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OZET

TOXOPLASMA GONDII REKOMBINANT ROP6
PROTEINININ SACCHAROMYCES CEREVISIAE INVSc.1
SUSUNDA EKSPRESYONU VE SAFLASTIRILMASI

KARAKAVUK, Tugba

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Mert DOSKAYA
Ikinci Danismani: Dog. Dr. Hiiseyin CAN
Haziran 2023, 69 sayfa

Toxoplasma gondii (T. gondii), neredeyse tiim sicakkanli hayvanlari ve
insanlar1 enfekte ederek toksoplazmozise neden olan zorunlu hiicre i¢i parazittir.
Parazitle karsilasan kisilerden, immiin sistemi saglam olanlarda ¢ogunlukla higbir
bulgu goriilmezken, immiin sistemi baskilanmis kisilerde 6liime varan ciddi klinik
tablolar gozlenmektedir. T. gondii hayvancilik sektoriinde de koyun ve kegi gibi
ciftlik hayvanlarinda diisiikk ya da 6li dogumlara neden olarak biiyiik boyutlu
ekonomik kayiplara yol ag¢maktadir. Toksoplasmozisli kisilerde kullanilan
giiniimiizdeki hicbir ilag tedavi edici 6zellige sahip degildir. Sadece hastaligin
ilerlemesini durdurmada etkili olmaktadir. Erken teshis ve tedavi bu nedenle ¢ok
onem kazansa da ne yazik ki ¢ogunlukla hastaligin teshisi hastalik %85-90
asemptomatik seyrettigi i¢in ¢ogunlukla arzu edilen siirede yapilamamaktadir.
Mlaglarin kronik toksoplazmoziste ise higbir etkisi gosterilememistir. Bu nedenlerle,
T. gondii’ye kars1 as1 gelistirmek biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu tez ¢alismasinda asi
formiilasyonlarinda kullanilmak tizere T. gondii rekombinant ROP6 proteininin
Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) hiicrelerinde ekspresyonu ve

saflastirilmasi hedeflenmistir.



Bu amagla, mikroarray taramasi sonucu giiclii bir as1 adayi olabilecegi
belirlenen ROP6 proteini biyoinformatik ve immiinoinformatik analizler
gerceklestirilmistir. Bu tasarimin ardindan rekombinant ROP6 proteininin giiglii bir
as1 aday1 olabilecegi saptanmis ve ilk kez S. cerevisiae hiicrelerinde eksprese
edilmistir. Altakim asamasinda dort farkli hiicre duvari1 yikma yontemi denenerek
maya hiicrelerinde iiretilen protein elde edilmis ve aralarindaki farkliliklar
degerlendirilmistir. Elde edilen rekombinant ROP6 proteini, sonrasinda affinite
kromatografi ile saflastirilmis ve bu proteinin T. gondii’ye karsi asi

formiilasyonunda kullanilabilecegi saptanmuistir.

Anahtar sozciikler: Toxoplasma gondii, Saccharomyces cerevisiae

Rekombinant ROP6 proteini, As1



ABSTRACT

EXPRESSION AND PURIFICATION OF TOXOPLASMA GONDII
RECOMBINANT ROP6 PROTEIN IN SACCHAROMYCES
CEREVISIAE INVSc.1 STRAIN

KARAKAVUK, Tugba

MSc in Department of Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Mert DOSKAYA
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hiiseyin CAN
June 2023, 69 pages

Toxoplasma gondii (T. gondii) is an obligate intracellular parasite that infects
almost all warm-blooded animals and humans, causing toxoplasmosis. Generally,
when a person encounters with T.gondii, no symptoms are observed in individuals
with intact immune system, contrarily serious clinical symptoms even death can be
seen in immunosuppressed individuals. T. gondii causes miscarriages or stillbirths
in farm animals such as sheep and goats, which are also economically important in
animal husbandry. Currently, available drugs are only effective in controlling the
progression of the disease if administered as early as possible. Although early
diagnosis and treatment are very important for this reason, unfortunately, the
diagnosis of the disease is mostly not made in the desired time since the disease
progresses 85-90% asymptomatically. Medical therapy has no use during the
chronic phase of the disease. For these reasons, it is of great importance to develop
a vaccine against T. gondii. In this thesis, we aimed to express and purify T. gondii
recombinant ROP6 protein in Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) cells to be
used in vaccine formulations.

