmen, hastalik 6nemli bir halk saglig: tehdidi olmaya
devem etmektedir. Etkin bir as1 basarili bir sitma eliminasyonu i¢in énemli bir kamu saglig1
aract olmasina ragmen heniiz sitmaya kars1 lisansli bir a1 yoktur. Etkili bir as1 gelistirilmesi;
anti-malaryal bagisikligin zayif anlagilmig olmasi, korunma bagisikliginin eksikligi ve sitma
parazitlerinin genetik gesitliliginden dolay1 zordur (Ouattara ve Laurens 2015). Sitmaya kars1
bagisiklik yanitinin tiim bilesenleri; karaciger evresi sirasinda hiicresel, kan evresi slirecinde
humoral bagisiklik rol aldig: halde yalnizca kismi bir koruma saglanan bir hastaliktir ve bu
da etkili bir as1 gelistirmede zorluklara neden olur (Phillips vd. 2017).

Asilar, hastaligin yok edilmesinde harikadir fakat etkili bir sitma asisi, etkili bir as1
gelistirilebilen bakteri ve viriislerden farkli olarak zordur. Protista patojenleri yiizlerce hiicre
yiizey protein varyantlar1 kodlama gibi oldukca yiiksek etkili immiin ka¢inma stratejileri
gelistiren biiylik genom mikroorganizmalart oldugu icin zorlayicidir. Bununla birlikte,
antijenleri ve gelistirilmis adjuvanlar1 tiretmek i¢in gelistirilmis biyoteknolojik cephanelikler
bu sorunun iistesinden gelmeye yardimci olacaklardir (Phillips vd. 2017).



KAYNAK TARAMASI K. CICEK

Bu basarilar, asilarin, bulasici hastaliklarin kontrolii, dnlenmesi ve ortadan kaldirilmasi i¢in
en uygun maliyetli tek miidahale olarak kabul edilmesidir. Bununla birlikte, sitma
parazitlerden kaynaklanir ve parazitler, biyolojileri agisindan, asilari olan virlis ve
bakterilerden ¢ok daha karmasiktir. Ornegin, genomlar1 viriis ve bakterilerden (P.
falciparum>5400 gen) ¢ok daha biiyiiktiir ve viriis ve bakterilerin sahip olmadigi yasam
dongiilerinin bircok asamasina sahiptir.

Bu farkli asamalar, parazitlerin konake¢1 hiicrelerin i¢inde veya disinda olup olmadigina ve
birgok durumda antijenik olarak farkli olmasina baglh olarak bagisiklik sisteminin farkli
kollar1 tarafindan saldirrya ugramis olmalidir. Ornegin sivrisinekler tarafindan enjekte edilen
sporozoitlere karst koruyucu antikorlar, tiim hastaliga neden olan asekstel eritrositik
asamalar1 tanimaz. Bu nedenle bir sporozoit, aginin neden oldugu koruyucu antikorlardan
kurtulursa bir hafta sonra 10.000-40.000 merozoit karacigerinden kagacaktir. Her biri farkli
bir eritrosit istila edebilir ve bu eritrositik evre parazitlerinin hicbiri sporozoit yuzeyindeki
ana antijen olan circumsporozoite proteini (CSP) antikorlar1 tarafindan taninmaz. Bu
karmagiklik, parazitler i¢in viriisler ve bakterilerden daha fazla bir as1 gelistirmeyi zorlagtirir.
Gergekte, herhangi bir insan parazit enfeksiyonunun 6nlenmesi i¢in piyasada herhangi bir as1
yoktur (Hoffman 2015).

Yiiksek bulagsmali malaryali bolgelerde yasayan yetigkinlerin kismi koruyucu bagigiklik
kazanmasi as1 gelistirilmesinin olasi oldugunu gostermektedir (Phillips vd. 2017). Tim yil
boyunca sitma iletiminin oldugu bdlgelerde yasayan yetigkinler ve 5 yasindan biiyiik
cocuklarda parazite tekrarlayan sekilde maruz kalmalarindan dolayr kismen koruyucu
bagisiklik gelistirirler. Alt1 aydan biiylik ¢ocuklar 6zellikle daha hassastir. Ciinkii anneden
gelen antikorlar1 kaybederler ve koruyucu bagisiklik gelistirmeye heniiz sahip degillerdir. P.
vivax’a karsi daha hizli bagisiklik kazandirildigina dair kanitlar vardir (Mueller vd. 2013).
Diisiik koruyucu bagisikliga sahip bireyler P. falciparum’a kargi ozellikle de siddetli
sitmalara kars1 savunmasizdirlar. Sitma hastaliginin siddeti koruyucu bagisikligin seviyesi
ile alakalidir ve koruyucu bagisiklik, semptomlarin siddetini ve siddetli sitma riskini
diistirmeye yardimer olur (Dobbs ve Dent 2016; Fowkes vd. 2016; Teo vd. 2016).

Anti-malaryal bagigikligin tam olarak anlagilamamis olmasi asi gelisimini engellemeye
devam etmektedir. Endemik bdlgelerde antimalaryal bagisiklik uzun periyotlarda gelisir
ancak yetersizdir. Cogu sitma deneyimli kisiler bile sitma enfeksiyonuna karsi hassastir
ancak klinik hastaliklara duyarli degildir. Enfeksiyon siiresince parazitemiyi kontrol etmek
icin hem humoral hem hiicre aracili immiin yanit; antikor lretimi, sitokin salinimu,
diizenleyici ve efektor T hiicresi uyarimi, nétrofil ve monosit aktivasyonunu baslatir
(Iriemenam vd. 2009 a, b; McCall vd. 2010). Diger as1 ile engellenebilir hastaliklarda oldugu
gibi tek bir bagisiklik testinden elde edilen sonuglar korumanin esik degerini sergilemez
(Ouattara ve Laurens 2015).

Su anki as1 gelistirme calismalar1 parazitin yasam dongiisiiniin farkli evrelerindeki ¢oklu
antijen kullanimi iizerine odaklanmistir. Gelecekteki calismalarin insanlardaki bagisiklik
yanitinin dogasma ve Ozellikle de T hiicre yanitinin azalmasima neden olan faktdrlere
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odaklanacag diistiniilmektedir. Sitma asilar1 parazit gelisim evrelerine dayanarak 3 gruba
ayrilabilir:

— Pre-eritrositik evre asilari

— Eritrositik evre asilari

— Tletim bloklama asilar1 (Transmission Blocking, TB) ve gebelikle iliskili sitmaya
kars1 agilar da dahil olmak tizere “diger asilar” (Ouattara ve Laurens 2015).

2.4.3.1. Pre-eritrositik asilar

Etkili bir immiin yanit, P. falciparum sporozoitlerinin deriden karacigere yolculugunu
engellemek i¢in hizli bir sekilde etki etmelidir. Hem humoral yanit hem T-hiicre yaniti, pre-
eritrositik aginin amaci olan hepatosit invazyonunu engellemek i¢in gereklidir.

Isinlanmig sporozoitler ve dogal enfeksiyon gibi karmasik antijenlerin sagladigi bagisiklik
ile meydana gelen antijenlerin saflastirilip ¢ogaltilarak kullanilmasi ¢ok zor olmaktadir. En
iyi sonuclar sporozoitlerin yiizeyindeki en bol antijen olan circumsporozoite proteini (CSP)
kullanilarak elde edilmistir. Bu proteinin, hepatositlerin sporozoitler tarafindan iggalini
inhibe eden antikorlar1 uyardigi ve enfekte olmus karaciger hiicrelerini 6ldiirerek T hiicre
yamtim indiikledigi bilinmektedir. Onde gelen pre-eritrositik as1 adayr RTS,S’dir (Phillips
vd. 2017; Ouattara ve Laurens 2015). RTS,S tescilli bir adjuvan ve hepatit B viris ylzey
antijeni ile kombine edilmis P. falciparum circumsporozoite proteini pargalarini igeren bir
rekombinant proteindir. RTS,S’in immiinogenetisesi, daha Once anlatimi yapilmis
rekombinant circumsporozoite antijeninden daha iyi oldugu bulundu ve gelistirilen RTS,S
asis1 farkli adjuvanlarla kanstirilarak goniillii yetiskin bireyleri asilamak i¢in kullanildi
(Rappuoli ve Aderem 2011).

RTS,S’in agilamayi takiben ilk faz 3 klinik denemesinde, doz 3’den sonraki 18 ay boyunca
cocuklarda klinik sitmaya kars1 etkinlik genel olarak %46 idi. Fakat zamanla aginin etkinligi
diismeye bagladi. Asinin etkinliginin arttirtlma gabalar1 devem etmektedir. Bu ¢cabalardan biri
diger antijenlerle RTS,S asisinin kombine edilmesidir (Agnandji vd. 2014; Heppner vd.
2005). Ayrica Zamanla etkinliginin diistiigliniin gézlemlenmesiyle beraber RTS,S asisinin
uzun siireli koruma saglayamadigi fakat diisiik endemik alanlarda sitma iletimini engellemek
icin kimyasal koruyucularla beraber kullanilabilecegi fikri ortaya ¢ikti (Gosling ve Seidlein
2016).

Gelismedeki diger pre-eritrositik asi stratejileri ¢oklu epitop trombospondin ile iliskili
adezyon proteini (ME-TRAP) ve tim organizma sporozoit stratejilerini icerir. ME-TRAP, P.
falciparum karaciger evresi CD4, CD8 T hiicre epitoplarini ve B hiicresi ile kaynagsmasini
kapsar (Ouattara ve Laurens 2015). Bu as1 Kenya’da faz 2b calismalarinda koruma
saglayamadi (Ewer vd. 2013) fakat diger varyantlar hala gelistirilmektedir (Seder vd. 2013).

Radyasyon ile zayiflatilmis tiim organizma sporozoit agisinin en yiiksek dozunu alan Kuzey

Amerikal1 6 goniillide %100 etkinlik gozlemlendi (Sabchareon vd. 1991). Fakat bu as1 su an
igin intra-veno6z olarak uygulandigi i¢in bu asmin kiitle uygulamasinin pratik olmayacagi
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diistiniilmekte ve teslim etmenin alternatif uygulamalarma yonelik caligmalar devam
etmektedir (Ouattara ve Laurens 2015).

