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SITMA ASISINDA ALTERNATIF KOMBINASYON: PLASMODIUM FALCIPARUM
CIRCUMSPOROZOITE PROTEIN VE MF59
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Doktora Tezi, Agustos 2015
Damsman: Prof. Dr. Salih KUK

OZET

Sitma, paraziter hastaliklar arasinda en fazla 6lime neden olamidir. Sitmaya, Plasmodium
cinsine ait protozoan parazitler sebep olmaktadir. Hastalik disi Anofel sivrisinegin insanlardan
kan emmesiyle bulagsmaktadir. Hizli ve etkin bir bicimde teshis ve tedavisi gerceklestirildiginde,
sitma iyilestirilebilir bir hastaliktir. Sitmaya karsi kullanilan ilaglarin hemen hepsine karsi
direng gelismis durumdadir ve giiniimiizde sitmaya kars1 etkili bir as1 heniiz gelistirilememistir.
40 yil once, radyasyon uygulanmis 1000 sivrisinege maruz birakilan kisilerde falciparum
sitmasina karst steril immiinite olusturulmasiyla calismalar baslamustir. Plasmodium’larin
kompleks yapilar1 ve karmasik hayat dongiileri as1 calismalarini zorlastirmaktadir ve ¢ok fazla
antijenik yapilart bulunmaktadir. Uzerinde en fazla calisilan Circumsporozoite Protein,
giiniimiizde lisans almaya en yakin aday olan RTS,S’in de yapisinda bulunmaktadir. Pre-
eritrositer donem asilart daha fazla calisilmistir. Bunun yaninda, giiniimiizde bir¢ok protein ve
DNA agis1 gelistirilmeye calisiimaktadir. Diinya Saghk Orgiitii’'ne gére oniimiizdeki 20 yillik
periyodda sitma asisinin yapilabilmesi miimkiindiir. Bu calismada P.falciparum CSP’nin
rekombinant olarak iiretilmesi ve MF59 adjuvam ile kombine edilmesi amaglanmustir. Oncelikle
P.falciparum genomik DNA’sindan 1.182 bp’lik CSP geni PCR ile ¢ogaltilmigtir. CSP geni
pJET vektoriine klonlandi. Daha sonra pET100 protein ekspresyon vektoriine subklonlanarak
rekombinant CSP (rCSP) eksprese edildi. Western Blot ile gosterilen rCSP, Probond
Purification System Kkiti ile saflastirilmasi sonrast endotoksinlerinden arindirilmis ve MF59 ile

kombine edilmistir.

Sitmaya karsi ast calismalarinda yeni bir yaklasim olan rCSP + MF59 formiilasyonunun
etkinliginin sonraki caligmalarda farkli deney hayvanlarinda arastirilmasi ile bilimsel birikime

katki saglanabilecektir.

Anahtar Sozciikler: Sitma, Sitma asisi, CSP, Bagisiklik
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AN ALTERNATIVE COMBINATION FOR MALARIA VACCINE: PLASMODIUM
FALCIPARUM CIRCUMSPOROZOITE PROTEIN AND MF59

Yunus UYAR
Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Parasitology
Doctorate Thesis, August 2015
Supervisor: Prof. Dr. Salih KUK

ABSTRACT

Malaria is the leading cause of death, amongst the parasitic diseases. Malaria is caused by
parasitic protozoans belonging to the genus Plasmodium. The disease is transmitted to the
human by the biting of female Anopheles mosquitos. Malaria is a curable disease if diagnosed
and treated promptly and correctly. Drug resistance has developed against almost all anti-
malarial drugs and currently an effective vaccine against malaria has not yet been developed.
Vaccine studies initiated 40 years ago by sterile immunity against falciparum malaria through
immunization by exposure to 1000 irradiated mosquitoes. Complicated structures and complex
life cycle of Plasmodium makes it difficult to vaccine studies and a lot of antigenic structure
belonging to Plasmodium species. Most extensively studied circumsporozoite protein is also
present in the structure of the vaccine candidate RTS,S which is currently closest to get
licensing. Pre-erythrocytic stage vaccines were studied further. Furthermore, nowadays many
DNA, RNA and protein vaccine candidates are being developed. According to the World Health
Organization, in the next 20 year period, malaria vaccine can be made. In this study we aimed to
produce recombinant CSP (rCSP), then combine it with MF59 adjuvant. Initially, 1.182bp
P.falciparum CSP gene was amplified by PCR. CSP gene was cloned into the pJET cloning
vector. And then subcloned to the pET100 protein expression vector and rCSP was expressed.
rCSP was verified with Western Blot method. Once purified with Probond Purification System

kit, endotoxin free rCSP was combined with MF59 adjuvant.

rCSP + MF59 formulation is a new approach to the vaccine against malaria, will be able to
contribute to scientific knowledge by working subsequent studies in different animal

experiments.

Key Words: Malaria, Malaria vaccine, CSP, Immunity
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1. GIRIS VE AMAC

Sitma, halen diinyada en fazla morbidite ve mortaliteye neden olan paraziter
enfeksiyondur. Kisa inkiibasyon periyodu sonrasi giinler icerisinde Oliimle
sonuclanabilen bir hastaliktir. Sitmaya karsi etkin tedaviler giiniimiizde kullanilmakta

olup, heniiz hastaliktan koruyucu bir as1 mevcut degildir (1-3).

Sitmaya neden olan Plasmodium’lar; Sporozoa sinifindan olup Apicomplexa subesine
ait protozoon parazitlerdir. Plasmodium tiirlerinin insanda enfeksiyona neden olan dort
ana tiirii mevcuttur. Bunlar P.falciparum, P.ovale, P.malaria ve P.vivax’tir. Insanlarda
enfeksiyona neden olan besinci bir tiir olan P.knowlesi aslinda primatlarin sitma etkeni
olup insanlarda da zoonoz seklinde sitmaya neden olmaktadir. Iki veya daha fazla
Plasmodium tiirliyle kombine enfeksiyonlar da goriilebilmektedir. Sitma etkenleri
arasinda en agir klinik tabloyu olusturan ve en fazla Olime neden olan tiir

P.falciparum’dur (1-6).

Milyonlarla ifade edilen sitma vakalar1 ve yiizbinlerle ifade edilen sitma kaynakli
Olimler giiniimiizde de devam etmektedir. Sitma Ozellikle tropikal ve subtropikal
bolgelerde goriilmektedir. Diinyada P.falciparum sitmasi daha fazla goriilmekteyken
Tiirkiye’de ise P.vivax etkendir. Ulkemizde Cumhuriyet’in kurulusundan itibaren yogun
bir sekilde yiiriitiillen miicadele neticesinde yerli sitma vakasi son yillarda nadirdir (1,

2). Fakat uluslararas1 seyahatin kolaylagmas1 sonucu iilkemizde ve bolgemizde etkenin
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P.falciparum oldugu importe sitma vakalar1 son yillarda siklikla goriilebilmektedir (7-

16).

Hastaliga karsi mevcut ilaglarin az olmasinin yani sira, var olan ilaclarin da direng
gelisimi ve ilag yan etkileri nedeniyle kullanimmin kisitlanmasi; boyle onemli bir
hastalik i¢in neden halen etkili bir as1 olmadig1 sorusunu akla getirmektedir. 1970’ lerde
atteniie sporozoitlerin ast olarak denenmesiyle baslayan calismalar, simdilerde DNA

agilar1 ve protein asilarinin gelistirilmeye ¢aligilmasiyla devam etmektedir (17).

Giiniimiizde parazitin pre-eritrositer, eritrositer ve seksiiel hayat evrelerine karsi etkili
ve/veya bunlarin kombinasyonlarindan olusan asilar gelistirilmeye ¢alisilmaktadir (18).
Pre-eritrositer donem antijenlerinden olan Circumsporozoite Protein (CSP), giiniimiizde

lisans almaya en yakin aday olan RTS,S’in de yapisinda bulunmaktadir.

Circumsporozoite protein parazitin hayat dongiisiinde cok onemli bir role sahiptir. CSP
daha Once tek basina ve diger antijenlerle beraber bircok asi ¢calismasinda kullanilmas,
fakat MF59 adjuvaniyla birlikte uygulanmamistir. MF59 adjuvani literatiirde etkili ve
giivenilir bir adjuvan olarak bildirilmektedir. MF59, canlilarda bulunan skualenden elde

edilen ve kuvvetli immiinojen etki olusturabilen bir adjuvandir (19).

Bu projede P.falciparum CSP geni klonlanip, ekspresyon vektoriine yerlestirilerek,
devaminda rCSP proteini sentezlettirilecektir. Saflagtirilan ve endotoksinleri eksiltilen
rCSP, giiclii ve etkin bir adjuvan olan MF59 ile kombine edilerek sitmaya karsi asi

caligmalari i¢in yeni bir formulasyon meydana getirilecektir.

Calisma, lilkemizde ilk olma 6zelligini tasimaktadir ve protein asis1 alaninda iilkemiz ve

laboratuarimizin bilgi havuzuna katkilar1 olacag diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. TARIHCE

Sitma, insanlik tarihi kadar eski bir hastaliktir. Antik donemlerdeki el yazmalarinin
bircogunda bu hastaliktan bahsedilmektedir. Milyonlarca yillik fosil kalintilarinda
sivrisinek varligina rastlanmasi insanlarin, daha yazmin icadindan 6nce bile sitmadan

muzdarip olabileceklerinin isaretidir (20).

Milattan Once 2700 yilinda Cin Hiikiimdar1 Huang Ti, Nei Ching adli eserinde sitmanin
tipik semptomlarindan bahsetmistir. 1971°de Cinli bilim insanlar1 tarafindan izole
edilen ve giiniimiizde halen sitma tedavisinde kullanilan artemisin, MO 200’lii yillardan
beri Cin’de atesli hastaliklara karsi kullanilmis olan ‘Qinghao’ bitkisinin etken

maddesidir (20).

Hipokrat da bataklik bolgelerde, tekrarlayan ates ve dalak biiyiikliigii olan hastalarin

varligina istinaden bu hastaliktan bahsetmistir (21).

Sitmanin batakliktan veya bataklik etrafindaki kotii havadan kaynaklandigi diistiniilerek
bu hastaliga Italyanca kokenli “mal” (kotii) ve “aria” (hava) sozciiklerinin birlesiminden
meydana gelen “malaria” ismi verilmistir. Tiirkcede bu hastalik icin kullanilan sitma

adinin ise “1sitmak’’tan geldigi diisiiniilmektedir (21).

Hastaligin heniiz adi konulmamisken, 1600’lii yillarda Yeni Diinya’yr kesfeden

Ispanyol Cizvit misyonerleri, Amerika yerlilerinden quina quina (kina kina) agacinmn
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kabuklari ile atesli hastaliklarin tedavisinin yapildigini 6grenmislerdir. Peru valisinin esi
olan Chincén Kontesi, hastaligin neden oldugu atesini bu agacin kabuklariyla tedavi

etmeyi bagarmistir (20).

Hastaligin mikroorganizmalarla meydana geldigini 1880’de ilk olarak ortaya koyan
Fransiz askeri hekim Charles Laveran daha sonra bu bulusu sayesinde Nobel odiilii
kazanmugtir. 1897°de Hindistan’da goérev yapan Ingiliz hekim Ronald Ross disi
sivrisineklerin tasidig1 parazitin ookist formunu gostermis ve o da meslektasi gibi Nobel

odiilii kazanmistir (20).

Diinyanin biiyiik bir kisminda goriilmekte olan sitma, insanlik tarihi boyunca bir¢ok
medeniyetin sona ermesine neden olmustur. Ulkemiz cografyasinda da eski
medeniyetlerden giiniimiize kadar sitma her zaman 6nemli bir hastalik olarak varligini
siirdiirmiistir. Cumhuriyet kurulmadan Onceki zamanlara ait net veriler mevcut
olmadigindan vaka sayilar1 tam olarak bilinmemektedir. Cumhuriyet’ten sonra ise
yogun miicadele programlarina ragmen 1929-44, 1976-86 ve 1993-98 yillar1 arasinda ii¢

biiyiik sitma salgimi goézlenmistir (1-3, 21).
2.2. SINIFLANDIRMA

Plasmodium parazitleri Protozoon’larin Apicomplexa subesi, Eucoccidiida takimi ve
Plasmodidae ailesi i¢inde siniflandirilirlar. Plasmodium tiirlerinin insanda enfeksiyona
neden olan dort ana tiirti mevcuttur. Bunlar P.falciparum, P.ovale, P.malaria ve P.vivax
olup (20) enfeksiyona neden olan besinci bir tiir olan P.knowlesi aslinda primatlarin
sitma etkeni olup insanlarda da zoonoz seklinde sitmaya neden olmaktadir (4-6).
Plasmodium’larin sayilanlar diginda, primatlarda ve diger hayvanlarda enfeksiyona

neden olabilen ¢ok sayida tiirii mevcuttur (1-3).

Plasmodium vivax iilkemizde sitmaya neden olan Plasmodium tiiriidiir (1). Iki veya

daha fazla Plasmodium tiiriiyle kombine enfeksiyonlar da goriilebilmektedir (1-3).
2.2.1. Plasmodium falciparum

Plasmodium falciparum tiirii William H. Welch tarafindan 1897°de tanimlanmistir (20).

Sitma etkenleri arasinda diinyada en sik karsilasilan ve en agir klinik tabloyu olusturan
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tiirdiir. Agirlikli olarak tropikal ve subtropikal bolgelerde goriilen P.falciparum, dort tiir

arasinda morbidite-mortalitesi en yiiksek olamidir (1-3).

Eritrositlerin parcalanmasi sonucu ortaya c¢ikan kimyasallar nedeniyle bu hastalikta
goriilen ates, P.falciparum sitmasinda (Tersiyana Sitmasi) her 48 saatte bir

goriilmektedir (1-3).

Gametosit gelisim siiresi bu tiir i¢in ortalama olarak 10-12 giin civarindadir.
P.falciparum trofozoitleri tarafindan istila edilen eritrositler beyin kapillerlerini

tikayarak serebral sitma tablosuna neden olabilmektedirler (2).

Boyali kan preparatlarinda goriilen bu parazitin olusturdugu biiyiik taneciklere ‘“Maurer
Lekeleri” denmektedir. P.falciparum retikiilositlerden olgun eritrositlere kadar aymrim
yapmaksizin her yastaki kirmizi kan hiicrelerini enfekte edebilmektedir. Enfekte eritosit
oraninin %10’a ulagmasiyla sitma semptomlar1 ortaya cikmaktadir. Daha fazla
eritrositin enfekte oldugu durumlarda agir anemi tablosu ve diger ciddi klinik bulgular,

nihayetinde 6liimle sonu¢lanmaktadir (1-3).
2.3. MORFOLOJi

Plasmodium’larin sivrisinek viicudundaki evrim donemlerinde zigot, ookinet, ookist,
sporokist ve sporozoit sekilleri goriilmektedir. insanda goriilen iireme evresinde ise
geng trofozoid, ameboid, geng¢ sizont olgun sizont ve merozoit sekilleri izlenmektedir
(Sekil 2.1.). Plasmodium’lar eritositlerin icerisinde mevcut olan hemoglobinle
beslenirler. Hemoglobin sindirildikten sonra geriye kalan kisim ise eritrosit sitoplazmasi

icinde birikir (1-3).

Plasmodium vivax ve P.ovale sitmasinda, parazitin icinde bulundugu eritrositlerin
sitoplazmasindaki ¢ok sayida kirmizi, asidofilik yapilara “Schiiffner Tanecikleri” denir.
P.falciparum sitmasinda ise enfekte eritrositlerin sitoplazmasindaki az sayida mavi,

bazofilik yapilara da “Maurer Tanecikleri” denmektedir (1-3).

Eritrositik sizogoni sonucu olusan merozoitler plazmaya dagilir ve bunlarin bircogu
immiin sistem tarafindan ortadan kaldirilir. 2-3 eritrosit dongiisiinden sonra bilinmeyen
bir mekanizmayla gametositleri meydana getirirler. Olusan gametositlerin sitoplazmasi

daha yogundur ve kromatini bulunmamaktadir (2).
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Plasmodium vivax ve P.ovale retikiilositleri enfekte ederken, P.malariae ise olgun
eritrositleri enfekte eder. P.falciparum ise aywrim yapmaksizin gen¢ veya olgun
eritrositleri enfekte etmektedir ve enfekte eritrosit oran1 %10 civarinda, hatta daha
fazladir. Oysa diger tiirlerle meydana gelen sitma tablosunda total eritrositlerin %1°1

bile enfekte olmamaktadir (1-3).



Plasmodium vivax Plasmodium malariae Plasmodium faleiparum
gl .@r M W

Sekil 2.1. Plasmodium Tiirlerinin Gelisim Evreleri



2.4. HAYAT DONGUSU

Plasmodium’larin hayat dongiisii aslinda detayli olarak aydinlatilmis olsa da halen
gizemini koruyan kisimlar1 bulunmaktadir. Plasmodium tiirlerinin sivrisinek ve insanda

tamamlanan karmasik bir hayat dongiisii vardir (Sekil 2.2.).
2.4.1. Sizogoni

Plasmodium’u tasiyan disi anofelin insandan kan emerken hortumundan gegen
sporozoitlerle hayat dongiisii baglamig olur. Kan emme esnasinda yaklasik 3000
sporozoitin deriye enjekte edildigi bilinmektedir. Sporozoitler, dermis {izerine veya
epidermise inokiile edilmektedir. Bu sporozoitler, kan veya lenfatik sistemin endotelyal
hiicrelerine ulasana kadar aktif olarak hareket etmektedirler (22). Daha sonra kan
dolastmi  sayesinde sporozoitler karacigere dogru yolculuklarina baglarlar.
Sporozoitlerin bir kismi bu esnada dendritik hiicreler tarafindan fagosite edilir (23).
Fagositozdan kurtulanlar ise karacigere ulastiklarinda karaciger hiicrelerine giris
yaparlar ve burada hepatositler icgerisinde c¢ogalirlar. Hepatositleri istila eden
merozoitler, hiicrelerin parcalanmasiyla kan dolagimina gecerler. Kan dolasimia

katilan binlerce merozoitin bundan sonraki hedefleri eritrositlerdir.

