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Plasmodium cinsine ait protozoan parazitlerin sebep oldugu sitma, paraziter hastaliklar arasinda en
fazla 6lime neden olanidir. Hastalik disi Anofel sivrisinegin insanlardan kan emmesiyle bulasmaktadir.
Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gére 2015 yili icerisinde 214 milyon yeni sitma olgusu gériilmiis ve
buna bagl olarak 438 bin 6liim olgusu gerceklesmistir. Sitmaya bagl 6liimlerin %901 Afrika kitasinda go-
rilmektedir. Bu oliimlerin %78’i bes yas alti poptilasyonu etkilemektedir. Sitmaya karsi yuritiilen yogun
miicadele sonucunda 2000 ila 2015 yillari arasinda hastaligin insidansi %37 azalmistir. Hizli ve etkin bir
bicimde tani ve tedavisi gerceklestirildiginde, sitma iyilestirilebilir bir hastaliktir. Halihazirda sitmaya karsi
kullanilan ilaglarin hemen hepsine karsi direng gelismis durumdadir ve glinimiizde sitmaya karsi tam etki-
li bir agl ise henliiz gelistirilememistir. 40 yil 6nce, radyasyon uygulanmis 1000 sivrisinege maruz birakilan
kisilerde falciparum sitmasina karsi steril immunite olusturulmasiyla birlikte calismalar baslamistir. Plasmo-
dium’larin kompleks yapilari ve karmasik hayat dongtileri ve ¢cok fazla antijenik yapilarinin olmasi asi calis-
malarini zorlagtirmaktadir. Uzerinde en fazla caligilan Circumsporozoite protein (CSP), giinimiizde lisans
almaya en yakin aday olan RTS,S’in de yapisinda bulunmaktadir. CSP, enfeksiyonun baslangici esnasinda
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oynadigi 6nemli rolden dolayi parazitin antijenik yapilari icerisinde ilk tanimlananidir. Plasmodium’larin
major yuizey proteinidir. CSP ¢6zlinebilir bir proteindir ve Escherichiacoli hiicreleri icerisinde bu proteinin
rekombinant formu Uretilebilmektedir. NANP tekrar bolgesi konak antikorlari icin hedef 6zelligindedir.
Giiniimiizde sitmaya karsi bircok protein ve DNA asisi gelistirilmeye calisiimaktadir. DSO’ye gére 6nii-
miizdeki 20 yillik donemde sitma agisinin yapilabilmesi miimkiindiir. Bu ¢alismada, P falciparum CSP'nin
rekombinant (rCSP) olarak iretilmesi amaclanmistir. Oncelikle CSP geni PCR ile codaltiimistir. CSP geni
pJET vektoriine klonlanmig; daha sonra pET100 protein ekspresyon vektoriine subklonlama yapilmistir.
Protein ekspresyonu icin E.coli hiicreleri kullanilmistir. Bu islemden sonra saflastirma ve endotoksinlerden
arindirma protokolleri uygulanmistir. Sonug olarak; P.falciparum genomik DNA'sindan 1.182 bp’lik CSP
geni elde edilmistir. DNA dizi analizi ile gen klonlamasinin dogrulugu ve CSP geninin DNA dizisi tespit
edilmistir. Elde edilen gen dizisi GenBank’a KT315396 kayit no ile kaydedilmistir. Plazmit icerisine yerles-
tirilen CSP geni ile E.coli hiicrelerinde rCSP eksprese edilmistir. Western blot ile varlhigr gosterilen rCSP,
saflastirildiktan sonra endotoksinlerinden arindirilmigtir. rCSP’nin aminoasit dizilimi ve 3 boyutlu sekli elde
edilmistir. CSP’nin rekombinant olarak uretilmesinin laboratuvarimizda ve tilkemizde yapilacak sitma asi
calismalarina katki saglayacagi kanaatindeyiz.

Anahtar sézciikler: Sitma; sitma asisi; Plasmodium falciparum; Circumsporozoite protein; badisiklik.