2.4.3.2. Eritrositik asilar

Sitmanin klinik bulgular1 parazitin kan evresi enfeksiyonundan kaynaklanir. Bu nedenle kan
evresi agilar1 enfeksiyonu dnlemeden hastalik ve 6liime engel olmaya yoneliktir. Eritrositik
evre suresince immin koruma nétralize edici antikorlar aracilifiyla gergeklesir (Sabchareon
vd. 1991; Cohen vd. 1961). Enfekte kirmizi kan hiicrelerinin ve merozoitlerin yiizeyinde
ifade edilen antijenler eritrositik sitma asis1 adaylar1 olarak kabul edilir. Merozoit yiizey
proteinleri 1, 2, 3 (MSP1, MSP2, MSP3), serin-tekrar antijeni, eritrosit baglama antijeni,
RESA (ring-infected erythrocyte surfce antijen), GLURP (glutamate rich protein) ve AMAL
(apical membrane antijen 1) eritrositik sitma asis1 adaylarindandir (Ouattara ve Laurens
2015).

Papua Yeni Gine’de MSP1, MSP2 ve RESA proteinlerinin bir karisimi olan B asist
kombinasyonu kullanilarak gergeklestirilen bir asi denemesi sonucunda asi tipi olmayan
parazitik enfeksiyonlarin insidansinda bir artis oldugu gozlendi (Genton vd. 2002). Sitma
endemik bolgelerde, sitma parazitinin ¢oklu allellerinin ¢oklu antijenlerine kars1 tekrarlanan
enfeksiyonlar1 takiben koruyucu immiin yanit zaman i¢inde kazanmilir. Bu, bagisiklik
tepkisinin enfekte eden susun genetik dizisine 6zgii olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu
spesifik bagisiklik cevabindan dolay1 as1 antijeninden farkli olan genetik dizili parazit sitma
hastaligina neden olabilir.

Son yillarda sadece 4 kan evresi antijeni faz 2 as1 denemelerinde test edilmistir. Test edilen
AMAI1, MSP1, MSP3 ve GLURP antijen temelli asilarin hi¢birinin klinik sitmaya kars1 etkili
olmadigi gozlemledi (Ouattara ve Laurens 2015).

2.4.3.3. Tletim bloklama asilar:

Pre-eritrositik ve eritrositik as1 adaylari eger tamamen etkin ise, eseysiz kan evresi
parazitlerinin olusumunu Onleyerek veya ortadan kaldirarak konakgidaki hastaligi
onleyecektir. Bir diger yaklasim olan parazitin 6zellikle sivrisinek orta bagirsaginda bulunan
parazitin cinsel evrelerine karst bagisiklik kazandirmaktir. Sivrisinegin  kandan
beslenmesiyle sivrisinege gegecek olan antikor cinsel liremeyi engelleyecektir. Bu tiir agilara
iletim bloke edici asilar denir ve diger evre asilarinda oldugu gibi asilanmis bireylere
hastaliktan korunma sunmaz. Bu yaklagim agilanmis bireye herhangi bir fayda saglamazken,
topluluga fayda saglar (Phillips vd. 2017). Toplumda yeterli sayida insan boyle bir as1 ile
asilanmis olursa bulasma dongiisii kirilacak ve herkes enfeksiyona karsi korunabilecektir
(Wu vd. 2015).

Basaril1 bir iletim bloke edici as1, parazitin gametositlerine ve/veya ookinet cinsel evrelerine
kars1 notralize edici antikor tepkilerini indiikleyerek dollenme ve Uremeyi engellemelidir
(Matuschewski ve Mueller 2007). Etkin iletim bloklama immiinitesinin tanimlanmis
hedefleri, gametositlerin/gametlerin, zigotlarin ve ookinetlerin yiizeyinde ifade edilen
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proteinlerdir. Daha spesifik olarak, Pfs25, Pfs28, Pfs48 / 45 ve Pfs230'un, bir kan yemegi
sirasinda P. falciparum gametleriyle birlikte sivrisinek vektorii tarafindan yutuldugunda
o6nemli iletim bloklama aktivitesi olan antikorlar1 indiikledigi gosterilmistir ayrica
Plasmodium vivax'taki ortolog Pvs25 proteini de as1 aday1 olarak ¢alisilmaktadir (Jones vd.
2013; Sauerwein ve Bousema 2015).

fletim bloke edici asilarin etkinlik testi, insan kan1 veya insanlar iizerinde dogrudan anofel
sivrisineklerinin beslenmesi esasina dayanan membrane-feeding assay testi araciligiyla
yapilir (Ouattara ve Laurens 2015).

2.4.3.3.1. Pfs48/45-10C

Pfs48/45, yapiya bagli epitoplar sergileyen ve sitmanin iletimini bloke edici (transmission-
blocking) immunitesi i¢cin dnemli bir hedef olan Plasmodium falciparum 6zgul protein
ailesinin bir Gyesidir (Outchkourov vd. 2007). Pfs48/45, parazitin cinsel farklilasmasi
esnasinda gametositlerde anlatim1 yapilan ve erkek gamet dogurganliginda énemli bir rol
oynayan proteindir (Dijk vd. 2001). Pfs48/45 parazitin ddllenmesinde anahtar rol oynar ve
anti-Pfs48/45 monoklonal antikorlar1 parazitin ddllenmesini engeller (Outchkourov vd.
2008). Pfs48/45 ¢oklu disiilfiir baglar ile sistein bakimindan zengin domainlerden olusur.
Bunlar iletimi bloke edici aktivitesi olan birgok monoklonal antikor tarafindan taninan farkl
yapisal B hiicre epitoplarini olustururlar (Draper vd. 2015).

Sekil 2.2.'de belirtildigi tizere C-terminal modull anti-epitop I tarafindan taninan 6 sistein
motifi icerir; orta modul antiepitop Ilb ve anti-epitop III tarafindan taninan 4 sistein motifi
igerir; N-terminal modull anti-epitop V tarafindan tanmnan 6 sistein motifi igerir
(Outchkourov vd. 2007).
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Sekil 2.2. Pfs48/45 proteininin bulagsmay1 bloke edici epitoplarinin gosterimi (Outchkourov
vd. 2007)

Fonksiyonel bir konformasyonda, tam uzunlukta rekombinant Pfs48/45 iiretme cabalari
biiyiik 6l¢iide basarisizlikla sonuglandigi igin ¢aligmalar bu proteinin domainlerini Uretmeye
yonelmistir (Chowdhury 2009). Onceki ¢alismalarda dzellikle epitop I’ in gii¢lii bulasmay1
bloke edici aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Roeffen vd. 2001). Ayrica Pfs48/45’in
dogal konformasyonunun yeniden olusturulmasi ile ilgili zorluklarin {istesinden gelmek i¢in
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bulagmayi bloke edici 3 epitopu igeren Pfs48/45 10C domaini potansiyel asi aday1 olarak
anilmaktadir (Draper vd. 2015). Pfs48/45-10C fragmenti, iletim engelleme antikorlarini
yiiksek titrasyonlarda olusturma, proteazlara karsi diren¢ gosterme ve konformasyon
acisindan en yiiksek stabiliteyi gOstermesi agisindan umut veren bir as1 antijen adayidir
(Outchkourov vd. 2008).

Ayrica 10C fragmentinin diger yasam evrelerinde parazit tarafindan olusturulan antijenler ile
flizyonu sonucu kimerik fiizyon as1 aday proteinleri iiretilmektedir. Ornegin; GMZ2°.10C,
parazitin hem bulagsma hem de aseksiiel yasam dongiisii asamalarini hedefleyen ¢ok asamali
bir sitma asis1 i¢in potansiyel bir adaydir. GMZ2’.10C 6nemli sitma parazit antijenlerinin
epitoplarin1 birlestirir: glutamat bakimindan zengin protein (GLURP), merozoit yiizey
proteini 3 (MSP3) ve yiiksek disiilfit bagl Pfs48 / 45-10C (Mistarz vd. 2017).

2.5. Deglikosilasyon Stratejisi

Bircok proteinin fonksiyonel 6zellik kazanabilmesi i¢in post-translasyonel modifikasyonlara
tabi tutulmasi gerekmektedir. Cok g¢esitli posttranslasyonel modifikasyon tipi mevcut
olmasina ragmen glikosilasyon dkaryotlarda ikinci siklikta meydana gelen posttranslasyonel
modifikasyondur. Glikosilasyon, bir oligosakarit yan zincirinin bir proteine kovalent olarak
baglanmasidir. Bes ayr tipte seker-peptid bagi tanimlanmistir fakat en yaygin gergeklesen
N-bagli ve O-bagl glikosilasyondur (Blom vd. 2004).

N-bagli glikosilasyon asparajin (Asn) amino asitinin amino (NHz) grubu ile belirli bir
karbonhidrat grubu arasinda meydana gelir. Asn-Xaa-Ser motifi (Xaa prolin disindaki
herhangi bir amino asit) glikosilasyon i¢in konsensus sekansi olarak kabul edilmektedir. N-
bagli glikosilasyon oligisakkaril transferaz adi verilen enzimler tarafindan ER’da
gerceklestirilir (Braakman ve Bulleid 2011; Roth vd. 2010; Schwarz ve Aebi 2011). O-bagh
glikosilasyon serin veya treonin amino asitinin hidroksil grubuna (OH) karbonhidrat
eklenmesiyle meydana gelmektedir. Genellikle golgide gerceklesir. O-bagh glikosilasyonda
kullanilan oligosakkarit zincirleri N-bagl glikosilasyondaki ile karsilastirildiginda genellikle
daha kisa ve daha basit yapili oldugu goze carpmaktadir (Krueger ve Srivastava 2006;
Reinders ve Sickmann 2007; Walsh vd. 2005).

HOCH, HOCH, &
9 H
H HO |
HO H H |
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H OH -
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H HN-CO-CH, E H HN-CO-CH, E

Sekil 2.3. a) Bir N-bagl glikoprotein (N asetil glikoSaminin asparajine baglanmasi); b) Bir
O-bagli glikoprotein (N asetil glikoSaminin serine baglanmasi) (Gomord vd. 2010)
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Glikosilasyon proteinlerin katlanip {i¢ boyutlu yapisini kazanmasi, proteinlerin gerekli hiicre
i¢i hedeflerine tasinmasi ve hiicrelerin birbirleri ile etkilesimlerinde rol alir. Glikosilasyon,
proteinlerde en yaygin goriilen posttranslasyonel modifikasyondur ve proteinin antijenik
Ozelligine katkida bulunur. Cogu farmasoétik proteinler, biyolojik aktiviteyi géstermek icin
coklu es zamanli veya translasyon sonras1 modifikasyon gerektiren kompleks proteinlerdir.
Veri tabanina gore, Okaryotlardaki proteinlerin yarisindan fazlast ve onaylanmis
biyofarmasatiklerin tgte biri, glikoproteinlerdir (Gomord vd. 2010).