Plasmodium vivax ve P.ovale’nin karacigerde bazen yillarca uykuda kalan ve bazen
aylar-yillar sonra aktif hale gecerek enfeksiyona neden olabilen hipnozoit formlari

mevcuttur (1-3).

Merozoitler eritrositleri istila ederek eritrosit icerisinde cogalir ve sizontlara doniisiirler.
Sizontlar parcalandiginda serbest kalan her trofozoit yeni bir eritrositi enfekte eder.
Eritrositer donemdeki parazitler hastaligin klinik manifestasyonlarindan sorumludur (1-

3).
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Sekil 2.2. Plasmodium’larin Hayat Dongiisti



10

2.4.2. Sporogoni

Bu dongii bu sekilde devam ederken bir kisim trofozoitler, 2 veya 3 eritrositer dongiiden
sonra bilinmeyen bir nedenle makro ve mikrogametositlere doniisiir. Sivrisinek kan
emerken parazitin bu formlarmi da almaktadir. Daha sonra sivrisinegin orta
bagirsaginda olgunlasan makro ve mikrogametositler birleserek zigotu olustururlar.
Zigot, sivrisinegin viicuduna giristen yaklasik 18-20 saat sonra hareketli ve uzamis olan
ookinete ve ardindan ookiste doniisiir. Ookist gelisimi 27°C sicaklikta ve yaklasik 2

hafta gibi olduk¢a uzun sayilabilecek bir siirede gerceklesmektedir (1-3).

Ookistin riiptiire olmasiyla, tiirler arasinda farkliliklar goriilmekle birlikte ortalama 10-
15 wm boyundaki sporozoitler ortaya cikar. Sporozoitler heniiz sebebi bilinmeyen 6zel
bir tropizm sayesinde disi Anofel’in tiikriik bezlerine gelirler. Sivrisinegin saglikli bir
insandan kan emmesi esnasinda tiikriilk bezinde bulunan bu sporozoitler de enjekte

edilirler ve sitma parazitinin hayat dongiisii bu sekilde devam eder (1-3).

midede midenin

eksflajellasyon
; ve dolientie dig d'i:}'alll'lndﬂ
midede olur ool istler
gametler olusur
b ookist iginde

olusan sporozoitler
gevreye yayilir
kan cmcl:klcn
gametositler
alimir

_ sporozoitler
titkritk bezlerine

periferik kanda gider

gametositler

saglamdan
kan emerken
_sporozoitler
viicuda enjekte
edilir

Sekil 2.3. Disi Anofel’de Plasmodium’larin Gelisim Evreleri



11

2.5. SITMA VEKTORU

Sitmanin vektorli Anopheles cinsi sivrisineklerdir. Disi Anopheles, yumurtalarinin
olgunlasabilmesi icin insanlardan kan emerken Plasmodium’lar1 da insan viicuduna
inokiile eder. Plasmodium’lar insanda eseysiz, vektorii olan disi sivrisinegin viicudunda

ise eseyli olarak iirerler (1).

Sitmanin vektorii olan disi Anopheles’lerin yasamasi i¢in uygun olan 45° kuzey ile 40°
giiney arasindaki enlemlerde hastalik dogal olarak daha sik goriiliir. Disi Anopheles’ler
15°C’nin altinda yasayamadiklar1 i¢in, bu sicaklik derecesinin {istiine ¢ikmayan

bolgelerde sitma goriilmemektedir (2).

Anopheles cinsi sivrisinekler yumurtalarin1i  genellikle su yiizeyine birakirlar.
Yumurtalarda bulunan yiizgecler suyun dibine batmalarin1 engellemektedir.
Yumurtadan sonra larva, pupa ve son olarak da ergin donemi olmak iizere hayat
dongiisiinde dort donem gecirirler. Yumurtalarin gelisimi i¢in en uygun sicaklik olan

23-25°C’de 2-3 giin gecirmeleri yeterlidir (2).

Anopheles’lerin dogada ¢ok fazla sayida tiirii mevcut ise de hepsi Plasmodium’lar i¢in
vektorliik yapmamaktadir. Ulkemizde vektor olarak en sik saptanan tiirler: Anopheles
sacharovi, A. maculipennis, A. claviger ve A.superpictus’tur. Bunlari diginda vektorliik

yapan 9 Anopheles tiirii daha mevcuttur (1-3).

Sivrisinekler disinda hastalik kan transfiizyonu, transplasental (dogum esnasinda veya
anne karninda) yolla, organ transplantasyonu ve kontamine enjektor ve/veya cerrahi

malzemelerle de bulasabilmektedir (24).

2.6. PATOGENEZ

Plasmodium vivax ve P.ovale tiirleri ile meydana gelen sitmada sporozoitlerden bir
kism1 hepatositler icerisinde ¢ogalmadan, latent halde kalmakta ve olduk¢a uzun bir

slire sonra bile yeniden aktive olarak enfeksiyona neden olabilmektedirler (1-3).

Klinik bulgular ortaya ¢ikmadan Once sitma tiiriine gore 7 ila 30 giin arasinda degisen
bir inkiibasyon periyodu izlenmektedir. En kisa inkiibasyon siiresi 7 giin ile
P.falciparum sitmasinda goriilirken en uzun inkiibasyon siiresi de P.malariae’da

goriilmektedir (24).
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Plasmodium’lar zorunlu hiicre ici parazitlerdir. Parazitin hiicre icerisine girme yetenegi
olan sporozoit (Sekil 2.4.), merozoit ve ookinet formlar1 bulunmaktadir.
Plasmodium’larin, iyi bilinen ve as1 caligmalarinda da kullanilan Merozoit Yiizey
Proteini (MSP) sayesinde kanda bulunan merozoitler, sadece eritrositleri enfekte

edebilmektedir (25).

Sekil 2.4. Sporozoitler (26)

Parazit konak hiicreye invazyon yaparken mikronem ve daha sonra roptiri salgilari
gerceklesmekte; hiicre invazyonundan sonra ise yogun graniill salgilar1

gerceklesmektedir.
2.7. PATOLOJI

Sivrisinegin insandan kan emerken dermis ve epidermise inokiile ettigi sporozoitler
konagin savunma mekanizmasindan kurtulmak icin kisa siirede dolasim sistemi
aracilifiyla karacigere ulasmaya caligmaktadir (22). Bu esnada fagositer sisteme ait
hiicreler tarafindan sporozoitlerin biiyiik kismi elimine edilmektedir (23). Geriye kalan
parazitler ise hepatositlere ulasarak burada pre-eritrositik ¢ogalma donemini

baslatmaktadir. Karacigerde parazitlerin sayisinin hizla arttigt bu donemde mikro
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boyutta histopatolojik degisiklikler izlense de herhangi bir klinik semptom

goriilmemektedir (2).

Karaciger donemi sonrasi kana ulasan ve eritrosit i¢cine giren parazitlerden, eritrositlerin
parcalanarak yikilmasiyla ortaya ¢ikan pigmentler fagositoza ugramakta ve bunlar
retikiiloendotelyal sistem hiicrelerinde depo edilmektedir. Basta beyin olmak iizere tiim
i¢c organlar konjesyon, ddem ve pigment birikimi nedeniyle koyu renkli olarak izlenirler.
Parazitin hasar verdigi eritrositler kapiller damarlarda tikanmalara neden olur. Buna
bagl olarak bobrekte glomerulonefrit, kalpte miyokard trombozu, akcigerde interstisyel
pnomoni ve diger i¢ organlarda da tromboz ve sonu¢ olarak da nekroz ve hemoraji

tablosu izlenebilmektedir. Splenomegali ve hepatomegali de sitmada goriilen patolojik

degisikliklerdendir (1-3).
2.8. EPIDEMIiYOLOJi

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan 2014’te yaymlanan Diinya Sitma Raporu’na
gore 2013 yilinda 198 milyon sitma vakasi goriilmiis ve bunun sonucunda 584 bin 6liim
gerceklesmistir. Sitmaya bagh olimlerin %90’1 Afrika’da gerceklesmektedir ve bu
oliimlerin %78’ini 5 yas alt1 ¢cocuklar olusturmaktadir. Hastaliga kars1 yiiriitiilen yogun
miicadele programlar1 neticesinde 2000 ila 2013 yillar1 arasinda sitmaya bagli 6liim tiim

yas gruplarinda %47 azalmistir (27).

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore, diisiik gelirli iilkelerde gerceklesen oliimlerin
sebepleri arasinda 6. swrada sitma yer almaktadir. Bu iilkelerde meydana gelen her
100.000 oliim vakasindan 35 kisginin Oliim sebebinin sitma oldugu belirlenmistir.
Diisiik-alt gelir seviyesine sahip iilkelerde alt solunum yollar1 enfeksiyonlari,
HIV/AIDS ve diareden sonra dordiincii siradaki en sik enfeksiyona baglh 6liim sebebi

sitmadir (28).

Diinyanin bir¢cok bolgesinde yaygin olarak goriilmekle birlikte; Sahra-alt1 Afrika
sitmanin en fazla oliime neden oldugu ve en sik goriildigi bolge olmaya devam
etmektedir. Sitma biitiin yas gruplarinda goriilebilir fakat en sik 6liime neden oldugu
popiilasyon da 5 yas alti ¢ocuklardir. Sitma, Sahra-alti Afrika’da bes yas altindaki

cocuklarm 6liim sebepleri arasinda hala %15 gibi ciddi bir oranda bulunmaktadir (27).
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Plasmodium vivax sitmasi ililkemiz de dahil olmak iizere diinyanm hemen her yerinde
goriilebilirken P. falciparum’un neden oldugu sitma ise daha ¢ok tropikal iklimin hakim

oldugu bolgelerde goriilmektedir.

Sitmanin  bir bolgede goriilmesi icin; bu bolgenin vektdr olan sivrisineklerin
yasayabilmesi acisindan uygun Ozelliklere sahip olmasi gerekmektedir. Bu nedenden
dolay1 sitmaya 1liman ve tropikal bolgelerde daha ¢ok rastlanmaktadir. Gliniimiizde

bir¢ok iilkede eradikasyon programlari sayesinde sitma goriilmemektedir (Sekil 2.5.)

B Oliimiin Yiiksek Oldugu 0 Eliminasyon Bélgesi
Eolgeler

0 Oliimiin Diisiik Oldugu [ Sitma Gériilmeyen
Bilgeler Balgeler

Sekil 2.5. Diinya Sitma Haritas1 (29)
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Globallesen diinyada sinirlarm kalkmasi ve uluslararasi seyahatin yayginlagmasiyla
sitmanm importe vakalar seklinde diinyanin her yerinde goriilebilecegi de olasilik
dahilindedir. Gelismis iilkelerde de yerli sitma vakalar1 goriilmemekteyse de son 30

yildir artan sayilarda importe vakalar seklinde sitmaya rastlanmaktadir (30-33).

Ulkemizde Cukurova ve Giineydogu Anadolu Bélgeleri, sitmanm ortaya ¢ikmasi en
muhtemel bolgeler olarak degerlendirilmektedir. Ulkemizde uzun yillar siiren sitma
miicadelesi neticesinde sitma vakalarinin sayisi azalmis olsa da, halen epidemiler
seklinde yeni yerli olgular goriilebilmektedir (34). Sitma halen iilkemizde bildirimi
zorunlu hastaliklar kapsaminda yer almaktadir. Ayrica, Tiirkiye ’nin farkli bolgelerinde
son yillarda yapilan caligmalarda importe sitma vakalarmin arttiina dair bircok

epidemiyolojik veri ortaya konmustur (7-16).

2.9. KLINIK

Sitmada tiire gore bazi farkliliklar olabilmekle birlikte genel olarak benzer klinik tablo
ortaya ¢ikmaktadir. Hastaligin baslangicinda nonspesifik; grip benzeri bir tablo goriiliir.
Klinik tablo oturmaya basladiginda ise sitma nobeti denilen iisiime, titreme, ates
yiikselmesi ve en sonunda terlemeden olusan tipik semptomlar ortaya cikar. Bu tablo
genellikle 6-10 saat civarinda siirer. Ates 40°C ve iizerine kadar ¢ikabilir. Sitmada
genellikle, yukarida anilan bulgularin yani sira bulanti-kusma, kirginlik, bas agris1 ve

miyalji gibi semptomlar da siklikla gozlenmektedir (1-3, 24).

Sitma nobetleri P.vivax ve P.ovale’de 48 ve P.falciparum’da her 48 saatte bir goriiliir ve
bu yiizden “Tersiyana Sitmasi” olarak adlandirilirlar. P.malariae’da ise 72 saatte bir

goriilmektedir ve “Kuartana Sitmas1” olarak adlandirilmaktadir (2, 24).

Hastalarin fizik muayenesinde yiiksek ates, giicsiizliik, asir1 terleme, hafif sarilik,

hepatomegali, splenomegali bulgular1 saptanabilmektedir (24).

Daha ciddi klinigin izlendigi hastalarda, agwr hemolize bagli olarak anemi ve
hemoglobiniiri, pihtilasma bozukluklari, hipotansiyon, akut bobrek yetmezligi, akut
respiratuar distress sendromu, metabolik asidoz ve hipoglisemi gibi bulgular
izlenebilmektedir. Splenomegali, dort Plasmodium tiiriiyle olusan sitmada da
goriilebilmektedir. Bobreklerde glomeriill hasari, karacigerde siniizoidlerin hasari,

gastrointestinal sistem, kalp, akcigerler ve beyinde ise petesiyal kanamalar seklinde
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klinik tablo ortaya c¢ikabilmektedir. P.falciparum’un neden oldugu sitmada serebral
malarya goriilebilir. Serebral sitmada duygudurum bozukluklari, suurda bulaniklik,

nobetler ve koma gibi 6nemli norolojik bulgular goriilmektedir (2).
2.10. TANI

Onemli klinik semptomlardan 6liime kadar uzanan bir klinik tabloya neden olan sitma
tanisinda kullanilan en 1yi, en ucuz ve en hizli yontem direk mikroskopidir.
Mikroskopide eritrositler igerisindeki parazitlerin goriilmesiyle tan1 konur. Tanida en
yaygin olarak kullanilan yontemler kalin damla ve ince yayma preparatlarin
hazirlanmasidir. Preparatlar hazirlanirken Wright, Giemsa veya Wright-Giemsa boyama
yontemleri kullanilmaktadir. Giemsa parazite ait bazi morfolojik yapilarin goriilmesinde
diger boyama yoOntemlerinden daha {stiindiir. Hazirlanan bu preparatlarda
Plasmodium’larin trofozoit (Sekil 2.6.), sizont ve gametosit sekilleri goriilerek tani

konulabilir (1-3).

Sekil 2.6. Eritrositler icerisinde Trofozoitler (35)
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Su anda DSO ve diger kuruluslarm isbirligi ile gelistirme asamasinda olan birgok hizli
diagnostik test (RDT) endemik bolgelerde yogun olarak kullanilmaktadir (36-38).
RDT’ler parazite ait Histidinden Zengin Protein-2 (HRP-2), Plasmodium spesifik
aldolaz ve Plasmodium’la iligkili laktat dehidrogenazi (pLDH) tespit etmek {iizere
tasarlanmis testlerdir (39-41).

Kantitatif Buffy Coat (QBC) ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) gibi diger tani
yontemleri de mevcut olmakla beraber bu yontemler icin yeterli laboratuvar olanaklar1

olmalidir ve endemik bolgelerde rutin kullanim i¢in bir secenek degildirler (42, 43).

Sitma tanisinda kullanilabilecek bir diger yontem kanda parazite karsi olusan
antikorlarin tespitine dayanan Indirekt Florasan Antikor (IFAT) testidir. Diger
parazitlerle capraz reaksiyon verebilmesi olumsuz bir ozelligidir. Rutin kullanimda
basvurulan yontemlerden birisi degildir. Yine de serolojik sitma tanisinda altin standart

olarak kabul edilmektedir (43).

Mikroskopik olarak parazite ait yapilarin tespit edilmesiyle tan1 konulabilmesi miimkiin
iken, tiir ayriminda bazen mikroskopi yetersiz kalabilmektedir. Bu durumda tiir ayrimi
icin en iyi secenek PCR gibi molekiiler tan1 yontemleridir (43). Plasmodium’lar i¢in tiir
ayriminin yapilmasi gereken durumlarda hasta kanindan parazitin DNA’s1 elde edilerek,
PCR ve Nested PCR yapilmaktadir (44, 45). Giiniimiizde PCR ve Real time PCR
(rtPCR) gibi molekiiler bazli tan1 yontemleri, laboratuvarlarda yaygin bir sekilde

arastirma c¢alismalarinda ve rutin tan1 amacli kullanilmaktadir (46-48).

2.11. TEDAVI

Tanis1 konusunda ¢ok fazla zorluk yaganmayan sitma, heniiz etkeni tanimlanmamisken
tedavi edilmis olan bir hastaliktir. Sitma tedavisinde ilk olarak kullanilan ila¢ olan kinin;

yani kina kina agacinin 6ziidiir (1-3)

Giiniimiizde tedavide kullanilan ilaglar kinin tiirevleri, folat antagonistleri, artemisin
tiirevleri ve diger bazi antibiyotiklerdir. Sitma tedavisinde kullanilan tiim ilaglara kars1
direng gelisimi bildirilmistir. DSO, sitma tedavisinde diren¢ gelisimine engel olabilmek

icin kombinasyon tedavilerini 6nermektedir (27).

Giincel tedavi algoritmasinda Komplike olmayan P.falciparum sitmasinda Atovakuon-
Proguanil (250 mg Atovakuon ve 100 mg Proguanil) ardigik 3 giin boyunca 4 tablet
seklinde uygulanir. Ayrica Artemether-Lumefantrin (20 mg Artemether ve 120 mg
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Lumefantrin) 3 giinde toplam 6 oral doz seklinde uygulanir. Bunlar disinda Kinin siilfat,
Doksisiklin, Tetrasiklin ve Klindamisin de tedavide kullanilmaktadir. Klorokine direngli
P.falciparum sitmasida ise Meflokin kullanilmaktadir. P.vivax sitmasinda Klorokin ve
Primakin (150 mg Klorokin ilk 2 giin 4 tablet, 3. Giin 2 tablet ve 15 mg Primakin ilk
giin 2 tablet) kullanilabilir (49).