ABSTRACT

Malaria is caused by the protozoan parasite Plasmodium, the leading cause of death amongst the
parasitic diseases. The disease is transmitted to human by the bites of female Anopheles mosquitoes.
According to the World Health Organization (WHO) data, there were an estimated 214 million malaria
cases and estimated 438.000 deaths occurred worldwide, in 2015. It is observed that 90% of all the
deaths due to malaria occur in Africa. 78% of these cases were children who are under five years old.
Intensive malaria interventions helped to reduce malaria incidence by 37% between 2000 and 2015.
Malaria is a curable disease if diagnosed and treated promptly and correctly. Drug resistance has
developed against almost all anti-malarial drugs and an effective vaccine against malaria has not been
developed yet. Vaccine studies initiated 40 years ago by sterile immunity against falciparum malaria
through immunization by exposure to 1000 irradiated mosquitoes. Complex structures, complicated
life cycles and various antigenic structures of Plasmodium species make vaccination studies difficult.
Circumsporozoite protein (CSP), the most extensively studied protein is also present in the content
of the vaccine candidate RTS,S which is currently closest to get license. CSP was the first described
Plasmodium antigen because of its important role during initiation of the parasitic infection. CSP is the
major surface coat protein of Plasmodium parasite. CSP is a soluble protein and recombinant form of the
CSP can be produced in Escherichia coli. NANP repeat region is a target site for host antibodies. Recently
many DNA, RNA and protein vaccine candidates are being developed against malaria. According to
WHO, in the next 20 years period, malaria vaccine can be developed. In this study we aimed to produce
recombinant CSP (rCSP). Initially, P.falciparum CSP gene was amplified by PCR. CSP gene was cloned
in to the pJET cloning vector. The gene subcloned to the pET100 protein expression vector. E.coli cells
were used for protein expression. After this process, purification and endotoxin removal protocols were
performed. As a result, 1182 bp CSP gene was obtained from Pfalciparum genomic DNA. Accuracy of
cloning and DNA sequence of the CSP gene was determined with DNA sequence analysis. The gene
sequence was recorded to the GenBank with a registration no KT315396. rCSP was expressed in E.coli
cells. The existence of rCSP was verifiedwith Western Blot method and was purified and removed from
endotoxins. rCSP aminoacid sequence and 3D shape was obtained.We believe that the production of
recombinant CSP will enable us to contribute to the further malaria vaccine studies in our laboratory and
country.

Keywords: Malaria; malaria vaccine; Plasmodium falciparum; Circumsporozoite protein; immunity.
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GiRiS
Sitma, halen diinyada en fazla morbidite ve mortaliteye neden olan paraziter enfeksi-

yondur. Sitmaya karsi etkin tedaviler giiniimiizde kullaniimakta olup, heniiz hastaliktan
tam olarak koruma saglayan bir asi mevcut degildir'-3.

Plasmodium tiirlerinin insanda enfeksiyona neden olan dort ana tiiri mevcuttur. Bun-
lar Pfalciparum, P.ovale, Pmalariae ve Pvivax'tir. insanlarda enfeksiyona neden olan be-
sinci bir tur olan P.knowlesi aslinda primatlarin sitma etkeni olup insanlarda da zoonoz
seklinde sitmaya neden olmaktadir. iki veya daha fazla Plasmodium tiiriiyle kombine en-
feksiyonlar da goriilebilmektedir. Sitma etkenleri arasinda en agir klinik tabloyu olusturan
ve en fazla 6liime neden olan tiir P.falciparum’dur'.

Diinyada Pfalciparum sitmasi daha fazla gorilmekteyken, Turkiye’de yerli olgularda
Pvivax etkendir. Ulkemizde cumhuriyetin kurulusundan itibaren yogun bir sekilde yirii-
tiilen miicadele neticesinde yerli sitma olgusu son yillarda seyrektir'- fakat uluslararasi
seyahatin kolaylasmasi sonucu son yillarda tilkemizde ve bolgemizde etkenin Pfalciparum
oldugu importe sitma olgulari daha sik gériilebilmektedir®> '3,