N-bagli glikosilasyon, heterolog ekspresyon sistemlerinde iiretilmis rekombinant terapotik
proteinler ve alt birim asilarin1 da igeren birgok proteinin dogru katlanmasi, stabilitesi ve
fizyolojik aktivitesi icin gereklidir (Wujek vd. 2004; Gomord vd. 2010). Bakteriyel
proteinlerin yanisira bazi 0karyotik proteinler dogal konakgida N-glikanlar icermeyebilir
fakat bu proteinler, 0karyotik ekspresyon sistemlerinde anlatimi yapildiginda potansiyel
olarak bozulmus fonksiyonel aktiviteye neden olan anormal glikosillenmeye ugrayacak
coklu potansiyel glikosilasyon boélgesi icerebilir Ornegin, Plasmodium falciparum’un
Pfs48/45, Pfs25 ve Pfs230 proteini, insan faktor 13 ptoteininin A zinciri N-bagh glikanlar
tasimaz ve Bacillus anthracis koruyucu proteini (protective antigen) bir glikoprotein degildir.
Fakat bu proteinler potansiyel N-bagl glikosilasyon bolgesi igerirler ve bu proteinlerin maya,
memeli veya bitki sistemlerinde ekspresyonlari sirasinda bu bolgeler istenmeyen anormal
glikosilasyona ugrayabilir.

Karbonhidratlarin baglanmasi, bir proteinin fiziko-kimyasal 6zelliklerini giiclii bir sekilde
etkiler. Bu nedenle spesifik aktivite, ligand-reseptor etkilesimi ve immiinojenisite gibi temel
biyolojik dzelliklerini degistirebilir. Ornegin, sitma as1 aday1 olan ve 7 olas1 N-glikosilasyon
bolgesi iceren Pfs48/45 proteininin maya sisteminde (Pichia pastoris) anlatimi yapildiginda;
protein TB aktivite gostermez ve farede TB antikorlarini uyarmaz. Ayrica Nicotiana
benthamiana bitkisinde anlatimi yapilmis olan Pfs48/45 proteininin TB aktivitesi diistiktiir.
Bu diisik TB aktivitesi, glikosilasyondan dolayr proteinin 6nemli epitoplarinin
maskelenmesi veya dogru olmayan katlanma ile baglantili olabilir. Clinku, Pfs48/45 proteini
7 olas1 N-bagl glikosilasyon bolgesine sahiptir ve herhangi bir 6karyotik konakgida anlatimi
yapildiginda bu bolgeler anormal glikosillenmeye ugrayacaktir. Bu yiizden glikosillenmemis
formda rekombinant proteinlerin Uretilebilmesi igin strateji gelistirmek ¢ok onemlidir (Guo
vd. 2002; Partridge vd. 2004; Bushkin vd. 2010; Mammedov vd. 2012).

Mammedov vd. (2012; 2017) tarafindan bitkide, glikosilasyona ugramadan hedef
proteinlerin {iretilmesi i¢in bir strateji gelistirildi. Bu strateji gecici gen anlatimi araciligiyla
ilgili hedef gen ile bakteriyel deglikosilasyon enzimleri olan PNGase F (Mammedov vd.
2012) veya Endo H enzimlerinin birlikte ekspresyonu temeline dayanmaktadir (Mammedov
vd. 2017). PNGase F (Peptide: N-glycosidase F), N-baglantili glikoproteinlerdeki yiiksek
mannozlu, hibrit ve kompleks oligosakkaritlerin en i¢teki N-Asetil-D-glukozamin (GIcNAc)
ve asparagin kalintilar1 arasindaki bagi kesen, gram negatif bakteri olan Flavobacterium
meningosepticum tarafindan salgilanan 34.8 kDa'lik bir enzimdir (Mammedov vd. 2012).
PNGase F, asparajin ila aspartatin deamidasyonundan dolayr deglikosile edilmis proteinin
glikosilasyon bolgesinde (N-X-S / T) bir amino asit degisikligine neden olur. Bir diger enzim
olan Endoglikosidaz H (Endo H), yiksek mannozlu ve hibrid, ancak kompleks olmayan
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glikanlar tizerindeki glikan zincirinin ¢ekirdek bolgesindeki iki GIcNAc kalint1 arasindaki N-
bagh glikanlar1 ayirir (Mammedov vd. 2017).

XY
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Sekil 2.4. N-bagl glikanlarin ¢ekirdeginde bulunan PNGase F ve Endo H duyarli baglar.
PNGase F, GIcNAc ve Asn arasindaki bagi kesen, tiim seker zincirini serbest birakan ve Asn'i
Asp'e doniistiiren bir glikoamidazdir. Endoglikosidazlar (H, D ve Fs), ¢ekirdek bolgedeki iki
GlcNAc kalintis1 arasindaki bagi keser fakat bir GIcNAc proteine hala bagl kalir (Gomord
vd. 2010)

Glikan icermeyen hedef proteinlerin tretimi icin in vivo enzimatik deglikosilasyon stratejisi,
bitkilerde glikosile edilmemis proteinlerin tretimi i¢in gii¢lii bir strateji haline gelme
potansiyeline sahiptir. Daha 6nceki calismalar in vivo deglikosilasyon ile tretilen proteinlerin
oOzelliklerinin (aktivite, imminojenite, vb.) in vitro deglikosile edilmis eslerinden farkl
oldugunu kanitlamistir. Ayrica bu strateji ile iiretilmis olan antijen proteinlerinin daha stabil
oldugu ve gii¢lii bir antikor uyarimini sagladigi gézlemlenmistir (Mammedov vd. 2017).

2.6. Bitkide Gegici Gen Anlatimm

Son yillarda heterolog proteinlerin bitki temelli asir1 ekspresyonu ¢ok ilgi ve gelisme
gostermistir. Rekombinant proteinlerin dretimi igin bitki, bakteri, maya, bocek ve memeli
hiicre kiiltiirii gibi bir¢ok ekspresyon sistemi gelistirilmis ve kullanilmaktadir. Bitki
ekspresyon sisteminin diger ekspresyon sistemleri ile karsilastirildiginda, okaryotik
translasyon sonrasi modifikasyon mekanizmalarina sahip olmasit ve gegici gen ifadesi
sayesinde hedef proteini yapraklarinda 1 haftadan kisa bir siirede yiiksek miktarda
Uretebilmesi gibi 6nemli avantajlari mevcuttur. Bitki ekspresyon sistemlerinin kolay
Olceklenebilirligi, iiretimin daha ekonomik olmasi ve insan patojenlerini barindirmamasi
nedeniyle daha giivenilir olmasi1 diger avantajlaridir (Scholthof ve Scholthof 1996; Mett vd.
2008; Yusibov ve Mamedov 2010; Yusibov vd. 2016). Heterolog proteinler, stabil olarak
transforme (transgenik veya transplastomik) veya gecici olarak transforme edilmis bitkilerde
uretilebilir (Shamloul vd. 2014). Bir transgenik bitki hattinin yaratilmasi ve sonug olarak, bu
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bitkilerden bir proteinin uretilmesi, 6nemli 6lguide zaman ve maliyet gerektirir. Transgenik
bitkiler tarafindan hedef proteinlerin ekspresyon seviyesi genellikle diisiiktiir ve bu da onlarin
saflastirilmasinin zorluguna bagli olarak yiiksek bir trtiin maliyetine yol acar (Edelbaum vd.
1992; Kusnadi 1997). Gegici gen anlatimi, stabil olarak transforme edilmis bitkilerin
olusumuna hizli bir alternatif saglar (Kapila vd. 1997). Boyle bitki biyofabrikalarinin
avantajlar1 manipiilasyonun kolayligi, hiz, diisiik maliyet ve bitki dokusu agirlig1 basina
genellikle daha yiiksek protein verimi saglamasidir.

Gegici protein Uretimi bakteriyel binary vektorlerinin veya rekombinant bitki viral
vektorlerinin bitki dokularina sunulmasiyla elde edilir. En gelismis gecici ifade sistemi, bitki
virilisleri ve binary plazmidlerin bilesenlerini birlestiren ve agroinfiltrasyon yoluyla teslim
edilen "launch vektorleri" nin kullanilmasina dayanir (Shamloul 2014). Bitkilerin molekdler
genetik modifikasyonu Agrobacterium tumefaciens'in tanimlanmis bir DNA segmentini (T-
DNA) bitki cekirdegine aktarma kabiliyetinden yararlanarak (Gelvin 2003), ¢ogunlukla
binary vektor sistemleri kullanilarak gergeklestirilir. Bu vektorler iki boliimden olusur.
Birinci bilesen, bitki hiicresine aktarilacak olan T-DNA’y1 i¢eren kasettir; ikinci bilesen hem
E. coli hem de A. tumefaciens igin plazmid replikasyon fonksiyonlarini, bakteriler i¢in
secilebilir markor genleri ve istege bagli olarak plazmid mobilizasyon fonksiyonlarini
kodlayan genleri tagiyan vektor omurgasidir (Komarova 2010; Komori vd. 2007; Lee ve
Gelvin 2008).

Bitkilerde anlatim i¢in vektor sistemlerinin olusturulmasinda kendi kendini kopyalayan
virslerde bulunan dizilerden yararlanilir. Kendi kendine ¢ogalan viral vektorlerin temeli
olarak birkag farkli bitki virtisti kullanilmistir: Tobacco mosaic virus (TMV), Potato X virus
(PVX), Cowpea mosaic virus (CPMV), Tobacco etch virus (TEV). Bu tlr vektorler,
Agrobacterium siispansiyonlari ile yaprak dokusunun infiltrasyonu sirasinda vektoriin bitki
hiicrelerine aktarilmasi i¢in bir arag¢ temin eden bir ikili plazmidin T-DNA kismi igine
yerlestirilebilir.