Proflakside; eger endemik bolgeye kisa siireligine gidilecekse Atovakuon-Proguanil
tercih edilebilir. Ciinkii seyahatten 1-2 giin once baslanilabilir ve sadece 1 hafta siireyle
kullanim1 yeterli olmaktadir. E§er uzun bir seyahat s6z konusuysa haftada bir alinan

Klorokin veya o bolgede diren¢ varsa Meflokin kullanilabilir (2, 49).

Antimalaryal ilaglarin proflaksi amaciyla alinmasi sitma bulgularinin ortaya ¢ikmasini
geciktirebilmektedir. Ozellikle P.vivax ve P.ovale’nin etken oldugu durumlarda, seyahat
bolgesinden ayrildiktan aylar sonra bile sitma, latent kalan parazitler tarafindan ortaya
cikarilabilmektedir. Bu da teshis siirecinde gecikmelere neden olarak hayati tehlikelere
neden olabilmektedir. Hastalarin klinik bulgular1 dikkatle degerlendirilmeli; bunun
yaninda endemik bolgelere seyahatle ilgili bir anamnez bilgisi de gozden

kacirilmamalidir (24).

2.12. KORUNMA VE KONTROL

Sitmadan korunmada vektor sivrisineklerle miicadele en etkin yOntemdir.
Sivrisineklerden korunmak igin koruyucu spreyler (repellant) mevcuttur Endemik

bolgelerde cibinlik kullanmak da faydali olabilir (50, 51).

Sivrisineklerin iiremesi i¢in uygun ortam olusturan batakliklar ve su birikintilerinin yok
edilmesi 6nemlidir. Disi Anofel yumurtlarimi temiz su yiizeylerine biraktigindan dogal
olarak biitiin iireme alanlarmin yok edilmesi miimkiin degildir. Yiizme havuzu ve siis
havuzlarmin diizenli olarak bakimlarmin yapilmasi ve altyapt olanaklarinin
gelistirilmesiyle, su birikintileri ve bataklik alanlarin olusmasina miisaade edilmemelidir

(1, 52).

Sivrisineklerle miicadelede en ©nemli boliim larva miicadelesidir. Sivrisineklerin
yasayabilmesi icin 15°C ve lizeri sicaklik gerektiginden 15°C’nin altina diismedigi
durumlarda mutlaka miicadele yapilmalidir. Sivrisineklerin iireme alanlar1 tespit
edilerek haritalandirilmalidir. Bu harita iizerinden sivrisineklerin fiziksel olarak yok

edilemedigi bolgelere larvasit uygulanmalidir. Larva miicadelesinde toksikolojik olarak
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giivenligi kanitlanmis iirtinler kullanilmalidir. Kullanilan iirtinlerin farmakolojik Lc50
degeri yiiksek olmalidir. Larva miicadelesi giin boyu uygulanabilmesiyle ve sorunun
kokenine yonelik olmasiyla uckun miicadelesine gore daha etkilidir (1-3, 53)
Sivrisineklerle miicadelede biyolojik larvasid yontemler de kullanilmaktadir ve ekolojik

dengeye zarar vermedigi i¢in tercih sebebidir (54).

Uckun miicadelesi, sivrisinek yogunlugunun artti§1 donemlerde uygulanabilir. Uckun
miicadelesinde dogru zaman aksam 19:00-22:00 ve sabah 05:00-07:00 saatleri arasidir.
Agirlikl olarak iki yontemden bahsedilebilir: Ultra Low Volume yonteminde elde
edilen insektisit konsantrasyonu 25-30 mikron biiyiikliigiindeki partikiiller halinde
kisitl bolgeye uygulanir. Seyreltici olarak su kullanilir. DSO onerisine gore hektara 0.5
litre konsantrasyonda uygulanir. Thermal Fog yonteminde ise petrol {iiriinleri ve
insektisit karigimindan elde edilen konsantre cozelti, dumanlama yontemi ile genis
alanlara uygulanir. DSO’ne gore hektara 5 litre konsantrasyonda uygulanmasi

onerilmektedir (1-3).

Sivrisinegi besin olarak kullanan dogal predatorlerden faydalanilabilir. Genetik
mithendisligiyle vektor ozelligi azaltilmig veya kisirlastirilmig sivrisineklerin dogaya

salimmasi1 korunma tedbiri olarak kullanilan yontemlerdir (55).

Sitmali bir hastanin tedavisinin tam olarak yapilmasi da hastaliktan korunmada 6nemli

bir noktadir.

2.13. IMMUNOLOJi

Plasmodium’lara karsi bireyden bireye ve bolgeden bolgeye degisen bir immiinite
gozlenmektedir. Sitmayla ilk kez karsilasan insanlar istisnasiz bu hastaliga
yakalanmaktadir. Cocuklar hastaliga kars1 daha savunmasiz olduklarindan 6zellikle bes
yas altinda Oliim nedenleri arasinda sitma ilk swralarda yer almaktadir. Bireyin
gelistirdigi immiinite nedeniyle ergen ve yetiskin yas gruplarinda agir klinik ve 6liim
daha az olsa da hi¢bir zaman tam anlamiyla bir bagisiklik gelismesi s6z konusu degildir.
Endemik bolgelerde bireyler bircok defa Plasmodium’lar tarafindan enfekte
edildiklerinden zamanla hastaliga karst kismi bir immiinite gelistirmektedirler (2, 27,

56).

Duffy kan grubunu tasiyan siyahi bireyler P.vivax’a karsi direnglidirler. Orak hiicreli

anemi hastaligi olan bireylerde ise P.falciparum’a karst diren¢ goriilmektedir.
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Hastaligin endemik oldugu bdlgelerde Plasmodium tiirlerine karst dogal direng
goriilebilmektedir. Sitmaya yakalanan bireylerde IgM ve IgG tipinde antikorlar

olusmaktadir ve bu antikorlar serolojik tan1 yontemleriyle tespit edilebilmektedir (1-3).

Dogustan veya sonradan kazanilan immiin sistemin baskilandig1 kisilerde, saglikli
bireylere gore sitmaya yakalanma ihtimali ¢ok daha kolay hale gelmektedir.
Immiinsupresif bireylerde sitma klinigi de normalden daha agir seyredebilmektedir.
Sitmanin en fazla Oliime neden oldugu grup; bagisiklik sisteminin tam olarak
gelismedigi bes yas alt1 cocuklar ve yine immiin sistemin stabil olmadig1 gebelerdir (27,

56).

Disi anofelin dermise inokiile ettigi sporozoitlerin biiyiik ¢ogunlugu dendritik hiicreler
tarafindan fagosite edilmektedir, fakat sporozoitlerden karacigere ulasabilen bir tanesi

bile enfeksiyonun baslamasina neden olabilmektedir (22, 23).

Sitma immiinitesinde T ve B lenfositlerin her ikisi de rol oynamaktadir. Antikorlarin
mevcut olmadig1r durumlarda monosit, makrofaj, polimorfoniikleer l6kositler ve NK
hiicreleri sitma parazitinin intraeritrositer donem formunu yok etme kapasitesindedirler

(2, 23).

Yetmigli yillarda yapilan ¢alismalarda gamma radyasyon uygulanan (irradiye-ateniie)
sporozoitleri tasiyan sivrisineklere maruz birakilan bireylerde sitmaya karsi kisa siireli
immiinite saglandig1r tespit edilmistir. Bu c¢alismalar daha sonra bagisiklik
mekanizmasinin detayli olarak anlasilabilmesi icin fare modelleri {izerinde daha detayl

caligilmistir (58-60).

CDS8" T lenfositler Plasmodium’lara kars1 olusturulan bagisiklik yamtinda énemli rol
oynamaktadirlar. CD8" T lenfositler bu gorevlerini yerine getirirken CD4" T lenfositler
ve IL-2, IL-4, IL-7 ve IL-15 ile birlikte hareket etmektedirler. As1 ¢calismalarinda etkin
ve uzun siireli bir immiin yanit olusmasi i¢in T lenfositlerle birlikte B lenfositlerin de
uyarilmas1 dnemlidir. CD4" T lenfositler, B lenfositlerin etkin bir sekilde uyarilmasini
saglayarak Plasmodium’larm savunma sistemi tarafindan eliminasyonunu saglamakta
ve bdylece de CD8" T lenfositlerin enfeksiyona karsi yanitim artirmaktadirlar. Bununla
beraber bu hiicrelerin sitokin salgisiyla da sitmaya karsi etkili olduklar1 bilinmektedir

(61-63).
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2.14. AST

Immiin sistem viicudu hastaliklardan ve enfeksiyonlardan korur. Kemik iligi ve timus
primer lenfoid organlar olarak bilinirken dalak, tonsiller, lenf nodlar1 ve lenfatik
damarlar immiin sistemin diger bilesenlerini olusturmaktadir. Bu organ ve organlarda
bulunan hiicreler, bakteri, viriis ve parazit gibi antijenik uyaranlar immiin sistem
tarafindan meydana getirilen bir cevaba yol acarlar. Iimmiinite aktif ve pasif olmak iizere
iki sekilde kazamlabilir. Aktif immiinite asilarla veya hastali§i gecirmekle
kazanilmaktadir. Pasif immiinite ise immiinoglobulinler sayesinde kazanilir. Aktif

immiinizasyonda bagisiklik daha uzun siireli olarak saglanir.

Asi1, mikroplarin toksinleri ve antijenik proteinleri gibi yapilarini, zayiflatilmis veya 6lii
formlarmi iceren; hastaliga kars1 immiiniteyi giiclendiren biyolojik preaparatlara verilen
genel isimdir. Asilar, bulasic1 hastaliklara karsi insanlar1 koruyan, bulasict hastaliklarin
toplum iginde yayilmasin1 engelleyen ve epidemik hastaliklarin eradikasyonunu

amaglayan en 6nemli halk saglig1 aracidir.

Edward Jenner’in 1796’da cowpox piistiillerinden aldig1 yara materyalini basarili bir
sekilde as1 olarak uygulamasindan ¢ok once; MO 1000°li yillarda Cin’de cicek hastalig
mikrobu inokiile edilerek as1 ¢alismalarinda ilk adim atilmistir. Bu uygulamanin Afrika

ve Tiirkiye’de de yapildigina dair veriler mevcuttur (64).

1885’te Louis Pastor’iin kuduz asisin1 kesfetmesiyle asi alaninda yeni bir cigir
actlmistir. Bu 6nemli gelismeden sonra 1930’Iu yillarda difteri, tetanoz, sarbon, kolera
ve veba gibi hastaliklara kars1 toksoid ve as1 gelistirilmistir. 20. yilizyilda as1 calismalar1
daha da hizlanmig ve viriislerin laboratuar ortaminda {iiretilebilmeleri sayesinde polio,

kizamik ve kizamikgik gibi bircok as1 kullanima girmistir (65).

Genom teknolojisinde meydana gelen ilerlemeler sayesinde 20. yy’in ikinci yarisindan
giinlimiize kadar ilgi bu yone kaymustir. As1 alanindaki ¢aligmalar, rekombinant DNA
ve protein asilart gelistirmeye odaklanarak devam etmistir. Giiniimiizde bazi kronik
hastaliklar, kanser, bagimlilik ve alerji gibi durumlara kars1 da as1 gelistirme calismalari

devam etmektedir (66-68).

As1 calismalarinda, giiniimiize dek bircok farkli yaklasimla asilar {retilmis ve

simiflanmigsa da halihazirda asilarin gruplanmasi su sekildedir:
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1. Canli-ateniie asilar

2. Inaktive asilar

3. Subiinit agilar

4. Toksoid asilar

5. Konjuge asilar

6. DNA asilar1

7. Rekombinant vektor asilari

8. Rekombinant protein asilar1
2.14.1. Canh-ateniie Asilar

1950’11 yillardan bu yana mevcut olan bu asilar canli mikrobun zayiflatilmis formunu
icerirler. Dolayisiyla gercek enfeksiyona en yakin durum bu asilarla goriilmektedir ki
bundan dolay1r miikemmel derecede immiin yanit olusturma potansiyeline sahiptirler.
Olumsuz bir 6zellik olarak canli-ateniie ag1 uygulanan bireylerde her zaman mikrobun
aktive olarak gercek enfeksiyona neden olma tehlikesi mevcuttur. Bu yiizden
immiinosupresif bireylere uygulama konusunda dikkatli olmak gerekmektedir. Yine
nakil esnasinda da soguk zincire dikkat edilmesi gerekmektedir. Giintimiizde lisans
almis canli-ateniie asilar Varicella, BCG, OPV, MMR, Rotaviriis ve Sar1 Humma

asilaridir (69).

2.14.2. inaktive Asilar

Fiziksel ve kimyasal islemlerle enfeksiyona neden olan mikrobun Oldiiriilmesiyle
iretilen asilardir. Canli-ateniie asilardan farkli olarak inaktive asilarin hi¢cbir zaman
enfeksiyon olusturma potansiyelleri bulunmaz. Kuru buz formunda kolaylikla
tasiabildiklerinden soguk zincir gerektirmezler. Istenilen diizeyde immiin yanit tek
dozda olusmadigindan tekrarlayan dozlarda yapilmalari gereklidir. Bogmaca asisi,

Hepatit A asis1 ve IPV lisanslanmis inaktive asilardir (70, 71).

2.14.3. Subiinit Asilar

Subiinit agilar mikrobun tamami yerine sadece immiin sistemi uyarma yetenegine sahip

antijenleri igerirler. Uygun immiinizasyon i¢in dogru antijenik yapilarm se¢ilmesi uzun
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zaman ve emek gerektirir. Sadece antijenik yapilar1 icerdiklerinden yan etki ortaya
cikma ihtimali daha diisiiktiir. Hepatit B ve HPV asilar1 viriise ait antijenleri tasiyan bir

subiinit asidir (70, 71).

2.14.4. Toksoid Asilar

Bakteriler tarafindan {iretilen toksinlerin as1 olarak uygulanmasidir. Hastalardaki
enfeksiyon tablosundan agirlikli olarak iiretilen toksinler sorumludur. Immiin yaniti
artirmak amaciyla toksoid asilara aliminyum veya kalsiyum tuzlar1 ilave edilir.
Istenilen immiin cevap igin tekrarlayan dozlar gerekebilir. Tetanoz ve difteri asilari

kullanimdaki toksoid asilardir (70, 71).

2.14.5. Konjuge Asilar

Polisakkarit kapsiil antijeni tasiyan bakterilere karsi iiretilen asilardir. Bu yiizden
konjuge asilar, bir ¢esit subiinit as1 olarak adlandirilabilirler. Polisakkarit kapsiil yapis1
bakterinin antijenik yapilarim1 gizleyebilme o6zelliginde oldugundan immiin sistemin
heniiz tam anlamiyla gelismedigi kiiciik cocuklarda bu bakterilere karsi yeterli
bagisiklik yanit1 gozlenmemektedir. Konjuge asilar sayesinde ¢ocuklarda da kapsiillii
bakterilere karsi immiin yanit olusmaktadir. HIB, Meningokok ve Pnomokok asilari

lisanslanmis konjuge asilardir (70, 71).

2.14.6. DNA Asilan

Mikroorganizmalarin genetik yapilarinin kesfedilmeye baslamasindan sonra DNA
asilariyla ilgili caligmalar da hiz kazanmistir. DNA asilarinda mikroorganizmanin
genetik materyalinin tamami  veya bir kismi kullamlmaktadir.  Ozellikle,
mikroorganizmanin viriilansinda Onemli antijenik yapilar1 kodlayan gen bdlgeleri
secilmektedir. DNA asilarinin enfeksiyona neden olma potansiyelleri yoktur.

Giiniimiizde Influenza ve Herpes i¢in DNA as1 calismalar1 devam etmektedir (72).

2.14.7. Rekombinant Vektor Asilari

Mikrobiyal DNA’y1 tastyan zayiflatilmig viriis veya bakterilerden olusturulan asilardir.
Tastyict viriis enfeksiyona neden olan mikrobun DNA’smi1 hiicrelere ulastirarak bir
enfeksiyon simiillasyonuna neden olmakta, bu da immiin yanitin uyarilmasii

saglamaktadir. Aymi sekilde tasiyici bakteriler de yiizeylerinde yerlestirilen genetik
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materyali tagiyarak bagisiklik yanitin1 uyarmaktadir. HIV, kuduz ve kizamik iizerinde

as1 gelistirme ¢alismalar1 devam etmektedir (73).

2.14.8. Rekombinant Protein Asilari

Rekombinant protein agilar1 da DNA asilar1 ve rekombinant vektor asilar1 gibi genom
teknolojisindeki gelismelerin bir neticesi olarak enfeksiyon etkenlerinin iiretilebilen

proteinlerinin as1 olarak kullanilmasini amag¢lamaktadir (73).

Rekombinant protein iiretimi icin bakteri, veya mantarlar kullanilmakta, bunun yaninda
patojen organizmadan yiiksek miktarlarda rekombinant protein elde edilebilmektedir.
Bunun yanisira yaklasik 30 yil once kesfedilen “Baculovirus-insect cell” ekspresyon

sistemi rekombinant proteinlerin {iretimi i¢in optimize edilmis bir diger sistemdir (74).

Rekombinant protein asilari, antijenlerin ylizeyindeki epitop olarak bilinen lokalize
bolgeleri hedefleyen humoral immiin cevabi1 artirmayr amaclamaktadir. Rekombinant
protein {iretildikten sonra immiin yaniti artirmak amaciyla bir adjuvanla kombine

edilerek uygulanmaktadir (73).

Patojen organizmaya kars1 hedeflenen immiin yanitin olugmasi igin antijenik
proteinlerden bir veya birka¢ tanesi rekombinant olarak iiretilebilmektedir. Bu asilarin
enfeksiyon olusturma kabiliyetlerinin olmamasi da bir avantajdir. Giiniimiizde sitma,
AIDS ve mevsimsel grip gibi hastaliklara karsi yiiriitiilen rekombinant protein as1

caligmalar1 devam etmektedir (75-77).