Hastaliga karsi mevcut ilag alternatifinin sinirl olmasinin yani sira, var olan ilaglara da
direnc gelisimi ve ilag yan etkileri nedeniyle kullaniminin kisitlanmasi; béyle 6nemli bir
hastalik icin neden halen etkili bir asi olmadigi sorusunu akla getirmektedir. 1970’ler-
de atteniiesporozoitlerin asi olarak denenmesiyle baslayan calismalar, glinimizde DNA
ve protein asi calismalariyla devam etmektedir'.Giiniimiizde parazitin pre-eritrositer,
eritrositer ve seksuiel hayat evrelerine karsi etkili ve/veya bunlarin kombinasyonlarindan
olusan asilar gelistirilmeye calisiimaktadir'>.

Plasmodium’larin farkli hayat evrelerinde sentezlenen bircok antijen tek basina veya
birbirleriyle kombine edilerek bircok asi calismasinda kullanilmistir. ilk calismalarda atte-
niesporozoitlerle yapilan deneylerde bagisiklik elde edilmesi lizerine ilgi pre-eritrositer
donem antijenleri tizerinde yogunlasmistir. Pre-eritrositer donemin en énemli antijenik
yapisi da gerek sporozoitin gelisiminde, gerekse de invazyondan karaciger evresine kadar
olan dénemde aktif rol oynayan Circumsporozoite proteindir (CSP)?.

Plasmodium’larin antijenik yapilari icerisinde ilk tanimlanan CSP tek basina ve diger an-
tijenlerle beraber bircok asi calismasinda kullanilmistir. Bu protein ilk olarak sivrisineklerin
vicudundaki ookistler icerisindeki sporozoitlerde tespit edilmistir. Disi anofelin yumurta
gelisimi icin insandan kan emmesi esnasinda dermis lzerine enjekte edilen sporozoit ya-
pisinda bu protein bulunmakta ve sporozoitin gelisiminde de 6nemli rol oynamaktadir.
CSP’nin yapisinda bulunan N ve C terminali yapilarinin parazitin enfekte edebildigi insan
disindaki tiirlerde de biiyiik oranda benzer oldugu bilinmektedir''”.

Bu calismada P.falciparum CSP geninin klonlanip, ekspresyon vektoriine yerlestirilmesi
ve sonrasindar rCSP proteininin ekspresyonu, optimizasyonu, saflastirlmasi ve karakteri-
zasyonu amaglanmugtir.
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GEREC ve YONTEM
CSP Geninin Elde Edilmesi

Pfalciparum tim genomik DNA'sindan Pfalciparum CSP geni icin, spesifik primerler
PFCSP F1 (5'-CACC ATG ATG AGA AAATTA GCT AT-3") ve PfCSP R2 (5'-TTA ATT AAA GAA
TAC TAA TAC-3")] kullanilarak PCR reaksiyonu hazirlandi. PCR dongdisu sartlari; 94°C’de 5
dk denatiirasyonun ardindan, 25 dongi 94°C’de 1 dk, 58°C’de 1.15 dk ve 72°C’de 1 dk
ile baglanma ve 72°C’de 30 dk uzama basamaklari seklinde diizenlenmistir.

Elde edilen PCR riini %0.8 etidyum bromdir iceren %1.5 agaroz iceren jelde marker
esliginde yuritilmus ve jel Gizerindeki PCR triini, Gel Logic 212 Pro Jel goriintiileme
cihaziyla gorintilenmistir (Carestream, ABD).

CSP Geninin Klonlanmasi

Klonlama reaksiyonu, CloneJET PCR Cloning Kit (ThermoScientific, ABD)inde 6nerilen
yonteme uygun olarak gerceklestirildi. Yapigkan uclu klonlama protokoli uygulandiktan
sonra elde edilen Griin leligasyon reaksiyonu sayesinde CSP geni pJET vektoriine klonlandi.
Bu karisimdan 5yl alinarak buz Gzerinde bekletilen mikrosantrifiij tiptindeki 100 pl kom-
petan OneShot® TOP10 Escherichia coli (Invitrogen, ABD) hiicrelerine eklendi. Sonrasinda
mikrosantrifuj tipu, 42°C’de 1 dk bekletilerek buz Gzerine alindi ve (izerine 250 pl SOC
medium eklendi. Daha sonra ampisilinli kati LB agar tizerine bu karigim ekildi ve 37°C’de
bir gece inkibe edildi.