Viral ekspresyon sistemleri kullanilarak bitkilerde iiretilen proteinlerin verimini etkileyen
bircok faktor vardir: Promoter aktivitesi, gen susturulmasi, anlatim verimliligi, vektor boyutu
vb. Transkripsiyon sonrasi gen susturulmasi (PTGS), agroinfiltre edilmis yapraklarda
rekombinant proteinlerin diisiik seviyeli ifadesinin nedenlerinden biridir. PTGS'yi azaltmak
icin Tomato bushy stunt virus (TBSV) gelen P19 proteini gibi gen susturma bastiricilarinin
kullanimi, verim iizerinde biiyiik bir etkiye sahiptir (Peyret ve Lomonossoff 2015; Mardanova
vd. 2017). Farkli bitki tiirlerinin bitki binary vektorleri ile agroinfiltrasyonu sonucu iretilen
protein stabil olarak transforme edilmis bitkininkine kiyasla 5-20 kat daha fazladir. Gegici
bitki bazli gen anlatimi hem ticari hem de akademik ilgi alanlarindaki proteinlerin tretimi
icin Ozellikle cazip bir segenek haline gelmektedir (Sainsbury ve Lomonossoff 2008).
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@ Agovacwns Bitki viruslen

@ @9
S EF

benary vaktor ve obpuwcn kasatlan:

LB RB

Sekil 2.5. Bitkide gecici gen anlatiminin gosterimi (Mardanova vd. 2017)

17



MATERYAL VE METOD K. CICEK

3. MATERYAL VE METOD
3.1. Organizma ve Plazmitler

E. coli XL1Blue, Prof. Dr. Mehmet inan tarafindan saglandi1 (Gida Miihendisligi,
Akdeniz Universitesi).

A. tumefaciens AGL1-psoup, Profesér Sophien Kamoun tarafindan saglandi (The
Sainsbury Laboratory, Norwich, Ingiltere).

N. benthamiana, Akdeniz Universitesi serasinda torf ve perlit karisimi (3:1 oraninda)
iizerinde yetistirildi ve deneylerde 6-7 haftalik bitkiler kullanildi.

Modifiye edilmis pEAQ vektorl, susturmanin bastiricisi olan P19 dahil olmak lizere
coklu ekspresyon kasetlerinin birlikte anlatimina ve genlerin hem kesim enzimi bazli
klonlama hem de GATEWAY rekombinasyon ile dogrudan sokulmasina izin verir.

3.2. Besiyerleri
LB-Broth besiyeri
e LB-Broth 25¢
e Distile su 1000 ml

Bilesenler bir araya getirilerek distile suda c¢ozdirildi. pH:7.0’a ayarlandi ve
121°C’de 30 dakika otoklavlanarak steril edildi.

SYS (BBL) besiyeri

e Soyhidrolizat 10g

e Yeast extract 59

e NaCl 59

e Distile su 1000 ml

Bilesenler bir araya getirilerek distile suda ¢ozdiiriildii. pH:7.0’a ayarland1 ve
121°C’de 30 dakika otoklavlanarak steril edildi.

SOC besiyeri
e Bactotripton 209
e Bacto yeast extract 59
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e NaCl5M 2ml

e KCI1M 2,5 ml
e MgCI2 1M 10 ml

e MgSO4 10 mi

e Distile su 1000 ml

Bilesenler bir araya getirilerek distile suda ¢ozdiirtildi ve 121 °C’de 30 dakika
otoklavlanarak steril edildi. Besiyeri otoklavdan ¢ikarildiktan sonra sicakligin
50°C’ye gelmesi beklendi ve daha sonra steril kabin altinda 20 ml 1M glukoz

eklendi.

MMA besiyeri

e MES 1,952 g
e MgCI2 10 ml

e Distile su 1000 ml

Bilesenler bir araya getirilerek distile suda ¢ozdiriildii. pH: 5.8’e ayarland1 ve
121°C’de 30 dakika otoklavlanarak steril edildi. 1L MMA besiyerine kullanmadan
once 150ul Asetosyringene eklenmelidir.

Asetosyringene (AS, 100 mM) stok ¢ozeltisi

e Asetosyringene 0,3924 g
e Etanol (%95) 12 ml
e Distile su 8 ml

1L MMA besiyerine 150ul Asetosyringene eklenmelidir.
3.3. Cozeltiler ve Tamponlar
Agaroz Jel Elektroforezi
TAE Tamponu (50X)
e Tris-base 242 ¢

e Glasiyal asetik asit 57.1ml
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e EDTA (0.5M, pH 8.0) 100 ml
e Distile su 1000 ml

EDTA (0,5 M, pH: 8.0, 100 ml)

e EDTA 14,612 g
e Distilesu 100 ml
Agaroz Jel (%1’lik)

e 0,6 g agaroz tartildi ve iizerine 60 ml 1XTAE tampondan eklendi. Agarozun
coziinmesi i¢in yaklasik olarak 2 dakika mikrodalga firinda bekletildi. Agaroz
tamamen eridikten ve sicaklig elle tutulabilir sicakliga geldikten sonra 1,2 pl
Etidyum Bromid (EtBr) eklendi ve hafif bir sekilde karistirildi. Karigim
onceden hazir hale getirilmis ve uygun tarak yerlestirilmis olan elektroforez
tankina kabarcik olusturmadan dokiildii. Jelin donmasi beklendi.

Kompetan Hiicre Hazirlanmasi

1 M CaCl:

e CaCl; 1,47 g
e Distile su 10 ml
0,1 M CaCl:

e 1M CaCl: 1 mi

e Distile su 9ml

%50 Gliserol Solusyonu
e Gliserol 509
e Distile su 50 ml

Hassas terazi iizerinde 50 g siv1 gliserol tartild1 ve 50 ml distile su ile karistirildi.
Karisim 121 °C’de 30 dakika otoklavlanarak steril edildi.

0.1M CaCl2 /%15 gliserol

e 1MCaCl 1 ml
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%50 gliserol

Distile su

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

Tris HCI (1.5 M, pH: 8.8)

Tris-base

Distile su

3ml

6 ml

92,5

250 ml

pH, HCI ile 8.8’e ayarland1 ve distile su ile 500 ml’e tamamlanda.

Tris HCI (0.5 M, pH: 6.8)

Tris-base

Distile su

Yuriatme Tamponu (1X)

Tris-base
Glycine
SDS (%10)

Distile su

Ornek yiikleme tamponu (5X, Laemli Buffer)

Tris-HCI (1 M)
Glycerol

SDS

2-merkaptoetanol (%25)

Bromofenol mavi stok ¢ozeltisi (100 mg/20 ml)

21
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250 ml

pH, HCI ile 6.8’e ayarlandi ve distile su ile 500 ml’e tamamlandi.

3,039
14,39
10 mi

990 ml

9,375 ml
11,9 ml
3,33 gr
7,5 ml

660 pl
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pH: 6,8’e HCl ile ayarland: ve distile su ile hacim 40 ml’e tamamlandi.. -20 °C’de
muhafaza edildi.

Jel boyama cozeltisi (Coomassie staining)

e Coomassie Blue R-250 1lg

e Metanol 500 ml
e Glacial acetic acid 100 ml
e Distile su 400 ml

Boya uzaklastirma cozeltisi (Destaining)

e Methanol 200 ml
e Glacial acetic acid 100 ml
e Distile su 700 ml

APS Solusyonu (%10)

e 60 mg APS, 600 pl distile su igerisinde ¢ozdiirtildli (Taze olarak hazirlanir.).
SDS Solusyonu (%10)

e 10 g SDS 90 ml distile su icerisinde ¢ozdurildu.

Jellerin hazirlanmasi (%10, 4 jel icin)

Stacking jel Resolving jel

e Distile su 7,95 mi 9,7 ml
e %40 Akrilamit-Biss sollisyonu 1,25 ml 5ml

e 15M Tris-HCI - 5mi

e 0,5M Tris-HCI 3,15 ml -

e %10 SDS 125l 200 pl
e TEMED 12,5ul 10 pl

e %10 APS 62,5 ul 100 pl
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Stacking jel dokuldukten sonra yiizeyin piiriizsiiz olmasi ve oksijen ile etkilesimin
engellenmesi icin jellerin yiizeyine 500 pl izopropanol alkol dikkatli bir sekilde
gezdirildi.

Western Blotting

Transfer Tamponu (1X)

e Tris 589

e Glisin 2,939

e SDS (%10) 370 ul
e Distile su 1000 ml
TBS (56X)

e Tris-base 12,1159
e NaCl 42,88 g
e Distile su 1000 ml

Bilesenler distile su icerisinde ¢ozdiiriildii ve pH: 7,5 a ayarlanda.
I-Block

e 0,59 I-block 100 ml 1XTBS igerisinde manyetik karistirici tizerinde tamamen
¢Oziinene kadar karistirildi.

Birincil antikor (primary antibody, 1:1000)

e 10 pl antikor, 10 ml I-block icerisinde ¢ozduruldi.
Ikincil antikor (secondary antibody, 1:2500)

e 4 ul antikor, 10 ml I-block icerisinde ¢ozdiraldi.

Protein Purifikasyonu

1 M NaH2PO4
e NaH:PO4(H20) 13,89
e Distile su 100 ml
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1M NazHPO4
e NaHPO4 28,38 ¢
e Distile su 200 mli

Sodyum fosfat tamponu (20mM)

e 1M NaHPO4 15,48 ml
e 1M NaH2PO4 452 ml
e NaCl 17,53 g
e Distile su 800 ml

Bilesenler karistirildi ve pH:7.0’a ayarlandiktan sonra hacim 1000 ml’ye
tamamlandi.

100 mM imidazol stok ¢ozeltisi

e Imidazol 0,349
e Sodyum fosfat tamponu 50 ml
Bilesenler karistirildi ve +4°C’de muhafaza edildi.

10 mM Baglayict Tampon (Equilibration Buffer, His-tag)

e 100 mM imidazol stok ¢ozeltisi 5mi
e Sodyum fosfat tamponu 45 ml
Ekstraksiyon Tamponu (His-tag)

e Yeterli miktarda 10 mM Dengeleyici Tampon igerisine 1mM olacak sekilde
DIECA tartilir ve karistirilir.