Viriis ve bakterilere gore parazitlerin daha kompleks olan yapilar1 as1 gelistirilmesinin
Oniinde ©Onemli bir handikaptir. Parazitlere karsi as1 calismalarinda kayda deger
gelismeler saglanabilmesi icin parazitlerin kompleks yapilart ve konakla olan
iligkilerinin detayli olarak aydinlatilmasi gereklidir. Yaklasik yarim asirdir eden yogun
caligmalara ragmen giiniimiizde sadece bir as1 adayir disinda parazitlere karsi etkili

herhangi bir ag1 mevcut degildir (78).
2.15. SITMA ASISI

2.15.1. Sitma Asisinin Gerekliligi

Milyonlarla ifade edilen sitma vakalar1 ve yiizbinlerle ifade edilen sitma kaynakli

Oliimler giiniimiizde de maalesef devam etmektedir. Mevcut ilaglarin az olmasinin yani
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sira, var olan ilaclarin da diren¢ gelisimi ve ila¢ yan etkileri nedeniyle kullaniminin
kisitlanmas1 ve hastaligin ekonomik seviyesi diisiik bolgelerde goriilmesi nedeniyle ilag
temin edilememesinden dolay1 boyle onemli bir hastalik icin neden halen etkili bir as1
olmadig1 sorusunu akla getirmektedir. 1975°de yayinlanan; atteniie sporozoitlerin asi
olarak denenmesiyle baslayan caligmalar (17), simdilerde DNA asilar1 ve protein

asilarmin gelistirilmeye ¢alisilmasiyla devam etmektedir (78).

Diinya Saghk Orgiitii, 2015 yili itibariyle ciddi sitmadan kaynaklanan morbidite-
mortaliteyi %50 azaltacak ve en azindan bir yil koruyuculuk 6zelligi bulunan ilk nesil
sitma asisinin {iretilip, lisans alabilecegini 6ngormektedir. 2020 yili itibariyle ise %75
veya daha fazla etkili bir as1 gelistirilmesi timit edilmektedir (79). Giiniimiize kadar elde
edilen bilgilere dayanarak, sitmanin veya onun vektorii olan sivrisineklerin, bilinen
koruyucu tedbirler ve/veya miicadele yOntemleriyle elimine edilmesinin miimkiin

olmadigini soyleyebiliriz.

Toplum saghiginin korunmasi adina tibbin en 6nemli gorevi “Koruyucu Hekimlik™tir.
Giiniimiize kadar iiretilen asilar da koruyucu hekimligin en 6nemli 6gelerindendir.
Ciinkii as1, birey daha hastalikla karsilasmadan onu  hastaliktan  ve
komplikasyonlarindan korumaktadir. Sitmanin en fazla morbidite-mortaliteye neden
oldugu grup 5 yas alt1 ¢cocuklar ve gebelerdir ki; koruyucu hekimlik kapsaminda en
fazla bakima ihtiyaci olan siiphesiz yine ayni gruptur (27). Sitmanin endemik olarak
goriildiigi ve en fazla 6lime neden oldugu bolge olan Afrika kitast ayni zamanda

diinyanin en fakir iilkelerine de ev sahipligi yapmaktadir.

Diinya Saglik Orgiitii’'niin bu konudaki vizyonu: “P.falciparum ve P.vivax’in
transmisyonunu ve morbidite-mortalitesini ortadan kaldiracak giivenli ve etkili asilar
gelistirilmesidir.” Simdiye kadar asilarla eradike edilen bircok hastalik arasinda sitma

da siiphesiz bir giin yerini alacaktir (79).

2.15.2. Sitma Asisinin Yapilabilirligi

Sitma agisinin yapilabilirligi konusunda timitler gittikce artmaktadir. Yapilan gézlem ve
deneyler yakin ve orta bir gelecekte etkin bir sitma asisinin yapilabilecegini
gostermektedir. Bu kanaatin olusmasina en dnemli faktor, sitmanin endemik oldugu
bolgelerde hastaligi gegirenlerde koruyuculugun olusmasidir. Bu gézlem, etkin bir stma

asisinin yapilabilirligine en 6nemli katkiy1 saglamaktadir.
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Diinya Saglhk Orgiitii, sitma asilar1 (gokkusagi) tablosunun giincellenmis haline gore su
anda 27 adet sitma as1 adayr calisilmaktadir. Bunlardan 7 tanesi Faz Ia, 10 tanesi Faz
Ila, 6 tanesi Faz Ib, 3 tanesi Faz IIb ve 1 tanesi de Faz III (RTS,S-ASO1/A)
asamasindadir (80).

Hayvan deneyleri ve insanlar lizerinde yapilan ¢alismalarin sonuclari, bu as1 adaylarinin
sitmaya karst ilimli derecede koruma sagladigimi gostermistir. Fakat sitma asisinda

bahsedilen hedeflere ulagsmak icin daha cok yol alinmasi gerekmektedir.

Sitmaya karst immiin sistemin yetersiz kalmasinda en Onemli etkenler, parazitin
kompleks yapis1 ve bu yapinin konakla olan karmasik iliskisidir. Endemik bolgelerde
sitmaya karsi gelisen immiinitede cok genis bir cevap skalasi goriilmektedir. Genetik
olarak  degisik  derecelerde sitmaya  kars1  direng goriilebilmektedir.
Hemoglobinopatilerde ve diger bazi eritrosit defektlerinde de dogal bagisiklik durumu
s0z konusu olabilmektedir. Plasmodium’larla daha 6nce karsilasmis bazi bireylerde de

bagisiklik olustugu bildirilmistir (81).

Giintimiizde Plasmodium antijenik yapilarinin daha detayli 6grenilmis olmasi ve daha
giiclii-etkili adjuvanlarin kesfedilmesi de gelecekte yapilacak olan as1 caligmalari i¢in

umut verici gelismelerdir.

2.15.3. Plasmodium Antijenleri

Sitmaya kars1 etkili bir as1 gelistirebilmek icin her seyden once parazitin hayat dongiisii
ve hayat dongiisiindeki farkli antijenik yapilarin 6zellikleri ayrintili bilinmelidir.
Plasmodium’larin pre-eritrositer donem, eritrositer donem ve seksiiel donem antijenleri
seklinde bircok farkli protein yapilari mevcuttur. Bunlardan iizerinde en cok
caligilanlara ornek olarak pre-eritrositer doneme ait antijenler Circumsporozoite protein
(CSP), Sporozoite surface protein 2 (SSP2), Liver stage-spesific antigen 1 (LSA-1),
eritrositer doneme ait olan antijenler Merozoite surface protein 1 ve 2 (MSA-1 ve 2),
Erythrocyte binding antigen 175 (EBA-175), Serine repeat antigen (SERA), Apical
merozoite antigen (AMA-1), Histidine rich protein 2 (HRP-2) ve seksiiel donem antijeni
olarak P.falciparum surface antigen 25 (Pfs25) mevcuttur. Bunlar disinda daha bir¢ok
antijenik yapida protein molekiiller bulunmaktadir. Bu molekiiller parazit-konak

iliskisinde 6nemli roller oynamaktadir (82, 83).
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2.15.4. Circumsporozoite Protein (CSP)

Bu molekiiller icerisinde ilk tanimlanani olan CSP, parazit-konak etkilesiminde ilk
basamakta etkin oldugundan ve as1 ¢aligmalarinda yogun olarak kullanildigindan dolay1
detayli olarak incelenmistir. CSP, DSO’nden lisans almaya en yakimn as1 aday1 olan
RTS,S yapisinda da bulunmaktadir. Pre-eritrositer donem proteini olan CSP, sporozoitin
esas manto proteinidir. irradie-ateniie sporozoitlerle yapilan as1 caligmalarinda basari
gozlenmesi iizerine pre-eritrositer donem as1 ¢alismalar1 ve bu evrenin en Onemli

antijeni olan CSP ilgi odagi olmustur (84-86).

Circumsporozoite protein, ¢oziinebilir bir proteindir ve rekombinant formu E.coli
icerisinde iiretilebilmektedir. P.falciparum CSP’i 397 amino asitten olusmaktadir. CSP

heparine baglanma 6zelligine sahip bir proteindir (87).

Circumsporozoite protein, ilk olarak enfekte sivrisineklerin orta bagirsak duvarlarinda
bulunan ookistler igerisindeki sporozoitlerde tespit edilmistir. CSP’in, sporozoit
gelisiminde rol oynadi§i ve parazitin deriyle temasindan karacigere uzanan
yolculugunda farkli gorevlerinin oldugu tespit edilmistir. Sporozoitlerin sivrisinekte
tikkriik bezine migrasyonunda da bu proteinin énemli rol oynadigi1 bilinmektedir (88,

89).

Circumsporozoite protein, ii¢ boliimden (Sekil 2.7.) olusur. Bunlar: heparin siilfat
proteoglikanlar1 baglayan bir N terminali (1.bolge), dort aminoasitlik bir tekrar bolgesi
olan “N-asetil Noraminik Asit Fosfataz (NANP)” ve memelilerdeki trombospondin
proteini benzeri tip-1 tekrar bolgesi iceren bir C terminalidir (2.bolge). Merkezi tekrar

bolgesi, konak antikorlarinin hedefidir (87).
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Sekil 2.7. Circumsporozoite Protein 3 boyutlu lliistrasyonu (90)

Proteinin C terminalinde hiicreye baglanmay1 saglayan bir yapigkan bolge ve N
terminalinde de bunu maskeleyen bir bolgenin oldugu tespit edilmistir. Bu yapiskan
bolgenin sporozoit gelisiminde ve hepatosit invazyonunda gorevleri oldugu
bilinmektedir. CSP’nin proteolitik yarigi, yapiskan formasyonun olusumunda rol
oynamaktadir. Eger, yapiskan bolgede gerceklesen yapisal bir bozukluk sonucu
CSP’nin yapist degisirse, sporozoitlerin biiyilk c¢ogunlugunun hedef organlara
ulasamadiklari; direk olarak inokiilasyon bolgesinde, kan evresine benzer bir enfeksiyon

meydana getirdikleri gdzlenmistir (87-89).

Kemirgenler, primatlar ve insanlar1 enfekte eden Plasmodium tiirleri arasinda CSP

yapisinin yiiksek oranda korundugu goézlenmistir.

Gen icerisinde tekrar eden dizilerin (NANP) merkezi bolgesidir. Kiiltiir ortaminda

antikorlar1 bloke eden sporozoitlerin iiretimine neden olarak, kuvvetli B hiicre cevabi
ortaya ¢ikarir. Farelerde CD4" T ve CD8" T hiicre cevabi olusturma yeteneginde bir

molekiildiir. CSP’nin parazitin yasamindaki hayati fonksiyonlara ragmen halihazirda

hakkinda bilinenlerin ¢ok fazla oldugu sdylenilemez (2, 87-89).

2.15.5. Sitma Asilar

Giinlimiize kadar ¢ok sayida deneysel sitma asis1 yapilmis ve halen de yapilmaya devam

etmektedir. Bu asilar1 ii¢ ana baglik altinda toplamak miimkiindiir (91):
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1. Pre-eritrositer donem asilari,
2. Eritrositer (aseksiiel) donem asilari,

3. Bulagmay1 onleyici asilar.

2.15.5.1. Pre-eritrositer Donem Asilari

Pre-eritrositer donem asilari; disi anofel tarafindan enjekte edilen sporozoit antijenlerine
kars1 bagisiklig1 indiikleyerek, hepatositlerin invazyonunu veya hepatositlerde parazitin
cogalmasini engellemeyi hedeflemektedirler. Etkili bir pre-eritrositer donem asisi
hastaligin klinik manifestasyonlarint ve ayni zamanda hastaliin bulasmasin1 da
engelleyebilmelidir. Bu asinin etkinligi kismi olsa bile viicuda giren sporozoit yiikiinii
ve karacigeri istila eden parazit yogunlugunu azaltarak hastaligin sikligin1 ve klinigin

daha hafif gecirilmesini saglayabilmelidir (2, 91).

Giiniimiize kadar sayilar1 cok fazla olmasa da pre-eritrositer as1 adaylar1 dizayn
edilmistir ve bunlarin etkinlikleri halen test edilmektedir. En ¢ok bilinenleri ise CS-

NANP, CS102, RTS,S ve ME-TRAP’tir (2, 91).

1980’lerde CS-NANP bazl1 pre-eritrositer donem asilar1 ilk olarak test edilmislerdir.
P.falciparum’un sporozoitlerinin manto proteini olan CSP’de birden fazla tekrar
gosteren ve bir B lenfosit epitopu olan dort amino asitli NANP’in 3 farkh
kombinasyonu ilk asi ¢alismalarinda kullanilmistir. Bu asilardaki NANP tekrarlarinin

sayis1 3 ila 19 arasinda degismektedir ve ii¢ farkl tasiyici protein kullanmilmastir (91, 92).

CS102 asis1 da CSP bazli bir asidir, fakat NANP epitopu icermemektedir. Bunun yerine
molekiiliin sonundaki C terminalinden T epitoplar1 tasiyan 102 amino asitlik bir sentetik
peptid icermektedir. As1 aday1 ilk olarak Afrika’da degerlendirildikten sonra Avrupa’da
Faz I/II deneylerinin yapilmasi planlanmaktadir (92).

Rekombinant RTS,S asis1 da NANP epitopu igerir. 19 NANP tekrarina ilaveten Hepatit
B yiizey antijenine baglanmis olan CSP’nin C terminalini de icerir. ASO1E adjuvaniyla
da birlestirilerek nihai yapist olusmaktadir. RTS,S giiniimiizde Faz III caliymalarina
ulasabilmis tek sitma asis1 olma 6zelligi tasimaktadir ve onaylanma asamasina gelmistir
(2, 93). 2012°de yaymnlanan bir calismanin sonuglarma gore Afrika’nin degisik
bolgelerinde 6 ila 12 haftalik 6537 infant asilanmis ve as1 sitmaya karst %30 civarinda
bir koruma saglamistir (94). Yine Afrika’nin 11 farkh bolgesinde gergeklestirilen ve
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4453 katilimcinin oldugu bir diger arastirmada diisiik transmisyonun oldugu bdlgelerde
%60 koruma, orta derecede transmisyonun oldugu bolgelerde %41 koruma ve yiiksek
transmisyonun oldugu bolgelerde ise %4 koruma gozlenmistir (95). 2013’te yayinlanan
baska bir arastirmanin sonuglarmda RTS,S’in 4 yillik periyottaki koruma orani olarak
%16.8 verilmistir (96). Mevcut sonuclar 1s13inda RTS,S’in smirli da olsa sitmaya karsi
koruma sagladigin1 soyleyebiliriz; fakat yapilan calismalardan elde edilen sonuclara

gore RTS,S heniiz istenilen yerde degildir.

ME-TRAP asis1 ise diger pre-eritrositer agilardan tamamen farkli yapidadir. ME-TRAP
bir DNA asisidir. ME (multipl epitop) ve TRAP (trombospondin iligkili protein) olarak
bilinen bir Plasmodium DNA dizisi icermektedir. ME zinciri 14 tane CD8" T hiicresini
ve bir tanesi de CD4" T hiicresini uyaran 15 adet T hiicre epitopu ve bunlara ilaveten
P.falciparum’un 6 pre-eritrositer antijeninden B hiicre epitoplar1 icermektedir. Ayni
zamanda TRAP dizisine bagh olarak 2 tane CD4" T hiicre epitopu icerir. Gambiya’da
15-45 yas arasinda 372 erkek katilimci ile yapilan bir ¢alismanin sonucuna gore bu asi
giivenlidir ve T hiicrelerini indiikleyebilir yetenektedir. Fakat sitmanin goriilme sikligimi
azaltmakta yetersiz kalmaktadir. Buna ragmen, asinin Faz I ¢alismalar1 timit vericidir

(91, 92, 97).

Bunlara ilaveten i1sinlanmig sporozoitlerin as1 amaciyla kullanimi da pre-eritrositer
donem asilar1 icerisinde incelenebilir. Isinlanmis sporozoitlerle yapilan calismalar;
kemirgenlerde, maymunlarda ve insanlarda kismen korunma saglandigmi gostermistir.
Asinin uygulandig1r insanlarin %90’1nda koruma saglanabilmesi i¢in binden fazla
1sinlanmis enfekte sivrisinek 1sir1g1 gereklidir. Bu as1 adayiyla ilk yapilan ¢alismalardaki
umut vaat eden sonuclar nedeniyle giiniimiizde tekrar ilgi odagi olmaya baslanmistir
(86, 98). Isinlanmig sporozoitlerle ilgili en biiyiilk handikap, ticari olarak nasil seri

iretim yapilacagi konusudur.

2.15.5.2. Eritrositer (Aseksiiel) Donem Asilari

Eritrositer donem asilari, aseksiiel donem asilar1 veya kan donemi asilari1 olarak
bilinmektedir. Bu gruptaki asilar, parazitin eritrositleri enfekte ederek; eritrositler
icerisinde ¢ogaldigi, yani klinik manifestasyonlarin izlendigi doneme etkili olmasi
diisiiniilen asilardir. Hastaligin bulagmas: ile ilgili olmayip sadece sitma kliniginin
asemptomatik veya en azindan daha hafif bulgularla gec¢irilmesini amaclayan asilardir

91).
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Uzerinde cahsilan ilk eritrositer donem asis1 “Kombinasyon B” olarak da bilinen
MSP/RESA’dir. Bu as1 merozoit yiizey antijenleri (MSP1 ve MSP2) ile birlikte enfekte
eritrosit membranmin i¢ Yyilizeyinde bulunan ring-enfekte eritrosit yiizey proteini
(RESA) olmak iizere ii¢ eritrositer donem antijeninin birlesmesi ile ortaya cikan bir
kombinasyondur. MSP/RESA iizerinde yapilan ilk ¢aligmalarin sonuglar1 umut vericidir

(99).