Transformasyon sonrasi olusan kolonilerin, rekombinant plazmit icerip icermedigini tes-
pit icin PCR taramasi yapildi. Bunun icin kati besiyerinden steril pipet ucuyla alinan her bir
koloni, 25 pl’lik PCR tarama reaksiyon karisimina eklendi. PCR uriini agaroz jelde yuruttil-
dui ve goruntilendi.

Pozitif kolonilerden miniprep yapilarak CSP genini iceren rekombinant plazmitler saf-
lastirildi. Rekombinant plazmitler template olarak kullanilarak PCR yapildi ve agaroz jelde
goruntilenen Pfalciparum CSP geninin varligi dogrulandi. Ayrica DNA dizi analizi yapilarak
klonlamanin dogrulugu kesinlestirildi. DNA dizi analizi sonuglari, Chromas v.1.45 programi
ile http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ adresindeki BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
programiyla veri tabaninda mevcut olan Pfalciparum dizileri ile karsilastirilarak incelendi.

Elde edilen genin Champion™ pET100 Directional TOPO® Expression Kit (ThermoSci-
entific, ABD)vektoriine yerlestirilebilmesi icin Pfu DNA Polimeraz enzimi kullanilarak PCR
reaksiyonu hazirlandi. Elde edilen PCR uriinu agaroz jelde yiritildi ve goruntilendi.
Protein ekspresyon ve piirifikasyonu icin Champion™ pETDirectional TOPO® Expression
Kit kullanildi. Pfalciparum CSP geninin pET100 vektoriine subklonlanmasi Gretici firma
protokolline gore yapildi.

pET100 vektoriine ligasyon ve transformasyon sonrasinda olusan kolonilerin, rekombi-
nant plazmit icerip icermedigini anlamak icin PCR taramasi yapildi ve CSP geninin pET100
vektorline transformasyonu sonrasi PCR taramasi ile pozitifligi belirlenen koloni LB sivi
besiyerine ekilerek miniprep prosediirii uygulandi. PCR yontemi ile rekombinant plazmit
varligi dogrulandi. DNA dizi analizi ile varligi kesinlestirilen rekombinant plazmit, rCSP
Uretimi icin BL21 Star E.coli hiicrelerine transforme edildi.
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rCSP Ekspresyonu

Transformasyon Griiniiniin 500°er pl'si 50 ml’lik T0 ml sivi LB iceren 2 adet tlpe aktarila-
rak ikiye bolindu. Sivi besiyerleri 37°C’de OD,, 0.5-0.8 olana kadar yaklasik 3 saat inkibe
edildi. Protokol sonunda negatif 6rnekle birlikte, alinan diger 6rnekler -20°C’de saklandi.
Bu ornekler rCSP analizi asamasinda kullanildi.

Mini-PROTEAN® Tetra Cell Systems (Bio-Rad, ABD) SDS-PAGE’de yiiriitiilen proteinler
Trans-Blot® Turbo™ Transfer System Western Blot (Bio-Rad, ABD) sistemle nitroseliiloz
membrana transfer edildi. Bloklama ve Anti-HisG-HRP antikor (invitrogen, ABD) inkiibas-
yonu sonrasi rekombinant proteine ait bantlar DAB tablet yontemi ile tespit edildi.

rCSP’'nin Saflastirimasi ve Endotoksinlerinden Arindiriimasi

Rekombinant protein ekspresyonu 3.5 saat 0.1 mM IPTG ile indlklenerek optimize
edildi. rCSP’nin saflastinlmasi, Protein Purification System Kit (ProBond, ABD) prosediiriine
uygun olarak yapildi. Saflastiriimis rCSP’nin dogrulugu SDS-PAGE sonrasi Western blotta
Anti-HisG-HRP antikor ve DAB ile gosterildi.