25 mM Yikama Tamponu (Wash Buffer, His-tag)

e 100 mM imidazol stok ¢ozeltisi 12,5 ml
e Sodyum fosfat tamponu 37,5 ml
250 mM Eltsyon Tamponu (Elution Buffer, His-tag)

e Imidazol 0,851 g
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e Sodyum fosfat tamponu 50 ml
1X PBS tablet ¢ozeltisi

e 1 tablet PBS (137 mM NaCl, 2 mM KCI, 10 mM fosfat buffer) 100 ml distile
su icerisinde ¢ozdirald.

Baglayic1 Tampon (Equilibration Buffer, flag-tag)
e NaCl (0,5 M) 2,922 ¢
e 1XPBS 100 ml

Yiiksek Tuzlu Yikama Tamponu (High Salt Wash Buffer, flag-tag)

e NaCl (2 M) 11,688 g
e Tris (50 mM) 0,606 g
e Distile su 70 ml

pH:8.0’a ayarlandiktan sonra son hacim distile su ile 100 ml’ e tamamlanir.

Eltsyon Tamponu (Elution Buffer, flag-tag)

e NaCl (150 mM) 0,438¢
e Tris (200 mM) 0,751¢
e Distile su 40 ml

pH:2.2’ye ayarlandiktan sonra son hacim distile su ile 50 ml’ e tamamlanur.
Notralizasyon Tamponu (Neutralization Buffer, flag-tag)

e Tris(2 M) 12,114 g

e Distile su 30 ml

pH:8.0’a ayarlandiktan sonra son hacim distile su ile 50 ml’ e tamamlanda.

e Purifikasyondan once belirli miktarda eltisyon tamponu uzerine nétralizasyon

tamponu yavas bir sekilde pH:7.0 olana kadar Olculerek dokuldi ve pH:7.0
oldugu degerdeki miktarlar belirlendi.
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3.4. Primer Tasarim

PZR da kalip DNA olarak kullanilacak olan Pfs48/45 geni GENEART AG tarafindan, N-terminalinde
PR-1a sinyal dizisi; C-terminalinde KDEL dizisi (ER tutma dizisi) ve FLAG veya His-tag etiketi
icerecek sekilde sentezlendi. Sentezlenen genin N. benthamiana bitkisinde anlatiminin yapilmasi i¢in
kodon optamizasyonu yapildi ve IDT sirketi tarafindan sentezlenmis gene 6zel primer iiretimi

gerceklestirildi.
Cizelge 3.1. PZR da kullanilan primerler

Gen ad1 Primer ad1 PZR (rin boyutu
Pfs48/45-10C-His tag Lpl10CF1 ~1kb
Pfs48/45-10C-His tag Lpl0CR1 ~1kb
Pfs48/45-10C-Flag tag Lpl0CF1 ~1kb
Pfs48/45-10C-Flag tag Lpl10CR3 ~1kb

3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Cizelge 3.2. Histidin etiketi iceren genin PZR bilesen ve miktarlari

Bilesen Miktar: (ul)
DNAaz icermeyen su 22,5
5X Phusion HF Buffer 10
Enhancer 10
dNTPs 1
Lp10CF1 (10 puM) 2,5
Lp10CR1 (10 uM) 2,5
Kalip DNA 1
Phusion DNA polymerase 0,5
Toplam 50
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Cizelge 3.3. Histidin etiketi iceren genin PZR ddngusu

Asama Sicaklik (°C) Sare Dongii Sayisi
Basglangic Denatiirasyonu 98 30sn 1
Denattrasyon 98 10sn
Baglanma 49 20sn 35
Uzama 72 30sn
Son Uzama 72 5dk 1

Cizelge 3.4. Flag etiketi igeren genin PZR bilesen ve miktarlart

Bilesen Miktar: (ul)
DNAaz icermeyen su 22,5
5X Phusion HF Buffer 10
Enhancer 10
dNTPs 1
Lp10CF1 (10 uM) 2,5
Lp10CR3 (10 uM) 2,5
Kalip DNA 1
Phusion DNA polymerase 0,5
Toplam 50
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Cizelge 3.5. Flag etiketi iceren genin PZR dongusu

Asama Sicaklik (°C) Sare Dongii Sayisi
Basglangic Denatiirasyonu 98 30sn 1
Denattrasyon 98 10sn
Baglanma 47,7 20sn 35
Uzama 72 30sn
Son Uzama 72 5dk 1

PZR iiriiniiniin dogrulanmasi i¢in %1°lik agaroz jel dokuldu ve PZR triint 110 V da 30 dk.

yuratalda.

3.6. PZR Uriiniiniin Saflastiriimasi

Elde edilen PZR iiriinii, Zymo Research DNA Clean and Concentrator kiti kullanilarak iiretici
firmanin protokoliine uygun olarak saflastirildi ve %1°lik agaroz jelde 110 V da 30 dk.

yuratalda.

3.7. PZR Uriln0 ve Plazmitin Kesimi

Agel ve Xhol restriksiyon endoniikleaz kesim bdlgelerini iceren primerler ile PZR
yardimiyla ¢ogaltilan hedef gen ve ayni kesim bolgelerini igeren modifiye edilmis pEAQ

vektorunin kesimi gergeklestirildi.

Cizelge 3.6. PZR iiriinii kesimi bilesen ve miktarlari

Bilesen Miktar (ul)
PZR trund (Pfs48/45-10C) 37
Agel 2,5
Xhol 5
1.1 Buffer (BioLabs) 5
DNAaz igermeyen su 0,5
Toplam 50
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Cizelge 3.7. Plazmid kesimi bilesen ve miktarlari

Bilesen Miktar (ul)
Plazmid 20
Agel 2,5
Xhol 5
1.1 Buffer (BioLabs) 5
DNAaz icermeyen su 17,5
Toplam 50

Cizelge 3.7.°de belirtilen bilesenler miktarlarina gore karistirildi ve kesimin gerceklesmesi
icin 37°C’lik inkiibatorde 1 saat igin inkiibe edildi.

3.8. PZR Uriinii ve Plazmitin Agaroz Jelden Geri Kazanim ve Saflastiriimasi

Kesilmis olan gen ve plazmid uygun miktarda 6X ornek yiikleme tamponu (Thermo
Scientific 6X, Katalog No: R0611) ile karistirildi ve geri kazanim igin hazirlanmis biiyiik
kuyucuklu %1°lik jele yiklendi. Jel icin: 1,2 g agaroz tartildi ve tizerine 120 ml 1XTAE
tampondan eklendi. Agarozun ¢6ziinmesi i¢in yaklasik olarak 5 dakika mikrodalga firinda
bekletildi. Agaroz tamamen eridikten ve sicakligi elle tutulabilir sicaklia geldikten sonra 2,4
ul Etidyum Bromid (EtBr) eklendi ve hafif bir sekilde karistirildi. Karisim onceden hazir hale
getirilmis ve uygun tarak yerlestirilmis olan elektroforez tankina kabarcik olusturmadan
dokiildii. Jelin donmasi beklendi ve ardindan ornekler jele yiiklendi. Ayrica yuklenen
orneklerin boyutlarinin belirlenmesi amaciyla jele GeneRuler 1kb DNA Ladder (Thermo
Scientific) da yiiklendi. Ornekler 100 V da 45 dakika yurdtuldi.

UV altinda istenen boyuta sahip bantlar jelden bistiirii yardimiyla kesilerek 1,5 ml’lik
mikrosantrifiij tiiptine alindi. Jelden geri kazanim “Zymoclean Gel DNA Recovery Kit”
(Katalog No: D4007) kullanilarak dreticinin 6nerdigi protokole uygun olarak gergeklestirildi.
Jelden geri kazanilan o6rneklerin dogrulanmasi amaciyla %1°lik jel dokiildii ve ornekler
yuklendikten sonra 110 V da 30 dk. yiiriitiildii. Daha sonra dogrulanan 6rnekler -20°C’de
sakland1.
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3.9. Ligasyon Reaksiyonu

Cizelge 3.8. Ligasyon reaksiyonu miktar ve bilesenleri

Bilesen Miktar (ul)
Plazmid 1
10C-W 2
2X Quick Ligase Buffer 10
Quick T4 Ligase 1
DNAaz icermeyen su 7
Toplam 21

Cizelge 3.8.’de belirtilen bilesenler 1,5 mI’lik mikrosantrifiij tiipiinde karistirildiktan sonra
diisiik hizda santrifiijlendi ve reaksiyonun gergeklesmesi igin oda sicakliginda 5 dk. inkube
edildi. Karigim transformasyon hemen gerceklestirilecekse buz iizerinde, daha sonra
gerceklestirilecekse -20°C’de saklandi.

3.10. E. coli XLIBlue Kompetan Hiicre Hazirlanmasi

100 pl E. coli XLI Blue hucreleri 10 ml LB besiyerine ekildi ve 37°C’lik ¢alkalamali
inkibatorde 1 gece inkube edildi. Sonraki gin O.D. oélgildi (0.D.:4.12). Hicre
soliisyonundan 412 ul alinarak 100 ml LB besiyerine ekim yapildi ve 37°C’lik ¢alkalamali
inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Hiicre soliisyonunun belirli araliklarla O.D.’si dl¢iildii ve
yeterli hiicre yogunluguna ulasildiginda hiicreler inkiibasyon alindi. Hiicreler 50 ml’lik
santrifij tlipline alinarak 10 dk. buzda inkiibe edildi. Ayn1 zamanda 1 M ve 0,1 M CaCl;
hazirland1 ve buza kondu. Hiicreler inkiibasyonun ardindan +4°C 6000 rpm’de 3 dk.
santrifiijlendi ve st faz atildi. Pelet tizerine soguk 0,1 M CaCl. eklenerek hiicreler
¢ozdiiriildii ve buz iizerinde 20 dk. inkiibasyona birakildi. Bu esnada 0,1 M CaCl»/%15
gliserol soltsyonu (1 ml 1 M CaCl., 3 ml %50 gliserol, 6 ml distile su) hazirlanarak buza
kondu. Inkiibasyonun ardindan hiicreler +4°C 6000 rpm’de 3 dk. santrifiljlendi ve Ust faz
atildi. Pelet 5 ml soguk 0,1 M CaCl./%]15 gliserol soliisyonu i¢inde ¢ozdiiriildii ve 1,5 ml’lik
tiiplere 100 pl olacak sekilde paylastirilarak -80°C’de saklandi.