Yogun olarak ¢alisilmig bir diger eritrositer donem asis1 SPf66’dir. SPf66, CSP’deki
tekrarlayan dizilerle iliskili; P.falciparum’un eritrositer donemdeki ii¢ antijeninden elde
edilen amino asit dizileri i¢eren bir sentetik hibrid peptid polimeridir. Yani aslinda bu
as1, teknik olarak birden fazla evre antijenlerinin birlesimiyle olusturulmus kombine bir
asidir. Endemik bolgelerde denenmis ilk asilardandir. Asinin Afrika ve Asya’da etkili
olmadigi, fakat Giiney Amerika’da sitma ataklarinin sayisinda Onemli derecede
azalmaya neden oldugu gozlemlenmistir (100). Giiney Amerika’da daha onceki umut
vaat eden calismalar dolayisiyla Oniimiizdeki yillarda bilesimi iizerinde degisiklikler

yapilarak tekrar ¢alisilacagi ongoriilebilir.

Bunlar disinda bir ¢ok potansiyel eritrositer donem asis1 giiniimiizde calisilmaktadir.

2.15.5.3. Bulasmay1 Onleyici Asilar

Bulagsmay1 onleyici agilarin amaci diisilk endemik bolgelerde bulasmayi onlemek ve
orta-yiiksek endemik bolgelerde ise hastaligin yogunlugunu azaltmaktir. Aseksiiel
donem asilarindan farkli olarak bulagmayr oOnleyici asilar, sivrisineklerin enfekte

olmasini onleyerek hastaligin eliminasyonunu amaclamaktadir (91).

Plasmodium’larin bu evredeki antijenlerinden en cok bilinen ve deneysel olarak
tiretilebilenleri  (P.falciparum yiizey antijeni=Pfs, P.vivax ylizey antijeni=Pvs)
Pfs25/Pvs25, Pfs28/Pvs28, Pfsd48/45 ve Pfs230°dir. Bu antijenler icerisinde as1
yapiminda kullanilanlardan birisi Pfs25’tir. 2012 yilmin sonlarinda DSO tarafindan
giincellenen as1 semasina gore Faz la asamasinda ¢alismalar1 devam eden asi, Pfs25-
EPA/Alhydrogel’dir (16). Pfs25, P.falciparum’un sivrisinekteki ookinet formunun
yiizey antijenidir. Asi, rekombinant olarak iiretilen Pfs25’in Pseudomonas aeruginosa
ExoProtein A (EPA) ile konjuge edilip, daha sonra Alhydrogel adjuvaniyla
birlestirilmesi sonucu olusturulmaktadir. Faz evrelerine ait caligmalar halen devam

etmektedir (101).
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2.15.5.4. Kombine Asilar

Bunlarin disinda Plasmodium’larin farkli hayat donemlerinden antijenlerin bir araya
getirilmesiyle olusturulan kombine asilar da mevcuttur. Farkli donemlerden antijenlerin
bir araya gelmesiyle olusturulacak bir as1 toplamsal veya sinerjistik bir etki olusturma
potansiyeline sahiptir. Ayrica bu potansiyelin, direncli parazitlerin gelismesini

onleyebilecegi diisiiniilmektedir (2).
2.16. ADJUVANLAR

Adjuvanlar, viicudun bagisiklik cevabini artirmak i¢in asilara ilave edilen maddelerdir.
Iyi bir adjuvan tarafindan uyarilan B ve T lenfosit cevaplar1 kalic1 bir immiinite i¢in

mutlak gereklidir.

Adjuvanlar cok uzun siiredir as1 yapiminda kullanilmaktadir. Paris’te Pastor
Enstitiisi'nde calisan veteriner hekim Gaston Ramon tarafindan 1920°de adjuvan
ozelligi olan maddelerin kesfedilmesi bu konuda 6nemli bir kilometre tasi olmustur.
Ramon, asilara bilinenlerin diginda bazi yeni maddeler eklendiginde bunun immiin
yanit1 giiclii bir bicimde artirdigini gdzlemlemistir. Bunun ardindan, birka¢ yil sonra
Glenny yaptig1 ¢alismalarda aliiminyum tuzlarinin adjuvan olarak kullanilabilecegini
gostermistir. Ramon, daha sonra yaptigi1 calismalarda ise aliiminyum tuzlarinin
insanlarda adjuvan olarak giivenli bir sekilde kullanilabilecegini, fakat her zaman

istenen diizeyde immiin yanit olugturamadigini kesfetmistir (65).

Iyi bilinen adjuvanlardan aliiminyum fosfat, aliiminyum hidroksit ve aliiminyum
potasyum siilfat gibi aliiminyum tuzlar1 1920’li yillardan baslayarak giiniimiize kadar

difteri ve tetanos asilar1 gibi bir¢cok asinin yapisinda yer almiglardir.

Kizamik, kizamikcik, rubella ve rotaviriis gibi canli viriis asilarinda adjuvan
kullanilmamaktadir. Bunun yaninda polio asis1 da inaktive bir as1 olmasina ragmen
yapisinda adjuvan bulunmamaktadir. Hepatit A, Hepatit B, Hib ve HPV asilarinda
aliminyum tuzlar1 herhangi bir yan etki veya toksisite gostermeksizin uzun yillardir

kullanilmaktadir (71).

Sitma asisinda kullanilmak iizere onay almis adjuvanlar aliiminyum tuzlari, MF59,
Monofosforil lipid A, virus benzeri partikiiller, yapilandirilmis influenza virozomlar1 ve

Kolera toksindir (102).
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Plasmodium’lar kompleks bir hayat dongiisiine sahiptirler ve bu dongiiniin degisik
evrelerinde sentezlenen bircok farkli antijen bulunmaktadir. Giiniimiize kadar yapilan
as1 calismalarinda bu kompleks yapidan dolayr Plasmodium’lara karsi deneysel

modellerde veya insanlarda istenilen immiin yanit ortaya ¢ikarilamamuistir.

2.16.1. MF59®

Skualen insan, bitki ve hayvanlarda dogal olarak bulunan bir maddedir. Bu madde
insanlarda karaciger tarafindan sentezlenmekte ve kan dolasiminda bulunmaktadir.
Ozellikle kopek balig1 yag1 olmak iizere, ticari olarak satilan balik yag1 preparatlarmin
cogu skualen icermektedir. 1990’11 yillarda ticari as1 ¢aligmalar1 yapan Ciba-Geigy ve
Chiron firmalarindaki arastirmacilar giivenli ve etkin bir adjuvan gelistirmeyi
amacglamis ve bu calismalar esnasinda MF59 (skualen) kesfedilmistir. 1997°de lisans
almig olan Novartis firmasi tarafindan iiretilen Fluad® adli mevsimsel grip asisinin her
dozunda 10 mg skualen bulunmaktadir. Skualenin kendisi immiinojenik degildir fakat

stirfaktanlarla birlikte emiilsiyon formlar1 bu 6zellige sahiptir (103).

MF59 iceren asilar icermeyenlerle karsilastirildiginda immiin yaniti bariz olarak
artirdig1 gosterilmistir. MF59, Th2 araciligiyla humoral immiin yaniti uyararak etki

etmektedir (104).

30.000’den fazla insan iizerinde MF59 ile 60’dan fazla calisma yapilmis ve giivenilirligi
ve etkinligi test edilmistir. 12 yi1lda 45 milyonu askin dozda kullanilmis olan MF59’un
cocuk, eriskin ve yaslilarda giivenli bir sekilde kullanilabilecegi ortaya ¢ikmistir. Oil-in-
water formunda kullanilan ilk ticari adjuvan olma 6zelligini tasimaktadir. Ik nesil
water-in-oil seklinde olan adjuvanlarin kullanimindan, istenmeyen etkilere neden
olduklarindan dolay1 vazgecilmistir. Daha sonra saflastirilarak c¢esitli deneysel kanser
asilarinda adjuvan olarak kullanilmistir. MF59, aliiminyum tuzlari, Monofosforil lipid
A, virus benzeri partikiiller, yapilandirilmis influenza virozomlar1 ve Kolera toksin gibi
adjuvanlar yaninda sitma asisinda kullanilmak {izere lisans alan adjuvanlardan bir
tanesidir. MF59 gibi giiclii bir adjuvanin Oniimiizdeki yillarda as1 ¢alismalarinda daha

sik kullanilacagi kolayca ongoriilebilir bir gercektir (105, 106).

Giincel olarak MF59 adjuvant ile deneysel bir prepandemik influenza asis1 olan Aflunov
tizerinde caligmalar devam etmektedir. Cocuklardan yaslhilara kadar tiim yas gruplarinda

HS5NI1 suglar ile simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda giiglii immiin yanit ortaya ¢ikardigi
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gozlenmistir. Bunun disinda yine deneysel bir influenza asis1 olan Focetria ve hiicre
kiiltiirii yontemiyle gelistirilmekte olan ve ilk ¢caligmalarda olduk¢a olumlu sonuclar

gozlenen Celtura adl1 asinin bilesiminde de adjuvan olarak MF59 yer almaktadir (104).
2.17. ENDOTOKSINLER

Giiniimiizde as1 c¢aligmalarinda; asilarin  etkinligini artirmak icin adjuvanlarin
kullanilmas1 yani sira uygulanacak asilarin yan etkilerinin azaltilmas1 amaciyla da
caligmalar yapilmaktadir. Rekombinant proteinlerin E.coli ekspresyon sistemleriyle elde
edilmesi sonucu bu bakterinin hiicre duvar komponenti olan endotoksin adi verilen
lipopolisakkaritlerin varligi as1 caligmalarinda ilginin bu alana ydnlenmesine sebep
olmustur ve elde edilen rekombinant proteinlerde bulunan endotoksinlerin azaltilmasina

yonelik caligmalar yapilmaktadir.

Endotoksinler, gram negatif bakterilerin hiicre membranlarinda bulunan lipopolisakkarit
yapida molekiillerdir.  Bakterilerin  hiicre  organizasyonu ve stabilitesinden
sorumludurlar. Endotoksinler hiicre duvarinin yapisinda bulunmalarina ragmen serbest
halde de bulunabilirler. Endotoksin salinimi hiicrenin 6liimii sonucu olmakta fakat hiicre

biiyiimesi ve boliinmesi esnasinda da gerceklesebilmektedir.

Insan viicudu asir1 miktarda lipopolisakkarite maruz kaldig1 zaman sistemik inflamatuar
yanit ortaya ¢ikmakta ve bir takim patofizyolojik siirecler baslamaktadir. Endotoksinler
monosit ve makrofaj aktivasyonu ile immiin sistemi uyarmaktadir. Cok diisiik
dozlardaki endotoksin uygulamasiyla bile endotoksik sok ortaya ¢ikabilmektedir. Bu
yiizden gram negatif bakterilerin kullanilmasiyla elde edilen iiriinlerin endotoksinlerden
arindirilmasi gerekmektedir. Bu sekilde as1 uygulandiginda endotoksinlere bagli yan
etkiler ortadan kaldirilmig olacaktir. Endotoksinler son derece dayanikli molekiillerdir.

Isiya ve pH degisikliklerine direnglidirler.

Endotoksinleri uzaklastirmak i¢in bir¢ok farkli prosediir gelistirilmistir. Bu yontemler;
lipopolisakkarit afinite rezinleri, iki fazli ekstraksiyon, ultrafiltrasyon, hidrofobik
interaksiyon kromotografisi, iyon degisim kromotografisi ve membran absorbsiyonu
seklinde swralanabilir. Farmasotik ve biyolojik iirlinlerin intravendz uygulanmasinda
maksimum endotoksin seviyesi 5 endotoksin iinitesi (EU)/kg/saat olmas1 gerekmektedir.
Yiiksek saflikta iiretilen rekombinant subiinit ve polisakkarit asilar i¢in endotoksin

seviyelerinin <20EU/ml olmasi tavsiye edilmektedir.
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Asi1 calismalarinda kullanilacak olan rekombinant proteinlerdeki endotoksin seviyeleri
onerilen; kabul edilebilir seviyelere ¢ekilerek uygulanmalidir. Farkli as1 tipleri i¢in

tavsiye edilen endotoksin seviyeleri Tablo.2.1.’de verilmistir.

Tablo.2.1. Farkli Asilar Icin Endotoksin Seviyeleri

As1 Tipi Endotoksin seviyesi
Gen vektorii <10
Rekombinant subiinit <20
Polisakkarit <20
Canl ateniie <200
Inaktif <500
Toksoid <200.000




3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

Calismaya baglamadan once sitma asi1 caligmalar ile ilgili detayl literatiir arastirmasi
yapildi. Calisma asamalarinda kullanilacak sarf malzemeleri ve cihazlar tespit edilerek,
mevcutta bulunmayanlarin proje kapsamina alinarak; temini icin BAP projesi
hazirlandi. Caligmada gelistirilecek as1 formiilasyonuna karsi olusacak immiin yanitin
deney hayvanlarinda tespitinin yapilabilmesi icin, Erciyes Universitesi Hayvan

Deneyleri Yerel Etik Kurulu onay1 alind1 (Ek: 1).

Bu calismada Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Parazitoloji AD Laboratuari
DNA Bankasi’nda mevcut bulunan P.falciparum genomik DNA’s1 kullanildi.

3.1.1. Cahismada Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar
3.1.1.1. Malzemeler

Bu calismada asagida listelenen malzemeler kullamilmistir:
Master mix (SolisBioDyne FIREPol, Estonya)
PfCSP F1 primeri

PfCSP R2 primeri



100 bp Marker (SolisBioDyneFIREPol, Estonya)

CloneJET PCR Clonning Kit (ThermoScientific, ABD)

Pfu DNA polimeraz (Promega, ABD)

Axyprep Plasmid Miniprep Kit (Axygen, ABD)

LB kat1 besiyeri

LB s1v1 besiyeri

SOC medium

OneShot TOP10 Chemically Competent E.coli hiicreleri (Invitrogen, ABD)
BL21 Star (DE3) pLys E.coli hiicreleri (Thermo Scientific, ABD)
Probond Purification System (Thermo Scientific, ABD)
ToxinEraser Endotoxin Removal Kit (Genscript, ABD)

Protein ladder (Invitrogen, ABD)

Anti His GHRP (Invitrogen, ABD)
DAP tablet (Invitrogen, ABD)

3.1.1.2. Cihazlar

Bu calismada asagida listelenen cihazlar kullamlmstir:

T100 Thermal Cycler (Carestream, ABD)

Gel Logic 212 Pro Goriintiileme Cihazi (Carestream, ABD)
Nanodrop 2000C (ThermoScientific, ABD)

Mini-PROTEAN® Tetra Cell Systems SDS-PAGE ( Bio-Rad, ABD)
Trans-Blot® Turbo™ Transfer System Western Blot ( Bio-Rad, ABD)
ChemiDoc MP System Goriintiileme Cihazi ( Bio-Rad, ABD)
Incubated Shaker SI-300 (Jeio Tech, Kore)

Dry Bath BSH1001-E (Benchmark, ABD)

HydroFlex™ Microplate Washer (TECAN, Isvicre)
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3.2. YONTEM

3.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Plasmodium falciaparum total genomik DNA’sindan P.falciparum CSP geni icin
spesifik primerler kullanilarak PCR reaksiyonu hazirlandi.

PfCSP F1 (5°- CACC ATG ATG AGA AAA TTA GCT AT -3°)
PfCSP R2 (5°’- TTA ATT AAA GAA TAC TAA TAC-3’)

(Elde edilen gen dizisinin pET100 plazmidine yerlestirilebilmesi icin F primerine

CACC dizilimi eklendi.)

PCR reaksiyonu i¢in, toplam 25ul olacak sekilde; 12.5ul Master mix (SolisBioDyne
FIREPol, Estonya), 1ul P.falciparum genomik DNA’s1 ve 1ul PfCSP F1 (20 pmol), 1ul
PfCSP R2 (20 pmol) primerleri ve 10.5pul steril distile su iceren karisim hazirlandi.

Plasmodium falciparum CSP gen iiriiniinii elde etmek icin PCR’da kullanilan dongii

sartlar1 Tablo 3.1.’de verilmistir.

Tablo.3.1. PCR Dongiisii Sartlar1

Sicaklik (°C) | Siire (dk.) Siklus
94°C 5 1
94°C 1 25
58°C 1.15 25
72°C 1 25
72°C 30 1
+4°C 0

Elde edilen PCR iiriinii %0.8 ethidium bromide iceren %1.5luk agaroz jelde marker
esliginde yiiriitiildii ve jel tizerindeki PCR iiriinti, Gel Logic 212 Pro Jel goriintiileme

cithaziyla goriintiilendi (Carestream, ABD).



3.2.2. Plasmodium falciparum CSP Geninin pJET Vektoriine Klonlanmasi
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Klonlama reaksiyonu, CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Scientific, ABD)

prosediiriine uygun olarak gerceklestirildi.

3.2.2.1. Yapiskan Uclu Klonlama Protokolii
1. 2x Reaction Buffer 10ul
PCR Uriinii 2ul
Steril distile su 4ul

DNA Blunting Enzyme 1ul

Toplam 18pul olacak sekilde karisim hazirlandi.
2. Karigim hafifce vortekslendi. 3-5 saniye santrifiij edildi.

3. Karisim 70°C’de 5 dk. siireyle inkiibe edildi ve buz iizerine alind1.

3.2.2.2. Ligasyon Reaksiyonu
1. pJET Blunt Cloning Vector 1ul ve

T, DNA Ligase 1ul eklenerek

Toplam 20pl yeni karigim elde edildi.
2. Karigim hafifce vortekslendi. 3-5 saniye santrifiij edildi.

3. Karisim 22°C’de 5 dk. siireyle inkiibe edildi. Buz iizerine alind1.

3.2.2.3. Transformasyon

1. Karisim buz iizerine konulduktan sonra bu karisimdan 5ul alinarak yine buz

tizerinde bekletilen One Shot® TOP10 E.coli hiicreleri tizerine eklendi.

2. Buz iizerinde 30 dk. inkiibasyona birakildi.
3. 42°C’de 45 sn. bekletildi.
4. Karisim iizerine oda sicakliginda olan 250u1 SOC medium eklendi.

5. Karstiric iizerinde (250 rpm’de) 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.

6. Antibiyotikli kat1 LB agar iizerine bu karigimdan 100ul ekildi ve 37°C’de bir
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gece inkiibe edildi.