Saflastirlan rCSP’denen dotoksinlerin ayristiriimasi “ToxinEraser™ Endotoxin Removal
Kit (Genscript, ABD)” kullanilarak uretici firma onerisine gore yapildi. Saflastirilan ve endo-
toksinleri uzaklastirilan rCSP’nin endotoksin seviyesi Pierce LAL Chromogenic Endotoxin-
QuantitationKit (Thermo Scientific, ABD) kullanilarak 6l¢tld.

rCSP’nin Aminoasit Dizilimi ve 3 Boyutlu Yapisinin Elde Edilmesi

DNA dizi analizi yapilarak elde edilen Pfalciparum CSP gen dizisi kullanilarak http://
www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_transeq/adresindeki program ile rCSP’ninaminoasit dizi-
limi elde edildi. http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgiid=index adresindeki ]
mol 14.2.15_2015.07.09 programi kullanilarak rCSP’nin 3 boyutlu sekli elde edildi.

BULGULAR

Pfalciparum genomik DNA'sindan CSP spesifik primerler kullanilarak PCR kurularak
1.182 bp byukliglinde PCR urlni elde edilmistir (Resim 1).

PCR ile elde edilen Pfalciparum CSP geni pJET vektoriine klonlandi. Klonlamanin dogru-
lugunu gostermek amaciyla rekombinant plazmitin DNA dizi analizi yapildi. DNA dizi ana-
lizi ile gen klonlamasinin dogrulugu ve CSP geninin DNA dizisi tespit edildi (Resim 2). Ca-
lismada elde edilen1.182 bp biyukligtndeki P.falciparum CSP geni GenBank’a KT315396
numarasi ile kaydedilmistir.

pPET100 ekspresyon vektoriine plazmitin yerlestirilebilmesi icin Pfu DNA polimeraz en-
zimi ile ¢cogaltilan 1.182 bp buyukligindeki CSP geni pJET vektoriinden subklonlama ile
pPET100 plazmitine yerlestirilmistir (Resim 3).

pET100 vektoriine Pfalciparum CSP geninin yerlestiriimesi ile olusturulan rekombinant
plazmite pETTOOPfCSP adi verildi. Rekombinant pETT00PfCSP plazmiti, BL21 star E.coli
hiicrelerine transformasyonu sonrasinda IPTG ile indiiklenerek rekombinant protein eks-
presyonu uyarildi. Elde edilen rCSP, SDS-PAGE ve Western Blot yontemiyle Anti-HisG-HRP
antikor ve DAB ile gosterilmistir (Resim 4).
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Resim 1. Plasmodium falciparum CSP geninin PCR diriindi. 1: Pozitif kontrol
(1182 bp), 2: Pozitif 6rnek, 3: Negatif kontrol, M: Marker.