3.11. E. coli Hucresine Transformasyon ve Plazmid izolasyonu
Ligasyon 0riinli E. coli hiicrelerine 1s1 soku yontemi kullanilarak gergeklestirildi. Ligasyon

tirtinti tizerine daha once hazirlanmis, -80°C’de tutulan 100 pl E. coli XL1Blue hicreleri
eklendi. Karisim pipetaj yapilarak karistirildiktan sonra buz tizerinde 30 dk. inklbe edildi.
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Inkiibasyondan sonra karisim 42°C’lik su banyosunda 50 saniye tutuldu ve hemen buz
tizerine almarak 5 dk. inkibe edildi. Karisim Uzerine 400 pul LB besiyeri eklenerek,
calkalamali inkiibatorde 37°C 225 rpm’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan
hiicreler 2000Xg’de 3 dk. santrifiijlendi. Cokmiis olan hiicreler 100 ul siipernatant ile
¢ozdiiriildiikten sonra 50pg/ml kanamisin igeren LBA petriye 6ze yardimiyla yayma islemi
yapild1 ve 37°C’lik inkibattrde bir gece inkube edildi. Yaklasik 18 saat sonra petrilerde
koloni gozlendi. Koloniler 50 pg/ml kanamisin iceren 5 ml LB besiyerine ekildi ve 37°C’de
225 rpm’de bir gece inkiibe edildi.

Plazmidler, E. coli XL1Blue hiicrelerinden Zyppy Plasmid Miniprep Kiti (Zymo Resaearch,
ABD) kullanilarak Ureticinin tavsiye ettigi protokole uygun olarak izole edildi ve sonraki
kullanimlar igin -20°C’de sakland.

3.12. A. tumefaciens AGLI psoup Kompetan Hiicre Hazirlanmasi

A. tumefaciens AGLI psoup hicreleri 5 pg/ml tetrasiklin iceren 20 ml LB igerisine ekildi ve
28°C’lik calkalamali inkiibatorde gece boyu 225 rpm’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
O.D. dlgiildii (2,507) ve hiicreler 50 ml’lik santrifiij tiiplerine alinarak buz tizerinde 5 dk.
inklbe edildi. Hicreler +4°C 3000Xg’de 5 dk. santrifiijlendi ve st faz atildi. Pelet iizerine
20 ml %10’1luk gliserol eklenerek ¢ozdurildikten sonra +4°C 3000Xg’de 5 dk. santrifiijlendi
ve Ust faz atildi. Pelet tizerine 2,5 ml %10’luk gliserol eklenerek ¢ozdurildu ve 1,5 ml’lik
tiiplere 100 pl olacak sekilde paylastirilarak -80°C’de saklandi.

3.13. A. tumefaciens Hucresine Transformasyon ve N. Benthamiana Bitkisine
infiltrasyon

E. coli hiicresinde ¢ogaltilan ve izolasyonu yapilan 10C-W genini igeren Lpl plazmiti istenen
proteini Gretmesi icin A. tumefaciens hiicresine aktarildi. Plazmid, elektroporasyon yontemi
kullanilarak A. tumefaciens hiicrelerine aktarildi. Daha 6nce hazirlanmis, -80°C’de tutulan
100 pl A. tumefaciens AGL1psoup kompetan hiicreleri tizerine 1 ul plazmid eklendi ve
pipetaj yapilarak karigtirildi. Karigim elektroporasyon kiivetine alinarak elektrik soku
uygulandi. Sokun ardindan hemen hiicrelerin iizerine Iml SOC besiyeri eklendi ve pipet
yardimiyla karigtirilarak 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine alindi. Hucreler 28°C’lik
calkalamali inkiibatdrde 2 saat 225 rpm’de inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan hiicreler
2000xg’de 3 dk. santrifujlendikten sonra 50pg/ml kanamisin iceren LBA petriye Oze
yardimiyla yayma islemi yapildi ve 28°C’lik inkiibatérde ti¢ gece inkibe edildi. inkiibasyon
sonrast olusan kolonilerden secilerek 5Opg/ml kanamisin igeren BBL besiyerine ekim
yapildi. Hiicreler 28°C’lik ¢alkalamali inkiibatorde bir gece igin inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonras1 ¢ogalmis olan hiicrelerin optik dansitesi 6l¢tldi (O.D. > 1) ve degerler
not edildi. Hiicre soliisyonunun bir kismi1 stok yapilmasi amaciyla %90’lik gliserol ¢ozeltisi
ile 1:1 oraninda karistirilarak 1ml olarak tiiplere paylastirildi ve kullanima kadar -80°C’de
saklandi. Hiicre soliisyonunun geri kalan1 +4°C 5000Xg’de 5 dk. santriftijlendi. Siipernatant
atilarak ¢6kmiis olan hicreler asetosyringene ilave edilmis MMA besiyerinde O.D.:1 olacak
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sekilde sulandirilarak ¢6zduruldu. Daha sonra hiicreler manyetik karistirict tizerinde oda
sicakliginda 2 saat boyunca inkibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan glikosillenmis protein iiretimi icin 10C-W genini iceren hiicre
soliisyonu O.D.:1 olacak sekilde siringa yardimiyla bitkiye infiltre edildi. Glikosillenmemis
protein Gretimi igin hedef geni igeren hucre solusyonu ve glikosilasyonu engelleyecek olan
proteinin anlatimini saglayacak geni i¢eren hiicre soliisyonu ile ¢esitli oranlarda karigtirilarak
bitkiye birlikte enjekte edildi. 10C-W ve Endo H 9:1 oraninda; 10C-W ve PNGase F 9:1, 8:2,
7:3, 6:4, 5:5 oraninda karistirilarak bitkiye infiltre edildi.

3.14. Bitkiden Protein Ekstraksiyonu

Hiicre soliisyonlarinin bitkiye infiltre edilmesinden 5 giin sonra (dpi, day post infiltration)
infiltre edilmis yapraklar toplandi. Yapraklardan 1g alind1 ve yaprak agirliginin ii¢ kat1 kadar
1XPBS tamponu ile havan ve havaneli yardimiyla ezildi. 1ml homojenat 1,5ml’lik
mikrosantrifiij tiipiine alinarak 20000Xg’de 5 dk. santrifujlendi. Ust faz yeni bir tiipe
aktarildiktan sonra, analizler icin sipernatantdan 40 pl, érnek ylikleme tamponundan 10 pl
alinarak karistirildi. Daha sonra kullanim igin -20°C’de saklandi.

3.15. SDS-PAGE ve Western Blot Analizi

SDS-PAGE analizi icin %10’luk jel dokiildii. Ornekler 100°C 5 dk. su banyosunda
kaynatildiktan sonra jele yiiklendi ve 100 V 13 dk./200 V 45 dk. olacak sekilde yiiriitiildi.
Yiiriitme isleminin ardindan stacking jel kesilip atild1 ve 5 dk. i¢in tamponu uzaklastirmak
amactyla distile su icerisinde karistirici lizerine kondu. Distile su uzaklastirildiktan sonra
jelin ylzeyini kapatacak kadar jel boyama cozeltisi eklendi ve 1 saat karistiricida tutuldu.
Siire sonunda boyanin uzaklastiriimasi amaciyla 15 dk. araliklarla boya jelden uzaklastirilana
kadar jel boya uzaklastirma soliisyonu ile yikandi. Boya jelden tamamen uzaklastirildiktan
sonra jelin goriintiisli alind1.

Western Blot analizi igin SDS-PAGE de oldugu gibi %10’luk jel dokiildii. Ornekler 100°C 5
dk. su banyosunda kaynatildiktan sonra jele yiklendi ve yiritme tamponu ile 100 V 13
dk./200 V 45 dk. olacak sekilde yiiriitiildii. Yiiriitme isleminin ardindan stacking jel kesilip
atildi. Jelde bulunan bantlarin membrana ge¢mesi amaciyla jel ve membran sandwich kaseti
olusturuldu ve transfer tamponu ile 100 V da 1 saat islem gerceklestirildi. Blotlama isleminin
ardindan membran %0,5’1ik I-Block soliisyonunda 1 saat karistirici lizerinde inkiibe edilerek
istenmeyen bantlarin bloklanmasi saglandi. 1 saat sonrasinda membran birincil antikor ile 1
saat icin muamele edildi (Histidin etiketli proteinler igin anti-6XHis monoklonal antikor Cat.
no. 652502, BioLegend; flag etiketli proteinler i¢in). Ardindan membran 3X5 dk. I-Block
soliisyonu ile yikandi. Yikamalarin ardindan membran 1 saat i¢in ikincil antikor ile muamele
edildi. Daha sonra membran 3X5 dk. I-Block 1X5 dk. 1X TBS ile yikandi. Membran son
olarak SuperSignal West Pico Stable Peroxide (2,5 ml) ve Luminol/ Enhancer (2,5 ml)
soliisyonlart (SuperSignal West Pico, Thermo Fisher Scientific Grand Island, NY) ile
muamele edildi. Membran GeneGnome XRQ Chemiluminescence goriintileme sistemi
(Syngene Corp, ABD) kullanilarak goriintiisii alindu.
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3.16. 6XHis Etiketli Pfs48/45-10C° nun glikosillenmis ve glikosillenmemis formlarinin
purifikasyonu

10C-W (His etiketli)’nun glikosillenmis ve glikosillenmemis formu, HisPur Ni-NTA
(Thermo) yergekimi akis (gravity-flow) kolon kromatografisi kullanilarak N. benthamiana
yapraklarindan piirifiye edildi. Pfs48/45-10C’nun piirifikasyonu i¢in 25 g dondurulmus
yaprak havan ve havaneli kullanilarak 75 ml ekstraksiyon tamponu (1XPBS/10mM
Imidazole, 1ImM DIECA pH 7.4) iginde 6giitiildii. Posa gazli bezden gegirilerek siiziildii ve
stizuntu +4 derece, 20000Xg de 30 dakika santrifiijlendi. Siipernatant 0.45 um’lik filtreli
siringa ile stiziildi. HisPur Ni-NTA (Thermo) yergekimi akis kolonu (HisPur Ni-NTA rezin,
Thermo) iireticinin talimatlarina uygun bir sekilde hazirlandi. Kolon rezin miktarmin 2 kati
baglayici tampon (1XPBS/10mM Imidazole, pH 7.4) ile yikandi. 75 ml slpernatant,
baglayici tampon ile dengelenmis 2 ml rezin i¢eren kolondan gegirildi. Kolon rezinin, 10 kati
kadar yikama tamponu (1XPBS/25mM Imidazole, pH: 7.4) ile yikandi. Yikamadan sonra,
rezine bagli proteinlerin alimi igin eliisyon tamponu (1XPBS/250 mM Imidazole, pH: 7.4)
kolondan gegcirildi ve fraksiyonlar tiiplere toplandi. Ayristirilmis fraksiyonlar SDS-PAGE
ile analiz edildi; birlestirilip Amicon Ultra 0.5 ml santrifiij filtreleri kullanilarak konsantre
edildi. Konsantre edilen drnekler -80°C de kullanilana kadar muhafaza edildi. Saflastirilmig
orneklerin SDS-PAGE analizi yapildi.