3.2.2.4. Kolonilerden PCR Screening

Transformasyon sonrasinda olusan kolonilerin, rekombinant plazmid icerip icermedigini

anlamak icin PCR screening yapildi. Bunun icin kati besiyerinden steril pipet ucuyla

alinan her bir koloni 25ul’lik PCR screening reaksiyon karisimina (12.5ul Master mix,
1ul PfCSP F1 (20pmol), 1ul PfCSP R2 (20pmol) primerleri ve 10.5ul steril distile su)

eklendi. PCR dogiisii ve PCR fiiriiniin agaroz jelde yiiriitiilmesi ve goriintiilenmesi

Béliim 3.2.1°de belirtildigi gibi yapildi.

3.2.2.5. Klonlamanin Miniprep ile Dogrulanmasi

PCR screening sonucu agaroz jelde pozitifligi dogrulanan koloniden miniprep islemi

Axygen™ Axyprep™ Plasmid MiniPrep Kit (Thermo Scientific, ABD) protokoliine

uygun olarak yapildi.

1.

Transformasyon yapildiktan sonra LB kati besiyerindeki koloniler antibiyotik
iceren LB s1v1 besiyerlerine ekim yapildi. 1 gece boyunca 200 rpm’de 37°C’de

calkalayici iizerinde bir gece inkiibe edildi.

LB besiyerinde iireyen koloniler 1.5ml’lik ependorflara boliistiiriildii. 12.000 x
g’de 1 dk. santrifiij edildi. Ust kisnu uzaklastirildi.

250ul Buffer S1 eklendi. Kisa siire vortekslendi.

250ul Buffer S2 eklendi. Tersyiiz edilerek karistirildi.

350ul Buffer S3 eklendi. Tersyiiz edilerek karistirildi. 12.000 x g’de 10 dk.
santrifiij edildi.

Ust kismu kitle gelen kapaksiz tiipe aktarildi. Alt kismina 2ml’lik ependorf

takildi. 12.000 x g’de 1 dk. santrifiij edildi.

Alt kisim atilarak yeni bir ependorf takildi. Buffer W1’den 500ul eklenerek
12.000 x g’de 1 dk. santrifiij edildi.

Alt kisim atilarak yeni bir ependorf takildi. Buffer W2’den 700ul eklenerek
12.000 x g’de 1 dk. santrifiij edildi.

Alt kisim atildi. Yeni 1,5ml’lik ependorf takildi. Membranm merkezine 60pl
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Eluent eklendi. 1 dk. oda isisinda bekletildikten sonra 12.000 x g’de 1 dk.
santrifiij edildi. Elde edilen iiriin -20°C’ye kaldir1ldi.

3.2.2.6. Rekombinant Plazmiddeki CSP Geni Varhgimin PCR ve DNA Dizi Analizi

ile Dogrulanmasi

Elde edilen iiriinden Boliim 3.2.1.°de belirtildigi sekilde PCR yapild1 ve agaroz jelde

goriintiilenerek P.falciparum CSP geninin varligi dogrulandu.

Ayrica DNA dizi analizi yaptirilarak klonlamanin dogrulugu kesinlestirildi. Dizi analizi
(ABI PRISM 3130XL Genetic Analyzer, ABD) yapildi. DNA dizi analizi sonuglari,
Chromas v.1.45 (ConorMcCarty School of Science Griffith University, Australia)
programu ile http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ adresindeki BLAST (Basic Local Alignment

Search Tool) programiyla veri tabaninda mevcut olan P.falciparum dizileri ile

karsilastirilarak incelendi.

3.2.3. pET100 Vektoriine Subklonlama icin PCR

Genin Champion™ pET100 Directional TOPO® Expression Kit (Thermo Scientific,
ABD) vektoriine yerlestirilebilmesi icin Pfu DNA Polimeraz (Promega, ABD)
kullanilarak PCR reaksiyonu hazirlandi. PCR reaksiyonu icin, toplam 50ul olacak
sekilde; 0.4ul Pfu DNA Polimeraz, 1.25ul PfCSP F1 (20 pmol) ve 1.25ul PfCSP R2 (20
pmol) primerleri, Sul Buffer A, 0.5ul ANTP, 1ul plazmid DNA’s1, 2ul MgCl, ve 39.26ul
steril distile su iceren karisim hazirlandi. P.falciparum CSP geninin pET100 vektoriine

subklonlanmasi i¢in kullanilan PCR dongii sartlar1 Tablo 3.2.’de verilmistir.

Tablo.3.2. Pfu DNA Pol. PCR Dongiisii Sartlar1

Sicaklik (°C) | Siire Siklus
95°C 5 dk. 1
94°C 20 sn. 35
55.8°C 30 sn. 35
72°C 2 dk. 35
72°C 30 dk. 1
+4°C 00
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Elde edilen PCR iiriinii, Bolim 3.2.1.°de belirtildigi gibi hazirlanan agaroz jelde

yiiriitiildii ve goriintiilendi.
3.2.4. P.falciparum CSP Geninin pET100 Vektoriine Ligasyon ve Transformasyonu

Protein ekspresyon ve piirifikasyonu i¢in Champion™ pET Directional TOPO®
Expression Kit (Invitrogen, ABD) kullanildi. P.falciparum CSP genini kit icerigindeki
pET100 vektoriine yerlestirmek igin iiretici firma Onerisine gore asagidaki protokol

uygulandi:
1. Taze PCR iiriinii 1pl
Tuz soliisyonu  1ul
Steril su 3ul

TOPO® vektorii 1ul

Toplam 6l olacak sekilde karisim hazirlandi.

2. Karigim birka¢ defa hafifce alt iist edildi ve oda 1si1sinda 5 dk. inkiibasyona
birakildi.

3. Karigim buz iizerine konulduktan sonra bu karistmdan 3ul alinarak yine buz

tizerinde bekletilen One Shot® TOP10 E.coli hiicreleri iizerine eklendi.
4. Buz tizerinde 30 dk. inkiibasyona birakildi.
5. 42°C’de 45 sn. bekletildi.
6. Karigim iizerine oda sicakliginda olan 250ul SOC medium eklendi.

7. Karistirici lizerinde (250 rpm’de) 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.

8. Antibiyotikli kat1i LB agar iizerine bu karisimdan 100ul ekildi ve 37°C’de bir

gece inkiibe edildi.

3.2.4.1. Kolonilerden PCR Screening

Transformasyon sonrasinda olusan kolonilerin, rekombinant plazmid icerip icermedigini
anlamak icin PCR screening yapildi. Bu islem Boliim 3.2.2.4.’te belirtilen sekilde

yapildi. PCR dongiisii ve PCR iiriiniiniin agaroz jelde yiiriitiilmesi ve goriintiilenmesi
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Boliim 3.2.1.°de belirtildigi gibi yapildi.

3.2.4.2. Kolonilerden Rekombinant Plazmidin Saflastirilmasi

Plasmodium falciparum CSP genini pET100 vektoriine transformasyon sonrast PCR
screening ile pozitifligi belirlenen koloni LB sivi besiyerine ekilerek Boliim
3.2.2.5.°deki gibi miniprep prosediirii uygulandi. PCR yontemi ile plazmid varhigi
dogruland1.

3.2.4.3. Rekombinant Plazmidin Miktar ve Safhigmn Olciimii

Plasmodium falciparum CSP geninin pET 100 vektoriine yerlestirilmesi sonrasinda
E.coli hiicrelerinde miniprep ile saflagtirilan rekombinant plazmidin miktar1 ve safli1
Nanodrop 2000C (ThermoScientific, ABD) cihazinda A260 ve A280 degerleri ile
Olciilerek degerlendirildi.

3.2.5. Rekombinant Plazmidin BL.21 Star E.coli Hiicrelerine Transformasyonu

DNA dizi analizi ile varhigi kesinlestirilen rekombinant plazmidin rCSP’i {iretmesi icin

asagidaki transformasyon prosediirii uygulandi.
1. BL21 star E.coli hiicreleri -80°C’den ¢ikarilip buz iizerinde inkiibe edildi.

2. Spg voliimdeki rekombinant plazmid ile 50ul’lik BL21 star E.coli hiicreleri pipet

ucuyla yavasca karistirildi.
3. Karisim buz iizerinde 30 dk. inkiibe edildi.
4. 42°C’de 45 saniye bekletildi.
5. Karisim buz iizerine transfer edildi ve burada tekrar 5 dk. inkiibe edildi.

6. Transformasyon karigimi iizerine oda sicakliginda olan 250ul SOC medium

eklendi.
7. Kanstirici tizerinde (200 rpm’de) 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.

8. Ampisilinli (%1 glukoz ilave edilmis) LB siv1 besiyeri, 37°C’de shaker iizerinde
1 gece inkiibe edildi.



44

3.2.6. rCSP Ekspresyonu

Transformasyon iriiniiniin 500’er pul’si S0mlI’lik 10 ml sivi LB iceren 2 adet tiipe
aktarilarak ikiye boliindii.

1.

2.

Sivi besiyerleri 37°C’de ODgg 0.5-0.8 olana kadar yaklasik 3 saat inkiibe edildi.

ODggo 0.5-0.8 degeri yakalandiginda 50ml’lik 4 her bir tiipte 5’er ml olacak
sekilde boliistiiriildii.

Tiiplerden birinden, 0. saat 6rnegi (indiiklenmemis=negatif 6rnek) olarak 500ul
alindi, 14.000 rpm’de 1 dk. santrifiij edilerek sivi kismu atild1 ve pellet -20°C’ye
kaldirildi.

Son konsantrasyon 1M, 0.5M, 0.1M ve 0.01M olacak sekilde IPTG tiiplere
eklendi.

Sifirinct dakikada, 2.5, 3.5 4.5 ve 5.5’uncu saatlerde her bir kiiltiirden 500ul
alind1 ve bunlar mikrosantrifiij tiipiine konuldu, tiip buz iizerinde 10 dakika
inkiibe edildikten sonra 14.000 rpm’de 1 dk. santrifiij edildi, st sivi atild1 ve
¢okiintii -20°C’ye kaldirildi.

Sonugta negatif ornekle birlikte, alinan diger ornekler -20°C’ye kaldirildi. Bu

ornekler rCSP analizi asamasinda kullanild1.

rCSP ekspresyonu sonucu elde edilen 6rnekler SDS-PAGE’de yiiriitiildii.

3.2.6.1. SDS-PAGE Yonteminin Uygulanmasi

SDS-PAGE analizi Mini-PROTEAN® Tetra Cell Systems ( Bio-Rad, ABD) ile yapildi.

1.

Alt jeli (resolver) hazirlanmak i¢in kitin Resolver A soliisyonundan 3ml ve B

soliisyonundan 3ml Karisim hazirlandi.

Uzerine 3ul TEMED ve 30ul APS eklenerek aparatin icerisine dokiildii ve jel
katilasmaya birakildi.

Ust jeli (stalker) hazirlamak icin kitin Stalker A soliisyonundan 1ml ve B

soliisyonundan 1ml Karisim hazirland1.

Uzerine 2ul TEMED ve 10ul APS eklenerek aparatin icerisinde katilasan

resolver jel iizerine dokiildii ve jel katilagmaya birakild.
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Katilasan jel aparat1 ile birlikte elektroforez tankina yerlestirilerek iizerine 1X

Tris-glisin soliisyonu eklendi.

-20°C’deki 6rnekler ¢ikarilarak erimeye birakildi. Eridikten sonra iizerine 100ul
2XSDS gel loading buffer eklendi. 10 sn. siireyle vortekslendi. 2 dk. kuru 1s1
blogu igerisinde tutularak karisimin homojenize edilmesi saglandi. Tekrar 10 sn.

vortekslendi.

Marker ve ornekler kuyucuklara yiiklenerek 300 V’ta 17 dk. yiiriitiildii.

3.2.6.2. rCSP Ekspresyonunun Western Blot ile Gosterilmesi

1.

Elektroforezde yiiriitiilen jel iizerindeki proteinler Trans-Blot® Turbo™ Transfer
System Western Blot ( Bio-Rad, ABD) icerisindeki nitroselliiloz membrana

transfer edildi.

Blotlama sonrasinda nitroseliiloz Membrane Blocking Buffer (500ml PBS,
250ul Tween20 ve 25gr. yagsiz siit tozu) igerisine atilarak 3 saat oda 1sisinda

karistirici izerinde inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda membran 5 kez 5’er dakika yikama soliisyonu (500ml

PBS ve 250ul Tween20) ile yikandi.

Yikama sonrasinda Membrane Blocking Buffer ile 1:5.000 oraninda sulandirilan
Anti-HisG-HRP antikoru (Invitrogen, ABD) membran iizerine dokiilerek 1 gece

oda sicakliginda karistirici tizerinde inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda membran 5 kez 5’er dakika yikama soliisyonu ile

yikand.

Yikama sonrasinda goriintiileme icin DAB ve ECL yontemi kullanild.

3.2.6.2.1. DAB Tablet ile rCSP Analizi

1.

2.

15ml 50 mM pH:7.5 tris icerisinde 1 DAB tablet ¢cozdiiriildii.

Soliisyon 0.20pum porluk filtreden siiziilerek 20ul 30’ luk H,O, eklendi.

Hazirlanan soliisyon membranin iizerine dokiilerek proteine ait bantlar gozlendi.
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3.2.6.2.2. ECL ile rCSP Analizi

ECL Western Blotting Substrate (Promega, ABD) prosediiriine uygun olarak

gercgeklestirildi.

1.

Kit icerisinde hazir bulunan Peroxide Solution ve Luminol Enhancer

Solution’dan 3’er ml alinarak karistirildi.

Membran Chemidoc MP (Bio-Rad, ABD) cihazina konularak iizerine

hazirlanan karisim dokiildii.

. Image Lab Software (Bio-Rad, ABD) programi ile protein bantlarinin varligi

goriintiilendi.

3.2.8. rCSP’nin Saflastiriimasi

rCSP’nin saflastirilmasi, Protein Purification System Kit (ProBond, ABD) prosediirii

uygulanarak yapild.

En iyi rekombinant protein ekspresyonu 3.5 saatte alinan Ornekte goriildiiglinden,

eksprese edilen protein miktarini artirmak icin Boliim 3.2.6.’da 3. Basamak’ta yapilan

islem bu kez 250ml’lik 2 adet balon jojede bulunan 50ml’lik LB siv1 besiyerlerine, 2.5’ ar

ml gece {ireyen besiyerinden aktarim yapilarak gerceklestirildi.

Besiyerinden 3.5 saatte aliman 500ul ornek Boliim 3.2.7°te belirtilen sekilde

rekombinant protein ekspresyonu protokolii uygulanarak protein varligi dogrulandi.

3.2.8.1. Hiicre Lizat1 Hazirlanmasi

1.

Protein Purification System Kiti ile saglanan Guanidium Lysis Buffer’in pH’1

7.8’e ayarlandi.

50ml LB siv1 besiyerinde cogalan hiicreler 5.000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi ve

tist kisim atild1.
Pellet iizerine Guanidium Lysis Buffer’dan 8ml eklenerek resiispanse edildi.

Karisim oda sicakliginda 5-10 dk. yavasca alt iist edilerek hiicrelerin lizis olmasi

saglandi.
Hiicre lizatina buz iizerinde sonikatorle 5 sn. siireli pulsasyonlar uygulandi.

Lizat 3.000 x g’de 5 dk. santrifiij edildi. Ust kistm yeni bir tiipe ahndi.
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Lizatin 5pl’si SDS-PAGE yapilmak iizere ayrilip kalan kisimla birlikte —20°C’ye
kaldirild1.

3.2.8.2. ProBond™ Kolumun Hazirlanmasi

1.

10ml piiriifikasyon kolumun i¢ine 2ml resin dokiildii. 800 x g’de 1 dk. santrifiij

edilerek resinin ¢okmesi saglandu.

Uzerine 6ml distile su eklendi ve resinle resiispanse edildi. 800 x g’de 1 dk.
santrifiij edilerek resinin ¢okmesi saglandi. Ust kisim hassasca pipetlenerek

uzaklastirild1.

6ml Denaturing Bindig Buffer eklendi ve resinle resiispanse edildi. 800 x g’de 1
dk. santrifiij edilerek resinin ¢cokmesi saglandi. Ust kisim hassasca pipetlenerek

uzaklastirildi. 3. basamak tekrar edildi.

3.2.8.3. Piirifikasyon Prosediirii

1.

2.

Hazirlanan ProBond koluma 8ml lizat eklendi.

Kolum, oda sicakliginda 15-30 dk. alt iist edildi ve 800 x g’de 1 dk. santrifiij

edildi. Ust kistm hassasca pipetlenerek uzaklastirildi.

Koluma 4ml Denaturing Binding Buffer eklendi. 800 x g’de 1 dk. santrifiij edildi.
Ust kisim hassasca pipetlenerek SDS-PAGE analizi i¢in +4°C’ye kaldirildi. Bu

islem bir kez daha tekrar edildi.

Koluma 4ml Denaturing Washing Buffer (pH 6.0) eklendi. 800 x g’de 1 dk.
santrifiij edildi. Ust kistm hassasca pipetlenerek SDS-PAGE analizi icin +4°C’ye
kaldirildi. Bu islem bir kez daha tekrar edildi.

Koluma 4ml Denaturing Washing Buffer (pH 5.3) eklendi. 800 x g’de 1 dk.
santrifiij edildi. Ust kistm hassasca pipetlenerek SDS-PAGE analizi icin +4°C’ye
kaldirildi. Bu islem bir kez daha tekrar edildi.

Kolum klemplenerek sabitlendi. 5Sml Denaturing Elution Buffer eklendi. Altma
bos bir tiip konularak, yercekimi etkisiyle rekombinant proteinin alttaki tiipe

gecmesi beklendi.

Saflagtirilmis rekombinant proteinin varhigr Bolim 3.2.5.°teki gibi SDS-
PAGE’de yiiriitiilerek gosterildi.
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3.2.9. rCSP’den Endotoksin Eksiltilmesi

Saflastirilan rCSP’den endotoksinlerin eksiltilmesi ToxinEraser™ Endotoxin Removal

Kit (Genscript, ABD) kullanilarak asagidaki protokole gore yapildi.

1.

2.

Rekombinant protein 6rneginin pH’17.8’e ayarlanda.
ToxinEraser™ Endotoxin Removal Kit kolumu uygun bir standa sabitlendi.
Kolumun i¢indeki soliisyon uzaklastirildi.