1 atgatgagaa aattagctat tttatctgtt tcttcocctttt tatttgttga ggccttattc

61 caggaatacc agtgctatgg aagttcgtca aacacaaggg ttctaaatga attaaattat

121 gataatgcag gcactaattt atataatgaa ttagaaatga attattatgg gaaacaggaa

181 aattggtata gtcttaaaaa aaatagtaga tcacttggag aaaatgatga tggaaataac

241 gaagacaacg agaaattaag gaaaccaaaa cataaaaaat taaagcaacc agcggatggt

301 aatcctgatc caaatgcaaa cccaaatgta gatcccaatg ccaacccaaa tgtagatcca

36l aatgcaaacc caaatgtaga tccaaatgca aacccaaatg caaacccaaa tgcaaaccca

421 aatgcaaacc caaatgcaaa cccaaatgca aacccaaatg caaacccaaa tgcaaaccca

481 aatgcaaacc caaatgcaaa cccaaatgca aacccaaatg caaaccccaa tgcaaatcct

541 aatgcaaacc caaatgcaaa cccaaacgta gatcctaatg caaatccaaa tgcaaaccca

€01 aatgcaaacc caaacgcaaa ccccaatgca aatcctaatg caaaccccaa tgcaaatcct

66l aatgcaaatc ctaatgccaa tccaaatgca aatccaaatg caaacccaaa cgcaaaccce

721 aatgcaaatc ctaatgccaa tccaaatgca aatccaaatg caaacccaaa tgcaaaccca

781 aatgcaaacc ccaatgcaaa tcctaataaa aacaatcaag gtaatggaca aggtcacaat

841 atgccaaatg acccaaaccg aaatgtagat gaaaatgcta atgccaacaa tgctgtaaaa

901 aataataata acgaagaacc aagtgatcag cacatagaaa aatatttaaa gataatacaa

961 aattctcttt caactgaatg gtccccatgt agtgtaactt gtggaaatgg tattcaagtt

1021 agaataaagc ctggctctgc taataaacct aaagaccaat tagattatgc aaatgatatt

1081 gaaaaaaaaa tttgtaaaat ggaaaaatgt tccagtgtgt ttaatgtcgt aaatagttca

1141 ataggattaa taatggtatt atccttcttg ttccttaatt ag

Resim 2. Plasmodium falciparum CSP geninin DNA dizi analiz sonucu.
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1 2 3 M

Resim 3. Pfu DNA polimeraz ile elde edilen PCR diriinti. M: Marker
1: Negatif kontrol, 2: Pozitif kontrol (1182 bp), 3: Pozitif 6rnek.
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Resim 4. Saflastirma sonrasi rCSP Western blot sonucu. 1: Pozitif kontrol, 2-8: Ornekler
(2: 0.1 mM 4.5 saat, 3: 0.1 mM 3.5 saat, 4: 0.1 mM 2,5 saat, 5: 0.01 mM 5.5 saat,
6:0.01 mM 4.5 saat, 7: 0.01 mM 3.5 saat, 8: 0.01 mM 2.5 saat), 9: Negatif kontrol
(0. saat), M: Marker.
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1 MMEELAILSV SSFLFVEALF QEYQCYGSSS NTRVLHELNY DMAGTHNLYNE LEMMNYYGEQE
61 NWYSLEEMSE SLGENDDGNN EDNEEKLEKPE HEELKQPADG NPDPHANE NANPNVDI
121 HANP HA MNPHANE HANPHANPHA NPHANPHANE HANPHANPNA NPMANFNANI
181 MANPNANPNV DPNANPMANP NANPHAMPNA NPMANPNANP MNANPMANPHA NPHMANPNANP

11 HANPNANPNA NPHAMNPHMANE MANPMANPNE NHOGHGOGHN MPHDENENVD EMHANAL 7B
301 HHNNEEPSDD HIEK II0 NSI ISPC SVTCGHGIOV RIKPGSANKP KDOI

161l EKKICKMERKC SS5VFHVVHSS

Resim 5. rCSP aminoasit dizisi.

P.falciparum CSP gen dizisi kullanilarak 393 aminoasitten olusan rCSP yapisi elde edildi
(Resim 5). Bu calismada elde edilen rCSP icyapisinda merkezi bolgede toplam 37 NANP
epitopu (Asn-Ala-Asn-Pro) bulunmaktadir. Merkezi bolgede tek basina 3 NANP-NVDP
epitop tekrarindan sonra 15 NANP tekrari ve arada bulunan bir NVDP epitopunun ardin-
dan tekrar 19 NANP epitop tekrari oldugu tespit edilmistir. rCSP yapisinda toplam 4 adet
birbirinden bagimsiz NVDP epitopu bulundugu gorilmustur.

Pfalciparum CSP gen dizisi kullanilarak rCSP’nin 3 boyutlu yapisi elde edilmistir (Resim 6).
TARTISMA

Pfalciparum, sitmaya neden olan parazitler icerisinde en sik karsilagilan tir olmanin
yaninda en agir klinik tabloyu olusturan ve en fazla éliime neden olan etkendir. Ulke-
mizde sitma etkeni olarak P.vivax goriilmekteyken, son yillarda uluslararasi seyahatin ko-
laylasmasi, gocler, savaslar ve o6grenci degisim programlari gibi etkenlere bagl olarak

Resim 6. rCSP proteininin ti¢ boyutlu yapisi.
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Pfalciparum ile ortaya cikan sitma olgularinin sayisi da giderek artmaktadir’'3. Asi calis-
malarina en fazla konu olan sitma etkeni P.falciparum’dur'®.