3.17. Flag Etiketli Pfs48/45-10C’ nun glikosillenmis ve glikosillenmemis formlarinin
purifikasyonu

10C-W (Flag etiketli)’nun glikosillenmis ve glikosillenmemis formlarinin purifikasyonu,
anti-Flag (DYKDDDDK) etiketli afinity rezin kullanilarak gergeklestirildi. 10C-W (Flag
etiketli) N. benthamiana yapraklarindan anti-FLAG antibody (BioLegend) kolon
kromatografisi kullanilarak piirifiye edildi. 10 g dondurulmus yaprak 30 ml ekstraksiyon
tampon (1xPBS/0.5M NaCl, 1 mM DIECA) i¢inde havan ve havaneli kullanilarak 6giitiildi.
Posa, gazli bezden gegirilerek siiziildii ve siiziintii +4 derece, 20000Xg de 30 dakika
santrifiijlendi. Siipernatant 0.45 um’lik filtreli siringa ile siiziildii. Anti-Flag afinity jel kolonu
(Anti-FLAG Afinity jel, BioLegend) iireticinin talimatlarina uygun bir sekilde hazirlandi.
Kolon rezin miktarinin 10 katt baglayict tampon ile yikandi. 34 mililitre siipernatant,
baglayici tampon ile dengelenmis 0.75 ml rezin i¢eren kolondan gegirildi. Kolon rezinin 10
kat1 kadar baglayici tampon ile yikandi. Yikamadan sonra, rezine bagli proteinlerin ayrigmasi
icin; Ellisyon tamponu (200 mM Glycine/150mM NaCl Ph: 2.2) kolondan gegirilerek,
ndtralizasyon ig¢in 2M Tris soliisyonu igeren tiiplere topland1. Eliisyon tamamlandiktan sonra
kolon, yiiksek tuz oranli yikama tamponu (50 mM Tris/2M NaCI pH: 8.0) ile yikandi.
Ayrnistirllmis fraksiyonlar SDS-PAGE ile analiz edildi; birlestirilip Amicon Ultra 0.5 ml
santrifiij filtreleri kullanilarak konsantre edildi. Konsantre edilen ornekler -80°C de
kullanilana kadar muhafaza edildi.

Saflastiritlmig 6rneklerin SDS-PAGE analizi yapildi.
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3.18. Saflastirilmis Proteinlerinin Glikan Saptama Analizleri

Saflastirilmig Pfs48/45-10C varyantlarmin glikan saptama analizi Pro-Q Emerald 300
glikoprotein boyama kiti kullanilarak yapildi. Saflastirilmis proteinler 10%’luk SDS-
PAGE’de yiiriitiildiikten sonra jel Pro-Q Emerald 300 glikoprotein boyama Kiti ile Uretici
tarafindan belirtilen protokole uygun olarak gerceklestirildi.

3.19. Pfs48/45’e Karsi Olusturulmus Fare Monoklonal Antikorlar: ile Pfs48/45-10C
Varyantlarinin Western Blot Analizi

Bitkide {iiretilen malaria antijenlerinin Pfs48/45 karsit1 fare monoklonal antikorlariyla karsi
reaktivitesini test etmek ig¢in, indirgenmis ve irdirgenmemis Ornekler Native-PAGE de
yuritilda. Oncelikle SDS igermeyen %10°luk jel dokiildii. Ayrica SDS igermeyen yiiriitme
tamponu ve transfer tamponu hazirlandi. Indirgenmis drnekler énceki ¢alismalarda kullanilan
ornek yiikleme tamponu ile karistirilip, 100°C de 5 dk. kaynatilirken; indirgenmemis 6rnekler
icin SDS ve merkaptoetanol icermeyen Ornek yiikleme tamponu kullanildi ve onekler
kaynatilmadi. Jelin ylirlitme asamas1 125 V/150 dk., transfer asamasi ise 100 V/60 dk. olarak
gerceklestirildi. PVDF membrana transfer edilmis proteinler, birincil antikor olarak mAb
[1C5-B10 antikoru (mADb) ile 2 saat muamele edilmistir. mAb 11C5-B10 antikoru, Pfs48/45 e
0zgiil uyarlanmis bir monoklonal antikordur (mAb). anti-Pfs48/45 mAb salgilayan MRA-
316 fare hibridoma hiicreleri BEI resources, Manassas, VA, USA ‘dan hibe olarak teslim
alimmustir. Deneyin geri kalan1 daha 6nce agiklanmig olan western blot analizinde oldugu gibi
yapilmis ve sonuglar analiz edilmistir.

3.20. Saflastirilms Pfs48/45-10C varyantlarimin Stabilizasyon Testi

Saflagtirilmis proteinler, belirli bir konsantrasyonda olacak sekilde mikrosantrifiij tiiplerine
koyuldu. Tupler, +4°C’de 1 saat, 37°C’de 1, 4, 8, 16 ve 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon
stirelerinden ardindan proteinler ile 6rnek yiikleme tamponu uygun miktarlarda karistirildi
ve ornekler kaynatildi. Tiipler diisiik devirde 15 saniye santrifiijlendikten sonra %10’luk jele
yuklendi ve SDS-PAGE analizi devam ettirildi.

34



BULGULAR VE TARTISMA K. CICEK

4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. 10C-W Geninin Klonlanmasi

GENEART AG tarafindan sentezlenmis olan Pfs48/45 geni kalip DNA olarak kullanilarak
PZR araciligiyla 10C-W geninin amplifikasyonu yapild1 (amino asit 159+401, GenBank
erigsim numaras1 EU366251).

Sekil 4.1. 1: 10C-W-His6 2: 10C-W-Flag genlerinin PZR araciligiyla ¢ogaltilmasi M:
Gene Ruler 1kb DNA Ladder

PZR iiriinii ve Lpl plazmiti uygun kesim enzimleriyle kesildi ve jelden geri kazanildi. 10C-
W geninin Lpl plazmiti ile ligasyonu gerceklestirildi ve 1s1 soku yontemi ile E. coli XLI Blue
kompetan hiicrelerine aktarildi. Varsayilan kolonilerden plazmid izolasyonu yapildi ve
restriksiyon enzim kesimi araciligiyla dogrulandi.
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10 kb

1.0 kb

Sekil 4.2. Jelden geri kazanim iriinleri. 1: 10C-W-Flag 2: Lpl plazmidi 3: 10C-W-His6 M:
Gene Ruler 1kb DNA Ladder

~10 kb

<«—— ~1.0kb

Sekil 4.3. Lpl-10C-W-His6 plazmitini igerdigi diisiiniilen olas1 kolonilerden piirifiye edilen
ve dogrulama amagli kesimi yapilan plazmitler
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<+«—— ~10.00 kb

— ~1.00 kb

Sekil 4.4. Lpl-10C-W-Flag plazmitini i¢erdigi diisiiniilen olas1 kolonilerden piirifiye edilen
ve dogrulama amacl kesimi yapilan plazmitler

4.2. Rekombinant Pfs48/45-10C Varyantlarmin Uretilmesi

Lpl-10C-W plazmitleri E. coli XLI Blue hiicrelerinde ¢ogaltildi ve dogrulanmasi amaciyla
restriksiyon enzimleri ile kesildi. Elde edilen dogru plazmitler A. tumefaciens AGL1-psoup
kompetan hiicrelerine elektroporasyon yontemi ile aktarildi ve plazmiti igeren A. tumefaciens
hlcreleri, protein tiretimi amaciyla materyal-metotta anlatildig tizere bitkiye infiltre edildi.
Pfs48/45-10C proteininin glikosillenmemis varyantinin olusturulmasi igin Pfs48/45-10C
proteini farkli oranlarda Endo H ve PNGase F ile birlikte anlatim1 yapild: ve glikosillenmeyi
engelleyen en iyi oran ile calismaya devam edildi. Infiltre edilmis yapraklar, infitrasyondan
bes giin sonra toplanarak daha once agiklandigi iizere ekstrakte edildi. Elde edilen
orneklerden protein liretiminin dogrulanmasi amaciyla western blot analizi yapildi. Analiz
sonrasi istenen boyutlarda bantlar elde edildi béylece istenen rekombinant proteinin iiretilmis
oldugu dogrulandu.
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Sekil 4.5. PNAGase F infiltrasyon oranlarinin optimizasyonu 1: Pfs48/45-10C (OD:1.0) 2:
Pfs48/45-10C (OD:0.9)+PNGase F (OD:0.1) 3: Pfs48/45-10C (OD:0.8)+ PNGase F
(OD:0.2) 4: Pfs48/45-10C (OD:0.7)+ PNGase F (OD:0.3) 5: Pfs48/45-10C (OD:0.6)+
PNGase F (OD:0.4) 6: Pfs48/45-10C (OD:0.5)+ PNGase F (OD:0.5)