Kolumun altina yeni bir tiip yerlestirildi. Koluma 5ml soguk Regeneration Buffer

eklendi. Akis hiz1 0.25ml/dk. olacak sekilde ayarlandi. Bu basamak tekrarlandi.

Kolumun altma yeni bir tiip yerlestirildi. Koluma 5ml soguk Equilibration Buffer

eklendi. Akis hiz1 0.5ml/dk. olacak sekilde ayarlandi. Bu basamak tekrarlandi.

Kolumun akis vanasi kapatildi. Saflastirilmis rekombinant protein 6érnegi koluma

eklendi. Akis hiz1 0.25ml/dk. olacak sekilde ayarlandi.

Kolumdan akarak tiipe dolan 6rnege 1.5ml Equilibration Buffer eklendi.

3.2.9.1. Saflastirnlmis rCSP’nin Endotoksin Seviyesinin Tespiti

Saflastirilan ve endotoksinleri eksiltilen rCSP’nin endotoksin seviyesi Pierce LAL

Chromogenic Endotoxin Quantitation (Thermo scientific, ABD) kiti kullanilarak

sleiildil.

1.

Kit icerisinde bulunan soliisyonlar belirtilen oranlarda sulandirilarak hazirlandi.
Hazirlanan soliisyonlar oda 1sisina dengelenmesi icin calismadan 30 dk. 6nce

oda 1s1sinda bekletildi.
96’lik mikroplate’ler 37°C’de 10 dk. inkiibe edilerek 1sinmasi saglandu.

Mikroplate kuyucuklarina sirasiyla; kontrol i¢in endotoksinsiz su, hazirlanan
standard soliisyon 1 (1EU/ml), standard soliisyon 2 (0.5EU/ml), standard
soliisyon 3 (0.25EU/ml), standard soliisyon 4 (0.1EU/ml) ve endotoksinlerinden
arindirilmis rCSP  proteininden 50’ser pl konularak, mikroplate’in {iistii

kapatild.
Plate 37°C’de 5 dk. inkiibe edildi.

Bes dakika sonra her kuyucuga 50ul kit igerisinden ¢ikan LAL (Limulus
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Amebocyte Lysate) eklenerek plate iistii kapatildi.
6. Plate 10 sn. nazik¢e karistirilarak 37°C’de 10 dk. inkiibe edildi.

7. Siire sonunda her kuyucuga 100ul Chromogenic Substrate eklenerek plate’in

tistii kapatildi ve 10 sn. karistirildi.

8. Plate 37°C’de 6 dk. inkiibe edildi ve reaksiyonu durdurmak i¢in her kuyucuga
50ul stop reagent (%25 Asetik Asit) eklendi.

9. Plate 10 sn. karistirild1 ve 405-410 nm.’de 6l¢iim yapildi.
3.2.10. rCSP ve MF59’un Kombine Edilmesi

Saflastirilmis ve endoktoksinlerinden arindirilmis rCSP ve MF59 adjuvani birebir oranda

3 yollu musluk icerisinde karigtirilarak as1 uygulamasi i¢in hazir hale getirildi.
3.2.6.1. rCSP Aminoasit Dizisi Analizi

DNA dizi analizi yapilarak ortaya cikarilan P.falciparum CSP gen dizisi kullanilarak

http://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss _transeq/ adresindeki program ile rCSP’nin

aminoasit dizilimi elde edildi.
3.2.6.2. rCSP 3 Boyutlu Yapisinin Analizi

http://www.sbe.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index adresindeki Jmol
14.2.15_2015.07.09 programi kullanilarak elde ettigimiz rCSP’nin 3 boyutlu sekli

goriintiilendi.



4. BULGULAR

4.1. Plasmodium falciparum CSP Geni
Erciyes iiniversitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Parazitoloji AD Laboratuart DNA Bankasi’nda

mevcut bulunan P.falciparum genomik DNA’sindan CSP spesifik primerler ile PCR
kurularak 1.182 bp biiyiikliigiinde PCR iiriinii elde edilmistir (Sekil 4.1).

1 2 3 M

2000

1500

1182

00

Sekil 4.1. P.falciparum CSP geninin PCR iiriinii.
1: Pozitif kontrol, 2: Ornek, 3: Negatif kontrol,
M: Marker
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4.2. pET100/ Vektoriine Klonlanmasi ve Dogrulanmasi

Plasmodium falciparum CSP geni PCR iiriinli, CloneJET PCR Clonning Kit ile
pJET1.2/blunt klonlama vektoriine yerlestirildi. Elde edilen rekombinant plazmide
pJETP{CSP ad1 verildi. Ligasyon iiriinii OneShot TOP10 Chemically Competent E.coli
hiicrelerine transforme edildi. Kat1 besiyerinde gozlenen koloniler (Sekil 4.2.) garanti

altina alinmasi i¢in yeni bir plate’e ekilerek iiretildi (Sekil 4.3).

- e
.45»..\ 0.:-«’{

et -‘0&
A ' oy fio

Sekil 4.3. Transformasyon kolonilerinin tek nokta ekimi sonucu olusan yeni koloniler
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4.2.1. PCR Screening

Yapilan transformasyon sonrasi olusan kolonilerde rekombinant plazmidin mevcut olup
olmadiginm tespiti i¢in PCR screening yapildi. LB kati besiyerinden alinan kolonilerden
11 tanesinin (3-7, 9, 11-15) rekombinant plazmidi icerdigi PCR screening ile tespit
edildi (Sekil 4.4).

2 3 & 16 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 M

Sekil 4.4. PCR Screening. 1: Pozitif kontrol, 2: Negatif kontrol,
3-19: Ornekler, M: Marker
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4.3. Orneklerden Miniprep Yapilmasi ve PCR ile Dogrulanmasi

Miniprep prosediirii uygulanirken rekombinant plazmidi igerdigi tespit edilen 4
koloniden miniprep yapilarak rekombinant plazmidler saflastirilarak koruma altma
alindi. Miniprep Uriinlerinden PCR kurularak rekombinant plazmidin klonlanan geni

icerdigi dogruland1 (Sekil 4.5).

1182
1000

500

Sekil 4.5. P.falciparum CSP geni Miniprep PCR fiiriinii. 1: Negatif kontrol,
2: Pozitif kontrol, 3-5: Ornekler, M: Marker
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4.4. DNA Dizi Analizi

Klonlamanin dogrulugunu gostermek amaciyla rekombinant plazmidin DNA dizi
analizi yapildi. DNA dizi analizi ile gen klonlamasinin dogrulugu ve CSP geninin DNA

dizisi tespit edildi (Sekil 4.6). Calismamizda kullanilan P.falciparum CSP geninin

biiytikliigii 1.182 bp olup Genbank’a KT315396 kayit no ile kaydedilmistir.

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141

atgatgagaa
caggaatacc
gataatgcag
aattggtata
gaagacaacg
aatcctgatc
aatgcaaacc
aatgcaaacc
aatgcaaacc
aatgcaaacc
aatgcaaacc
aatgcaaatc
aatgcaaatc
aatgcaaacc
atgccaaatg
aataataata
aattctcttt
agaataaagc
gaaaaaaaaa

ataggattaa

aattagctat
agtgctatgg
gcactaattt
gtcttaaaaa
agaaattaag
caaatgcaaa
caaatgtaga
caaatgcaaa
caaatgcaaa
caaatgcaaa
caaacgcaaa
ctaatgccaa
ctaatgccaa
ccaatgcaaa
acccaaaccg
acgaagaacc
caactgaatg
ctggctctgce
tttgtaaaat
taatggtatt

tttatctgtt
aagttcgtca
atataatgaa
aaatagtaga
gaaaccaaaa
cccaaatgta
tccaaatgca
cccaaatgca
cccaaatgca
cccaaacgta
ccccaatgca
tccaaatgca
tccaaatgca
tcctaataaa
aaatgtagat
aagtgatcag
gtccccatgt
taataaacct
ggaaaaatgt
atccttcttg

tcttecetttt
aacacaaggg
ttagaaatga
tcacttggag
cataaaaaat
gatcccaatg
aacccaaatg
aacccaaatg
aacccaaatg
gatcctaatg
aatcctaatg
aatccaaatg
aatccaaatg
aacaatcaag
gaaaatgcta
cacatagaaa
agtgtaactt
aaagaccaat
tccagtgtgt
ttccttaatt

tatttgttga
ttctaaatga
attattatgg
aaaatgatga
taaagcaacc
ccaacccaaa
caaacccaaa
caaacccaaa
caaaccccaa
caaatccaaa
caaaccccaa
caaacccaaa
caaacccaaa
gtaatggaca
atgccaacaa
aatatttaaa
gtggaaatgg
tagattatgc
ttaatgtcgt

ag

ggccttattc
attaaattat
gaaacaggaa
tggaaataac
agcggatggt
tgtagatcca
tgcaaaccca
tgcaaaccca
tgcaaatcct
tgcaaaccca
tgcaaatcct
cgcaaacccce
tgcaaaccca
aggtcacaat
tgctgtaaaa
gataatacaa
tattcaagtt
aaatgatatt

aaatagttca

Sekil 4.6. DNA Dizi Analizi Yapilan PfCSP Gen Dizisi
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4.5. pET100 vektoriine Subklonlama icin Plazmidin Yerlestirilmesi

pET100 ekspresyon vektoriine plazmidin yerlestirilebilmesi i¢in Pfu DNA polimeraz ile
cogaltilan 1.182 bp biiyiikliigiindeki CSP geni klonlama reaksiyonu ile pET100
plazmidine yerlestirildi (Sekil 4.7). Rekombinant plazmidin Nanodrop 2000C
(ThermoScientific, ABD) cihazinda A260 ve A280 degerlerinin 6lgiilmesi sonucu
strastyla 8.571 ve 4.505 (A260/A280: 1.9) degerleri elde edildi.

1182
1000

—
e
Sresiceinanse
Ca—
——
e
e
e
s

500

Sekil 4.7. Pfu DNA Polimeraz ile Elde Edilen PCR Uriinii. M: Marker
1: Negatif kontrol, 2: Pozitif kontrol, 3: Ornek
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4.6. SDS PAGE Analizi

pET100 vektoriine baglanan rekombinant plazmide pET100PfCSP adi verildi.
Rekombinant plazmidin optimum protein ekspresyon sartlarimi belirlemek icin SDS
PAGE analizi yapildiktan sonra Western Blot yapildi. Daha sonra DAP tablet ile rCSP
bantlar1 gozlendi (Sekil.4.8). En iyi rCSP iiretiminin, 0.01 IPTG konsantrasyonu ile 3.5

saatte oldugu gozlendi.

260

140

100

T0

35

25

15

Sekil.4.8. rCSP Western Blot Sonucu 1: Pozitif kontrol, 2-9: Ornekler (2: 0,1mM 5,5
saat, 3: 0.1mM 4,5 saat, 4: 0.1mM 3,5 saat, 5: 0.1mM 2,5 saat, 6: 0.01mM 5,5 saat,
7: 0.01lmM 4,5 saat, 8: 0.01lmM 3,5 saat, 9: 0.01mM 2,5 saat)

M: Marker



57

4.7. ECL Yontemiyle rCSP’nin Goriintiilenmesi

SDS PAGE analizi yapildiktan sonra Western Blot yapildi. Bu asamadan sonra
optimum rekombinant protein ekspresyonunun tespiti i¢in ayrica ECL yontemi de

kullanilarak rCSP bantlar1 goriintiilendi (Sekil.4.9).

Sekil.4.9. ECL Yontemi ile rCSP Bantlarinin Goriintiilenmesi
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4.8. Saflastirma Sonras1 SDS PAGE Analizi

Rekombinant plazmidin tespiti icin SDS PAGE analizinden sonra Western Blot yapildi.
DAP tablet ile rCSP bantlar1 gozlendi (Sekil.4.10).

Sekil.4.10. Saflastirma Sonrasi rCSP Western Blot Sonucu. 1: Pozitif kontrol, 2-8:
Ornekler (2: 0,1mM 4,5 saat, 3: 0.1mM 3,5 saat, 4: 0.1mM 2.5 saat, 5: 0.01mM 5,5 saat,
6: 0.01mM 4,5 saat, 7: 0.01mM 3,5 saat, 8: 0.01lmM 2,5 saat)

9: Negatif kontrol (0. saat), M: Marker



4.9. Circumsporozoite Protein Yapisi

Plasmodium falciparum CSP gen dizisi kullanilarak 393 aminoasitten olusan rCSP

yapist elde edildi (Sekil 4.11).

Bu calismada elde edilen rCSP i¢yapisinda merkezi bolgede toplam 37 NANP epitopu
(Asn-Ala-Asn-Pro) bulunmaktadir. Merkezi bolgede tek basina 3 NANP NVDP epitop

tekrarmdan sonra 15 NANP tekrar1 ve arada bulunan bir NVDP epitopunun ardindan

tekrar 19 NANP epitop tekrar1 oldugu tespit edilmistir. rCSP yapisinda toplam 4 adet

birbirinden bagimsiz NVDP epitopu bulundugu goriilmiistiir.

1 MMRKLAILSV
61 NWYSLKKNSR
121 NANP NA
181 NANPNANPNV
241 NANPNANPNA
301 NNNNEEPSDQ
361 EKKICKMEKC

SSFLEVEALF
SLGENDDGNN
NPNANPNANP
DPNANPNANP
NPNANPNANP
HIEKYLKIIQ
SSVENVVNSS

QEYQCYGSSS
EDNEKLRKPK
NANPNANPNA
NANPNANPNA
NANPNANPNK
NSLSTEWSPC
IGLIMVLSFL

NTRVLNELNY
HKKLKQPADG
NPNANPNANP
NPNANPNANP
NNQGNGQGHN
SVTCGNGIQV
FLN

DNAGTNLYNE LEMNYYGKQE
NPDPNANP NANPNVDP
NANPNANPNA NPNANPNANP
NANPNANPNA NPNANPNANP
MPNDPNRNVD ENANANNAVK
RIKPGSANKP KDQLDYANDI

Sekil 4.11. rCSP Aminoasit Dizisi

4.9.1. rCSP 3 Boyutlu Yapisi

Plasmodium falciparum CSP gen dizisi kullanilarak rCSP’nin 3 boyutlu sekli elde edildi

(Sekil.4.12).

Sekil.4.12. rCSP 3 Boyutlu Yapisi




4.10. rCSP ve MF59’un Kombinasyonu

rCSP ve MF59 adjuvani birebir oranda 3 yollu musluk igerisinde karistirilarak asi

uygulamasi i¢in hazir hale getirildi (Sekil.4.13).

Sekil.4.13. rCSP + MF59 Kombinasyonu

60



5. TARTISMA VE SONUC

Sitma insanlik tarihi boyunca bilinen en 6nemli hastaliklardan birisidir. Giintimiizde
halen en fazla 6liime neden olan paraziter hastaliktir. Erken tam1 konulamadiginda
cogunlukla agir seyreden bir klinik tablo ve ardindan 6liimle sonu¢lanmaktadir. Sitma
tanisinda geleneksel olarak kalin damla ve ince yayma preparatlarin mikroskopla
incelenmesiyle tan1 konulurken, endemik bolgelerde ise RDT’ler siklikla
kullanilmaktadir. Giiniimiizde PCR ve rtPCR gibi molekiiler yontemler de sitma
tanisinda rutin tetkikler arasinda yerlerini almistir. Halihazirda sitma tedavisinde
kullanilan tiim ilaclara kars1 diren¢ gelisiminden dolay1 tedavide zorluklar yasanmakta
ve DSO’niin de tavsiyesiyle kombinasyon terapileri uygulanmaktadir. Yaklasik bir
asirdan beri bircok enfeksiyon hastaligina karsi asilar kullanilmakta iken giiniimiizde
sitma da dahil olmak iizere paraziter hastaliklara karsi etkili bir as1 heniiz

bulunmamaktadir (2).

Plasmodium falciparum, sitmaya neden olan parazitler icerisinde en sik karsilasilan
etken olmakla birlikte en agir klinik tabloyu olusturan ve en fazla 6liime neden paraziter
etkendir. Ulkemizde sitma etkeni olarak P.vivax goriilmekteyken son yillarda uluslarasi
seyahatin kolaylasmasi, gocler, savaslar ve 6grenci degisim programlar: gibi etmenlere
baglh olarak Tiirkiye’de de P.falciparum ile meydana gelen sitma vakalarinin sayisi
giderek artmaktadir (7-16). P.falciparum’un en sik gorildiigi yerler tropikal ve
subtropikal bolgelerdir. En fazla 6liime neden oldugu bolge ise Sahra-alt1 Afrika’dir.
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Hastaligi klinigi agir seyrettiginden ve siklikla 6liime neden oldugundan dolayi, as1

caligmalarina en fazla konu olan sitma etkeni P.falciparum’dur (27).

Sitmaya kars1 as1 gelistirme calismalar1 1970°1i yillarda baglamistir. i1k olarak kullanilan
radyasyonla atteniie edilmis sporozoitleri tasiyan sivrisineklere maruz birakilan
kisilerde kismi bagisiklik elde edildigi tespit edilmistir (17). Giiniimiizde genetik
miihendisligindeki ilerlemeler ve etkili adjuvanlarin kesfinden sonra bu konudaki
calismalar daha yogun bir sekilde siirmektedir. DSO tarafindan hazirlanan gokkusagi
tablosuna gore, parazitin farkli hayat evrelerine yonelik 25 deneysel sitma asisinin faz

caligmalar1 hdlen devam etmektedir (80).

Sitma parazitinin farkli hayat evrelerinde sentezlenen bircok antijenik yapi
bulunmaktadir. Giiniimiize kadar, bu antijenler tek basma veya birbirleriyle kombine
edilerek bircok as1 calismasinda  kullanilmuslardir.  1lk  calismalarda  atteniie
sporozoitlerle yapilan deneylerde bagisiklik elde edilmesi iizerine ilgi pre-eritrositer
donem antijenleri iizerinde yogunlagmistir. Pre-eritrositer donemin en onemli antijenik
yapis1t da gerek sporozoitin gelisiminde, gerekse de invazyondan karacier evresine

kadar olan donemde aktif rol oynayan CSP’dir (2).