Sitmaya karsi agi gelistirme calismalari 1970'li yillarda baslamustir. ilk olarak kullanilan
radyasyonla atteniie edilmis sporozoitleri tasiyan sivrisineklere maruz birakilan kisilerde
kismi bagisiklik elde edilmistir'*. Gamma isinlariyla zayiflatiimis sporozoitler asi olarak
kisith bir bagisiklik olugsturmustur. Busporozoitlerin bagisiklik olusturabilmesi icin binden
fazla sivrisinek ising1 gereklidir ve seri Giretiminde giicliikler yasanmaktadir. Onceki calis-
malarda elde edilen basarili sonuglar sayesinde giinimiizde bu yondeki calismalar tekrar
ilgi odagi olmustur'8-20,

RTS,S asisi DSO gokkusadi tablosuna gére Faz Il calismalarina ulasabilmis tek sitma
asisidir. Bu asida 19 NANP epitop tekrari bulunmaktadir. Ayni zamanda Hepatit B yuizey
antijenine baglanmis olan CSP'nin C terminalini de icermektedir. RTS,S’de adjuvan ola-
rak ise ASO1E kullanilmistir?, RTS,S’in Faz Ill calismalari sonucu elde edilen verilere gére,
5-17 ayhk sit cocuklarinda yapilan ilk doz asilamayi takiben 18 ay sonra ikinci bir doz
uygulanmastyla, sitma olgu sayisini %36 oraninda azalttigi bulunmustur. ilk doz asilama-
da 6-12 haftalik olan infantlarda ise %26 oraninda koruma saglandigi tespit edilmistir.
Bunun yani sira asinin etkinliginin her iki grupta da zamanla azaldigi gézlenmistir. Asinin
etkinliginin degerlendirilmesinde %80 civarinda insektisit ve cibinlik gibi diger koruma
faktorlerinin de mevcut oldugu géz oniinde bulundurulmustur. RTS,S saha calismalari,
sitmanin en fazla 6lime neden oldugu Afrika’da ve yine en fazla 6lime neden oldugu
grup olan 5 yas alti cocuklar tzerinde yapilmistir. 2013 yilinda yapilan bir arastirmanin
sonuglarina bakildiginda RTS,S’in 4 yil sonunda koruma orani %16.8 olarak bulunmus-
tur. Afrika’da genis katihml bir calismada 6 ila 12 haftalik 6537 infantin dahil edilme-
siyle yapilan Faz Ill calismasinda RTS,S sitmaya karsi yaklasik %30 oraninda bir koruma
saglamistir. Afrika’nin 11 farkl bolgesinde yiritiilen ve 4453 cocuk lzerinde yapilan bir
diger arastirmada sitmanin diistik transmisyonunun gorildigi bolgelerde %60 koruma,
orta derecede transmisyonun oldugu bodlgelerde %41 koruma ve yiiksek transmisyonun
oldugu bélgelerde ise %4 koruma gdzlenmistir?'-23,

Asinin ireticisi olan Glaxo Smith Kline (GSK, ingiltere) firmasi Haziran 2014'de Avrupa
ilac Ajansi (AIA)'na ruhsat almak lizere resmen basvurmustur. GSK, AIA’nin degerlendir-
me sonucuna gore, RTS,S’in Temmuz 2015 itibariyle onaylandigini; 2017 yilinda ise son
olarak DSO tarafindan kullanima sunulup sunulmayacagina karar verilecegini duyurmus-
tur. Elimizdeki bu veriler 1siginda bir degerlendirme yapildiginda, CSP bazl RTS,S'in, sit-
maya karsi ihml bir koruma sagladigi; bu koruyuculugun %100 olmadigi ve bu konuda
onumizdeki yillarda daha detayli calismalar yapilarak, daha etkili asi formilasyonlarinin
gelistirilmesi gerektigi sonucuna ulasabiliriz. Ayrica asi aday! olabilecek hedef antijenler
icinde bircok molekul olmasina karsin en 6nemli molekil de CSP olarak goriilmektedir.