Sekil 4.6. Endo H infiltrasyon oranlarinin optimizasyonu 1: Pfs48/45-10C (OD:1.0) 2:
Pfs48/45-10C (OD:0.9)+Endo H (OD:0.1) 3: Pfs48/45-10C (OD:0.8)+Endo H (OD:0.2) 4:
Pfs48/45-10C (OD:0.7)+Endo H (OD:0.3) 5: Pfs48/45-10C (OD:0.6)+Endo H (OD:0.4) 6:
Pfs48/45-10C (OD:0.5)+Endo H (OD:0.5)
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Sekil 4.7. Optimize edilmis oranlar kullanilarak yapilan biyokiitle western blot analizi 1:
Pfs48/45-10C-His (OD:1.0) 2: Pfs48/45-10C-His (OD:0.9)+Endo H (OD:0.1) 3: Pfs48/45-
10C-His (OD:0.6)+ PNGase F (OD:0.4) 4: Pfs48/45-10C-Flag (OD:1.0) 5: Pfs48/45-10C-
Flag (OD:0.9)+Endo H (OD:0.1) 6: Pfs48/45-10C-Flag (OD:0.6)+ PNGase F (OD:0.4) M:
MagicMark™ XP Western Protein Standard (Catalog number: LC5602, ThermoFisher
Scientific)

4.3. Rekombinant Pfs48/45-10C Varyantlarimin Saflastirilmasi

Histidin ve Flag etiketli rekombinant Pfs48/45-10C varyantlarinin saflastirilmasi materyal ve
metotta anlatildigi lizere yapilmistir. Histidin etiketli Pfs48/45-10C varyantlarinin
saflastirilmast sonucu yapilan analizlerde glikosillenmis Pfs48/45-10C proteini yeterli
saflikta elde ediliyorken; glikosillenmemis Pfs48/45-10C proteinin yeterli saflikta
iretilmedigi gozlemlendi. Flag etiketli Pfs48/45-10C varyantlarinin saflagtirilmasi sonucu
proteinlerin yeterli saflikta elde edildigi gozlemlendi. Histidin etiketli proteinlerin safliginin
yeterli olmasindan dolay1 ¢alismanin devaminda flag etiketli proteinler kullanilmistir.
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70 kDa
55 kDa

35 kDa

25 kDa

Sekil 4.8. Saflagtirilmig histidin etiketli Pfs48/45-10C varyantlarinin SDS-PAGE analizi 1: d10C-W
(Endo H): Endo H in vivo deglikosile 10C-W 2: 10C-W: in vivo glikosile 3: d10C-W (PNGase F):
PNGase F in vivo deglikosile 10C-W M: Color prestained protein standard (cat. no. P7712 S New
England Biolabs)

100 kDa ——»
80 kba —
58kDa —

46 kDa ——

32kbDa ——»

25kDa ——

Sekil 4.9. Saflagtirllmis flag etiketli 10C-W varyantlarimin SDS-PAGE analizi 1: 10C-W: in vivo
glikosile 2: d10C-W (Endo H): Endo H in vivo deglikosile 10C-W 3: d10C-W (PNgase F): PNGase
F in vivo deglikosile 10C-W M: Color prestained protein standard (cat. no. P7712 S New England
Biolabs)
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4.4. Saflastirilmis Pfs48/45-10C Varyantlarinin Glikan Saptama Analizi

Saflagtirilmis proteinler 10%’luk SDS-PAGE’de yiiriitiildiikten sonra jel Pro-Q Emerald 300
glikoprotein boyama kiti ile iretici tarafindan belirtilen protokole uygun olarak
gerceklestirildi. Analiz sonrasi beklendigi gibi glikosile 10C-W proteininde 1stma meydana
gelirken deglikosile formunda 1s1ma ¢ok az veya yok denecek kadar az gergeklesti. Boylece
istenilen Pfs48/45 varyantlarinin dogru bir sekilde tiretildigi kanitlanmis oldu.

M 1 2 3

Sekil 4.10. Saflastirilmig Pfs48/45-10C varyantlarinin glikan saptama analizi 1: Glikosile
10C-W 2: Deglikosile 10C-W (Endo H) 3: Deglikosile 10C-W (PNGase F) M:
CandyCane™

4.5. Pfs48/45’e Karsi Olusturulmus Fare Monoklonal Antikorlari ile Pfs48/45-10C
Varyantlarinin Western Blot Analizi

Bitkide Uretilen Pfs48/45-10C antijeninin, Pfs48/45 karsiti fare monoklonal antikorlariyla
kars1 reaktivitesini test etmek i¢in, indirgenmis ve irdirgenmemis 6rnekler Native-PAGE de
yuratildi, PVDF membrana transfer edildi ve membrandaki proteinler Pfs48/45’e 6zgil
uyarlanmig monoklonal antikor (mAb) ile muamele edildi. Analiz sonucunda proteinlerin
deglikosile formlarinin glikosile formlarina kiyasla daha fazla karsi reaktivite gosterdigi
gozlendi. Pfs48/45 e 6zgiil uyarlanmis monoklonal antikorlarin, Pfs48/45-10C in vivo
deglikosile varyantlarinca taninmis olmast, in vivo deglikosile formlarinin dogru katlandigini
gostermektedir.
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Sekil 4.11. a) Native-PAGE de kullanilan o6rneklerin SDS-PAGE analizi; b) Pfs48/45-10C
varyantlarinin Pfs48/45 karsiti monoklonal antikorlar ile western blot analizi 1: glikosile 10C-W 2:
d10C-W (Endo H) 3: d10C-W (PNgase F) M: MagicMark™ XP Western Protein Standard (Catalog
number: LC5602, ThermoFisher Scientific)

4.6. Saflastirilmms Pfs48/45-10C ve Varyantlarinmin Stabilizasyon Testi
Saflastirilmis Orneklerin stabilizasyon testi daha 6nce agiklandigr gibi yapilmistir. Analiz

sonucunda Pfs48/45-10C varyantlarmin yari omriiniin olduk¢a uzun oldugu; asilama
durumunda viicut i¢inde stabilitesini koruyacagi sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.12. Saflastirilmis Pfs48/45-10C varyantlarinin stabilizasyon deneyi sonrasi SDS-
PAGE analizi a) glikosile 10C-W; b) d10C-W (Endo H); c) d10C-W (PNgase F)
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5. SONUC

Gliniimiizde sitmaya karsi birgok asi gelistirilme asamasinda olmasina ragmen Yyeterli
derecede koruma saglayan etkili bir as1 heniliz bulunmamaktadir. Bu ¢alismada bulagsmay1
bloke edici as1 gelistirilmesindeki en 6nemli adaylardan biri olan Pfs48/45 proteininin 10C
domaininin parazitte oldugu gibi glikosilasyona ugramadan dogru bir sekilde katlanmis ve
bitkide gegici anlatimi yapilarak Uretilmesi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda ilgili
genin klonlanmasi, N. benthamiana bitkisinde proteinin uretilmesi ve Uretilen proteinlerin
islevselligi gosterilmis ve kanitlanmistir.

Rekombinant proteinlerin tretimi ic¢in bitki, bakteri, maya, bocek ve memeli hiicre kilturu
gibi bir¢ok ekspresyon sistemi gelistirilmis ve kullanilmaktadir. Son zamanlarda bitkilerde
gecici gen anlatimi, proteinlerin iiretilmesi i¢in alternatif bir sistem olarak karsimiza
cikmaktadir. Bitki ekspresyon sisteminin diger ekspresyon sistemleri ile karsilastirildiginda,
okaryotik translasyon sonrasi modifikasyon mekanizmalarina sahip olmasi ve gegici gen
ifadesi sayesinde hedef proteini yapraklarinda bir haftadan kisa bir siirede yiiksek miktarda
tiretebilmesi gibi Onemli avantajlari mevcuttur. Bitki ekspresyon sistemlerinin kolay
Olceklenebilirligi, iiretimin daha ekonomik olmasi ve insan patojenlerini barindirmamasi
nedeniyle daha giivenilir olmas1 diger avantajlaridir.

Protein bazli alt birim as1 adaylariin gelistirilmesinde dikkat edilmesi gereken en 6nemli
nokta translasyon sonrasit modifikasyonlarin uygun ve dogru bir sekilde meydana gelerek
rekombinant proteinin Uretilmesidir. Pfs48/45, sistein amino asidi bakimindan zengin bir
membran proteinidir. Pfs48/45 dahil sisteince zengin proteinlerin translasyon sonrasi dogru
katlanma modifikasyonlarin1 gostermesi, disiilfit kdpriilerinin dogru pozisyonda olusmasina
baglidir. Pfs48/45 proteini ayrica 7 adet olasi N-bagl glikosilasyon bolgesi igermesine
ragmen N-bagh glikosilasyon mekanizmasina sahip degildir. Pfs48/45 proteininin diger
ekspresyon sistemlerinde tretilmesi durumunda protein glikosilasyona ugratilarak dogru bir
sekilde katlanmasi1 engellenecektir.

Bir proteinin dogru katlanmasinda rol oynayan uygun translasyon sonrast modifikasyonlarin
gerekliliginden dolayi, bulagsmay1 bloke edici aktivite gosteren rekombinant Pfs48/45 ve
varyantlariin iiretilmesini amaglayan ¢alismalar ne yazik ki heniiz basariya ulasamamistir.
Bu ¢alismada Pfs48/45-10C proteininin bitkide deglikosile ve dogru sekilde katlanmis olarak
tiretimi basariya ulagsmustir. Pfs48/45-10C proteininin istenmeyen glikosilasyon sorunu
bakteriyel PNGase F ve Endo H enzimlerinin bitkide ilgili protein ile birlikte gegici
anlatiminin yapilmasiyla asilmig ve sonug¢ olarak hedef protein in vivo glikosilasyona
ugramadan iretilebilmistir.

Bitkide gegici gen anlatimi yontemi ile iiretilmis olan in vivo deglikosile Pfs48/45-10C
antijeninin, Pfs48/45 karsit1 fare monoklonal antikorlariyla karsi reaktivitesinin test edilmis
ve sonucunda proteinlerin deglikosile formlarinin glikosile formlarina kiyasla daha fazla
kars1 reaktivite gosterdigi gézlenmistir. Pfs48/45’°e 6zgli uyarlanmis monoklonal
antikorlarin, Pfs48/45-10C in vivo deglikosile varyantlarinca taninmis olmasi, in Vvivo
deglikosile formlarinin dogru katlandigini akillara getirmektedir.
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Bu ¢alismada kullanilan yontemler ile Pfs48/45-10C proteinin dogru bir sekilde katlanmig
olarak tiretilebilecegi kanitlanmistir ve bu g¢alismada uygulanan in vivo deglikosilasyon
yaklasimlar1 as1 antijenlerinin, terapdtik proteinlerinin, antikorlarin ve endiistriyel enzimlerin
tiretilmesi i¢in farkli bir yaklagim sunar.
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