Circumsporozoite protein parazitin antijenik yapilar1 igerisinde ilk tanimlananidir. Bu
protein ilk olarak ookistler icerisindeki sporozoitlerde tespit edilmistir. Disi anofelin
insandan kan emmesi esnasinda dermis iizerine enjekte edilen sporozoit yapisinda bu
protein bulunmakta ve sporozoitin gelisiminde de 6nemli rol oynamaktadir. CSP’nin
yapisinda iic 6nemli bolge bulunmaktadir. Bunlar igerisinde; 1. bolge heparin siilfat
proteoglikanlar1 baglayan bir N terminali, proteinin icyapisinda bulunan dort
aminoasitlik bir tekrar bolgesi olan “N-asetil Noraminik Asit Fosfataz (NANP)” ve 2.
bolge de memelilerdeki trombospondin proteini benzeri tip-1 tekrar bolgesi iceren bir C
terminalidir. Parazitin enfekte edebildigi insan disindaki tiirlerde de bu bolge yapilarinin

biiyiik oranda benzestigi bilinmektedir (87).

Sitma as1 caligmalari {i¢ ana gruba ayrilmaktadir. Bunlar: pre-eritrositer donem asilari,
eritrositer donem agilar1 ve bulagmay1 Onleyici asilardir. Bu ii¢ grup igerisinde ise
caligmalarin yogunlastigt donem pre-eritrositer donem asilaridir. Bu asilar, sporozoit
antijenlerine kars1 bagisiklik sistemini uyararak karaciger hiicrelerinin enfekte olmasini
ve bu hiicrelerde parazitin ¢cogalmasini engellemeyi amaclayan asilardir. Pre-eritrositer

donem asilarinda amac hastalik daha ortaya ¢ikmadan bu siirecin durdurulmasi; eger bu
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asama gecilip sitmanm klinik bulgular1 ortaya ¢iktiysa da bulgularm hafifletilmesidir.
DSO sitma asilar1 (gokkusagi) tablosunda yer alan 25 adet sitma as1 adaymin 13 tanesi
pre-eritrositer donem asilar1 olusturmaktadir. Pre-eritrositer donem as1 adaylarinin
etkinlik ve giivenilirlikleri halen test edilmektedir. Bu asilar icerisinde en bilinenleri ise

CS-NANP, ME-TRAP, CS102 ve RTS,S’dir (80, 91).

Seksenli yillarda baslayan CS-NANP bazli pre-eritrositer donem as1 ¢alismalarinda,
CSP’de birden fazla tekrar gosteren NANP’in 3 ila 19 arasinda degisen 3 farkli

kombinasyonu kullanilmistir (92).

Yine CSP bazli bir as1 olan CS102 ise NANP epitopu icermeyip bunun yerine CSP’nin
C terminalinden T epitoplar1 tagiyan, 102 amino asitlik bir sentetik peptid kullanilarak

olusturulmustur (92).

ME-TRAP da pre-eritrositer donem asisidir fakat diger bahsedilen asilardan farkli
olarak bu bir DNA asisidir. Multipl epitop ve CSP gen dizisindeki TRAP olarak bilinen
bolgeyi kodlayan DNA dizisi icermektedir (97).

Irradiye (gamma 1sinlariyla 1sinlanmis) sporozoitlerin as1 olarak kullanilmasi da pre-
eritrositer donem asilara dahil edilebilir. Giinlimiize kadar yapilan caligmalar, irradiye
sporozoitlerin kemirgenlerde, maymunlarda ve insanlarda sitmaya karsi kisitli bir
immiinite olusturdugunu gostermistir. Irradiye sporozoitlerin immiinite olusturabilmesi
icin binden fazla sivrisinek 1sir1g1 gereklidir. Irradiye sporozoitlerle ilgili 6nemli bir
problem ise bunlarmn seri iiretiminin nasil yapilacagi konusudur. Onceki ¢alismalarda
elde edilen basarili sonuglar sayesinde giiniimiizde bu yondeki calismalar tekrar ilgi

odag1 olmustur (60, 84, 85).

Rekombinant RTS,S asis1 DSO gokkusagi tablosuna gore Faz III calismalarina
ulasabilmis tek sitma asisidir. Bu asida 19 NANP epitop tekrar1 bulunmaktadir. Ayni
zamanda Hepatit B yiizey antijenine baglanmis olan CSP’nin C terminalini de

icermektedir. RTS,S’de adjuvan olarak ise ASO1E kullanilmistir (2).

RTS,S’in Faz III c¢alismalar1 sonucu elde edilen verilere gore, 5-17 aylik siit
cocuklarinda yapilan ilk doz asilamayr takiben 18 ay sonra ikinci bir doz
uygulanmasiyla, calisma sonunda sitma vaka sayisint %36 oraninda azalttigi
bulunmustur. ilk doz asilamada 6-12 haftalik olan infantlarda ise %26 oraninda koruma

saglandigi tespit edilmistir. Bunun yani sira asinin etkinliginin her iki grupta da zamanla
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azaldig1 gozlenmistir. Asinin etkinliginin degerlendirilmesinde %80 civarinda insektisit
ve cibinlik gibi diger koruma faktorlerinin de mevcut oldugu goz Oniinde
bulundurulmalhidir. RTS,S saha calismalari, sitmanin en fazla 6lime neden oldugu
Afrika’da ve yine en fazla 6lime neden oldugu grup olan 5 yas alt1 cocuklar iizerinde
yapilmistir. 2013’te yayinlanan bir arastirmanin sonuglarina bakildiginda RTS,S’in 4 y1l
sonunda koruma orami %16.8 olarak bulunmustur. Afrika’da genis katiliml bir
calismada 6 ila 12 haftalik 6537 infantin dahil edilmesiyle yapilan Faz III ¢aligmasinda
RTS,S sitmaya kars1 yaklasik %30 oraninda bir koruma saglamistir. Afrika’nin 11 farkh
bolgesinde yiiriitillen ve 4453 cocuk iizerinde yapilan bir diger arastirmada sitmainin
diisik transmisyonunun goriildiigii  bolgelerde %60 koruma, orta derecede
transmisyonunun oldugu bolgelerde %41 koruma ve yiiksek transmisyonun oldugu

bolgelerde ise %4 koruma gozlenmistir (94-96).

Asmin iireticisi olan Glaxo Smith Kline (GSK) firmasi1 Haziran 2014’de Avrupa Ilag
Ajanst (AlA)’na ruhsat almak iizere resmen basvuru yapmustir. GSK, AIA’nm
degerlendirme sonucuna gore RTS,S’in Temmuz 2015 itibariyle onaylandigini; 2017
yilinda ise nihai olarak DSO tarafindan kullanima sunulup sunulmayacagmna karar
verilecegini duyurmustur. Elimizdeki bu veriler 1s181inda bir degerlendirme yapildiginda,
RTS,S’in sitmaya karst ilimhi bir koruma sagladigini fakat bu korumanin yeterli
olmadigin1 ve bu konuda Oniimiizdeki yillarda daha detayli calismalar yapilarak daha

etkili agilarin yapilmasi gerektigi sonucuna ulasabiliriz.

Calismamizda kullamilan P.falciparum CSP geninin biiyiikliigi 1.182 bp’dir.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore adresinde mevcut bulunan CSP gen dizilerinin

biiytikliigi 1.032-2.337 bp arasindadir. Genbank’ta bulunan ve Tanzanya’dan izole
edilen AB502850.1 kayit numarali gen ile bizim calismamizda kullanilan gen %100
ayni baz dizilimine sahiptir. Calismamizda kullanilan gen de, Genbank’a KT315396
kayit no ile kaydedilmistir.

Pre-eritrositer donem asilarinda, CSP’nin merkezinde bulunan ve proteinin ana
karakterini belirleyen NANP tekrarlarinin onemi dikkate alinarak asi calismalarinda
kullanilmistir (2, 92). NANP epitoplarinin; CSP’nin yapisinda dogal olarak bulundugu
sekilde ve/veya sentetik sekilde 3 ila 19 tekrar halinde as1 caligmalarinda etkinligi
arastirilmistir. Bu epitopun as1 caligmalarinda stratejik bir hedef olarak secilmesi

oldukca gercekci ve akilci bir yaklagim olarak giiniimiize kadar kabul gormiistiir (107).
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Circumsporozoite proteine karsi olusan humoral immiinitede NANP epitop tekrari
onemli bir rol oynamaktadir. Malawi’de NANP epitop tekrarinin polimorfizmi iizerine
yapilan bir ¢alismada 98 farkli izolat kullanilmis ve sonugta 20 farkli epitop tespit
edilmistir. Bu calismanin sonuglarna gore P.falciparum CSP yapis1i c¢ocuklarda,
yetigskinlere gore daha fazla degiskenlik gostermektedir. 1 adet B hiicre epitopu ve
bircok T hiicre epitopu iceren NANP tekrar bolgesinin P.falciparum sitmasina karsi
olusan dogal bagisiklikta 6nemli bir etken oldugu diisiiniilmektedir. RTS,S yapisinda 19
NANP tekrar1 bulundugunun bilinmesine ragmen farkh izolatlarda olduk¢a degisken
sayllarda NANP tekrar1 bulundugu bildirilmistir (108-110). Bizim c¢alismamizda
kullanilan izolattan elde edilen CSP’deki NANP epitopu tekrar sayis1 37 olarak tespit
edildi. Literatiirdeki bilgiler 1s181nda, kullanmis oldugumuz rCSP’deki NANP tekrarinin
konak immiinitesinde B ve T lenfosit yanitin1 uyararak asi etkinligini olumlu yonde

etkileyebilecegini diisiinmekteyiz.

Asi etkinliginin arttirilmasi icin as1 kombinasyonlarina eklenen molekiillerden biri de
adjuvanlardir. Adjuvanlar, viicudun bagisiklik cevabini artirmak igin asilara ilave
edilmektedir. Adjuvanlar yaklagik bir asiwrdir as1 yapiminda kullanilmaktadir.
Giiniimiizde molekiiler tekniklerin ilerlemesiyle immiiniteyi daha etkili olarak uyaran
adjuvanlar iiretilmektedir. Adjuvanlarin asilara ilave edilmesinin temel sebebi T ve B

lenfosit cevaplarinin kalic1 bir immiinite i¢in mutlak gerekli olmasidir (19).

Yiizyi1l once kesfedilen aliiminyum fosfat, aliiminyum hidroksit ve aliiminyum
potasyum siilfat gibi aliminyum tuzlar1 giiniimiizde rutin as1 programlarinda kullanilan
difteri ve tetanos gibi bir¢cok asmin yapiminda halen kullanilmaktadirlar. Aliiminyum
tuzlarmin yant swra MF59, Monofosforil lipid A, virus benzeri partikiiller,
yapilandirilmis Influenza virozomlar1 ve Kolera toksin sitma asisinda kullanilmak iizere

onay almis adjuvanlardir (102).

Ciba-Geigy ve Chiron firmalarinda 90’11 yillarda yapilan as1 ¢calismalar1 esnasinda etkili
bir adjuvan olan MF59 (skualen) kesfedilmistir. MF59 un yapitas1 olan skualen; insan,
bitki ve hayvanlarda dogal olarak bulunan bir maddedir. Lisans aldig1 tarihten itibaren
milyonlarca kez kullanilmis olan MF59; cocuk, eriskin ve yashlarda giivenilirlik ve
etkinligini tartisilmaz bir bi¢imde ortaya koymustur. Bunun yani sira MF59 oil-in-water
formunda kullanilan ilk ticari adjuvan olma 6zelligini de tagimaktadir. Fluad® 1997°de

ruhsat almig olan ve giiniimiizde halen kullanilan ve mevsimsel grip asisidir. Bu aginin



66

her dozu 10 mg skualen icermektedir. Skualenin kendisi tek basina immiinojenik
degildir. Yiizey gerilimini artiran siirfaktanlarla birlikte emiilsiyon formlar1
immiinojenik o6zellik tagimaktadir, MF59’un adjuvan olarak kullanilmasindaki en
onemli etken bu maddenin Th, yoluyla humoral immiin yanit1 uyarabilmesidir (103-

105).

Calismamizda adjuvan olarak MF59’un secilmesinin nedeni, daha Once tasarlanan
deneysel sitma asilarinda, CSP ile bu adjuvanin kullanilmamis olmasi ve yapilan
caligmalar sonucunda etkili ve giivenilir bir adjuvan olarak kendini ispatlamig olmasidir

(105, 106).

Giintimiize kadar caligsilan sitma asilarinda MF59, PEIMSP-1 (P.falciparum Merozoite
Surface Protein-1) ve PvDBP (P.vivax Duffy Binding Protein) antijenleriyle kombine
edilerek as1 olarak uygulanmig ve 1limli derecede antikor yaniti olusturdugu tespit
edilmistir. Bu antijenlerle ilgili gelecekte daha detayli calismalar yapilmasi tavsiye
edilmektedir (111, 112). Fakat bilebildigimiz kadariyla literatirde MF59’un CSP ile
kombine edilerek as1 olarak uygulandigina dair herhangi bir bilgi mevcut degildir. Bu
yoniiyle degerlendirildiginde CSP ve MF59 kombinasyonu ilk kez bu calisma ile as1
amaciyla formiile edilmis olunacaktir. Viriislere kars1 gelistirilen as1 ¢alismalarinda ise
MF59 yaygin bir bicimde kullanilmis ve oldukca iyi sonuclar elde edilmistir (103-105).
Oysa P.falciparum’un insan viicuduna giris formu olan sporozoitin yapisinda bulunan
ve sporozoitin gelisimi, motilitesi ve hedefe ulasmasinda hayati 6neme sahip olan
CSP’nin, MF59 gibi etkin ve giivenilir bir adjuvanla uygulanmasi sayesinde oldukca
etkili bir sonug¢ ortaya ¢ikarabilecegi ongoriilebilir bir gercektir. Calismamizda da bu
hipotez baz alinarak, bu kombinasyonla sitmaya karsi etkili bir as1 yapilmasi
hedeflenmistir. Bu hedef dogrultusunda rCSP ve MF59 kombinasyonunun deney
hayvanlarina uygulanmasi neticesinde olusacak immiin yanitin ve ortaya cikacak

bagisiklik derecesinin arastirilmasi asamasina gelinmistir.

Proteinlerin rekombinant olarak iiretilebildiklerinin Ogrenilmesinden hemen Once;
Stanford Universitesi'nde 1970’lerde yapilan calismalar sonucu rekombinant DNA
teknolojisinin temelleri atilmistir. Bu kesfin ardindan yetmisli yillarin ikinci yarisinda
rekombinant olarak proteinlerin sentezlenebildigi bulunmustur. Ik olarak sentezlenen

rekombinant protein, sentetik insiilindir. Rekombinant proteinler ilag endiistrisi,
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hastaliklarin tanis1 ve as1 caligmalar1 gibi bircok alanda yaygm olarak iretilip

kullanilmaktadirlar.

Rekombinant proteinlerin iiretilmesi i¢cin bir¢ok yontem mevcuttur. En sik kullanilan
yontem E.coli hiicreleri ile iiretim olmakla birlikte insekt, mantar ve memeli
hiicrelerinde de iiretim yapilabilmektedir. E.coli hiicreleri uzun zamandir rekombinant
protein tiretiminde kullanilan ucuz, basit, hizli ve yiiksek iiretim kapasitesine sahip bir
sistemdir. Proteinlerin rekombinant olarak iiretiminde optimizasyonun saglanabilmesi
icin bircok degisken mevcuttur. DNA kodonunun optimizasyonu ile baslayan bu siirec
primerlerin se¢imi, dogru vektor secimi, sicaklik ve besiyeri optimizasyonu ve

kullanilan soliisyonlarin optimizasyonu gibi bir¢ok faktor mevcuttur (113).

Bu caligmada rekombinant protein ekspresyonu amaciyla E.coli ekspresyon sistemi
kullanmilmastir.  P.falciparum rCSP ekspresyonunun optimizasyonu amaciyla; E.coli
BL21 star hiicreleri ve E.coli C43 hiicreleri, E.coli’nin iiretilmesi i¢in %1 glukoz ilaveli
LB sivi besiyeri kullanilmistir. Bunun yam sira, rekombinant proteinin saflastirilma
basamaklarinda proteinin yikimin1 6nlemek amaciyla proteaz inhibitorii eklenerek

rekombinant protein iiretimi optimize edilmeye ¢alisilmstir.

Plasmodium falciparum’un pre-eritrositer doneme ait en énemli antijenik yapilarindan
olan CSP’in rekombinant olarak iiretilip, as1 adayr olarak tasarlandigi bu ¢alismada
immiin cevabin artirilmasi i¢in de etkinligi ve giivenilirligi yapilan calismalarla
kanitlanmis MF59 adjuvam kullanilmistir. P.falciparum genomik DNA’s1 kullanilarak;
spesifik primerlerle CSP gen bolgesi PCR ile cogaltilip daha sonra plazmide
klonlanmistir. Rekombinant plazmid BL21 hiicrelerinde eksprese edilmistir. Eksprese
edilen rekombinant protein saflastirilarak, endotoksinlerinden arindirildiktan sonra
MF59 adjuvaniyla kombine edilmistir. Bu kombinasyonda kullanilacak rCSP’nin
etkinliginin farkli deney hayvanlarinda arastirilabilmesi icin; rekombinant protein
ekspresyon optimizasyonu c¢alismalar1 yani sira, daha yiiksek miktarlarda elde

edilebilmesi gerekmektedir.

Giiniimiizde halen milyonlarla ifade edilen vaka sayisi ve yiizbinlerle ifade edilen can
kayiplarina ragmen sitmaya kars1 etkili bir ag1 olmamasi ve mevcut ilaclarin hepsine
kars1 bildirilen direng, bu alanda yapilan ve yapilmasi planlanan ¢aligmalar1 daha da

onemli hale getirmektedir.
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Bu calisma sonrasinda, farkli modifikasyonlarla elde edilecek verilerin gelistirilmesi ve
diger yiiksek organizmali deney hayvanlarinda enfeksiyona kars1 etkinliginin

arastirilmasi ile sitmaya karsi as1 caligmalarina onemli bir katki saglanmis olunacaktir.
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