Calismamizda kullanilan Pfalciparum CSP geninin buyikligu 1.182 bp‘dir. http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore adresinde mevcut bulunan CSP gen dizilerinin biytk-
[Ggu 1.032-2.337 bp arasindadir. GenBank’ta AB502850.1 (Tanzanya izolati) kayit nu-
marali gen ile calismamizda izole edilenve KT315396 numara ile kayit edilen gen %100
ayni baz dizilimine sahiptir.
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37 NANP ve 4 NVDP Epitoplu Plasmodium falciparum Rekombinant
Circumsporozoite Proteinin Ekspresyonu ve Molekiler Karakterizasyonu

Pre-eritrositer donem asilarinda, CSP’nin merkezinde bulunan ve proteinin ana ka-
rakterini belirleyen NANP tekrarlarinin 6nemi dikkate alinarak agi calismalarinda kulla-
nilmistir>?4, NANP epitoplarinin; CSP’nin yapisinda dogal olarak bulundugu sekilde ve/
veya sentetik sekilde 3 ila 19 tekrar halinde asI calismalarinda etkinligi arastinimistir. Bu
epitopun asi calismalarinda stratejik bir hedef olarak secilmesi oldukca gercekgi ve akilci
bir yaklasim olarak gliniimiize kadar kabul gérmiistiir?>2.

CSP’ye karsi olusan humoral bagisiklikta NANP epitop tekrari 6nemli bir rol oynamak-
tadir. Malawi’de NANP epitop tekrarinin polimorfizmi tizerine yapilan bir calismada 98
farkl izolat kullaniimis ve sonucta 20 farkli epitop tespit edilmistir. RTS,S yapisinda 19
NANP tekrari bulundugunun bilinmesine ragmen farkli izolatlarda oldukca degisken sayi-
larda NANP tekrari bulundugu bildirilmistir?”-?. Bizim calismamizda kullanilan izolattan
elde edilen CSP’deki NANP epitopu tekrar sayisi 37 olarak tespit edilmistir. Literattirdeki
bilgiler 1s1§inda, kullanmis oldugumuz rCSP’deki NANP tekrarinin konak immuinitesinde
B ve T lenfosit yanitini uyararak yapilacak calismalarda asi etkinligine olumlu katkilarinin
olabilecegini diigsinmekteyiz.

Pfalciparum’un pre-eritrositer doneme ait en 6nemli antijenik yapilarindan olan CSP’in
rekombinant olarak uretilip, agi aday! olarak tasarlandigi bu calismada; P falciparum ge-
nomik DNA'si kullanilarak; spesifik primerlerle CSP gen bdlgesi PCR ile ¢cogaltilip daha
sonra plazmite klonlanmistir. Rekombinant plazmit BL21 hiicrelerinde eksprese edilmis-
tir. Eksprese edilen rekombinant protein saflastirilarak, endotoksinlerinden arindirilmis-
tir. rCSP’nin etkinliginin farkli deney hayvanlarinda arastirilabilmesi icin; rekombinant
protein ekspresyon optimizasyonu calismalarinin yani sira, daha yiksek miktarlarda elde
edilebilmesi gerekmektedir®°.

Gunumizde halen milyonlarla ifade edilen olgu sayisi ve ylzbinlerle ifade edilen can
kayiplarina ragmen, sitmaya karsi etkili bir asi olmamasi ve mevcut ilaclarin hepsine karsi
bildirilen direng, bu alanda yapilan ve yapilmasi planlanan calismalari daha da onemli
hale getirmektedir.

Bu calisma sonrasinda, farkl modifikasyonlarla elde edilecek verilerin gelistiriimesi ve
diger yliksek organizmali deney hayvanlarinda enfeksiyona karsi etkinliginin arastiriimasi
ile sitmaya karsi asi calismalarina 6nemli bir katki saglanmig olunacaktir.
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