To achive our goal, ROP6 protein, which was found to be a strong vaccine
candidate by using microarray scanning, was evaluated with various bioinformatic
and immunoinformatic analyses. Following this design, we believed that the
recombinant ROP6 protein could be a potent vaccine candidate and for the first time

in literatiire it was expressed in S. cerevisiae cells for the first time. In order to



obtain the protein produced in yeast cells in the downstream stage, four different
cell wall destruction methods were applied and the differences between them were
evaluated. After these procedures, the recombinant ROP6 protein was purified by
affinity chromatography. As a result of our research, we accredit recombinant

ROP6 protein to be used in vaccine formulation against T. gondii.

Keywords: Toxoplasma gondii, Saccharomyces cerevisiae, Recombinant

ROP6 protein, Vaccine



Xi

ONSOZ

COVID-19 salgini sirasinda as1 ¢alismalarinin 6nemi diinya genelinde
¢ok daha iyi anlasilmistir. Asilarin gelistirilmesinde birgok farkli platform
kullanilmaktadir. Bunlarda birisi de rekombinant protein as1 iiretimidir.
Saccharomyces cerevisiae adli maya hiicrelerinde iiretilen rekombinant
protein asilara 6rnek olarak insanlarda etkin sekilde kullanilan Hepatit B
asis1 verilebilir. Bende yiiksek lisans tezimde insan ve hayvan sagligi i¢in
onemli riskler olusturan T. gondii adli parazitin immiinojen oldugu
gosterilmis ROP6 proteinini as1 formiilasyonlarinda kullanilmak tizere S.
cerevisiae hiicrelerinde sentezlemeyi amagladim. Calismamda o6ncelikle,
ROP6 proteinini biyoinformatik olarak inceledim, hiicre i¢i ve
transmembran  kisimlarim1  ¢ikardiktan  sonra  gerceklestirdigim
modifikasyonlarin ardindan proteinin hiicre disinda kalan kismini ag1 aday1
olarak S. cerevisiae hiicrelerinde tirettim.

Tez calismam Ege Universitesi Rektorliigii Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi (BAP) TOA-2021-22890 numarali 6ncelikli
alan projesi tarafindan desteklenmistir. Tezim ile ilgili yapilan tiim iglemler
Ege Universitesi As1 Gelistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi
laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

Tez calismamin tiim planinin olusturulmasinda ve yiiriitiilmesinde
bilgi, ilgi ve tecriibesinden yararlandigim, ¢calismam kapsaminda yaptigim
tim denemelerde yonlendirme ve bilgilendirmelerini esirgemeyen
damisman hocalarim Prof. Dr. Mert DOSKAYA ve Dog. Dr. Hiiseyin

CAN’a tesekkiirlerimi sunarim.

[ZMIR

09/06/2023 Tugba KARAKAVUK
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1. GIRIS

Toxoplasma gondii (T. gondii), sicakkanli canlilarin ¢ogunu ve insanlari
enfekte ederek toksoplazmozise neden olan zorunlu hiicre i¢i parazittir. Parazitin
yasam dongiisiinde; kesin konaklar olan kedi ve kedigillerde olusan sporozoit, ara
konaklarinda olusan ve akut enfeksiyon sirasinda gozlenen takizoit ile kronik
enfeksiyon sirasinda gozlenen bradizoit formlar1 bulunmaktadir (Attias et al.,
2020).

T. gondii ile enfekte olan koyun ve kegi gibi ¢iftlik hayvanlarinda goriilen
diisiikler ya da olii dogumlarda ayrica ciddi ekonomik kayip nedeni olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Enfekte hayvanlarin etleri insanlarca ¢ig/az pismis olarak
tilkketildiginde, etlerde bulunan doku kistleri insanlar1 da enfekte etmektedir. Parazit
ile karsilasan insanlarda immiin sistemi saglam olanlarda ¢ogunlukla hi¢bir bulgu
olmazken, immiin sistemi baskilanmis kisilerde 6liime kadar gidebilen ciddi Klinik
semptomlar gdzlenmektedir (Al-Malki., 2021). insanlarda goriilen konjenital
toksoplazmozis, hamilelik sirasinda az pismis et tiikketimi, iyi yikanmamis
sebzeler/meyve/ellerle veya enfekte kedi/kedigillerin digkilariyla temas sonucu
enfekte olan anneden plasenta yolu ile bebege gegmesidir. Bulas sonucu bebeklerde
anomaliler veya diistikler goriilebilmektedir (Dubey, 2008).

Genis yayilim gosteren ve ciddi sonuglari olan parazite karsi, kullanimda olan
tek as1 Toxovax™ (MSD, Birlesik Krallik) asisidir. Bu asinin canli zayiflatilmis bir
as1 olmasi, koruyuculuk siiresinin kisalig1 ve vahsi tipe donlisme riski nedeniyle
insanlarda kullanilmasi onerilmemektedir (Zhang et al., 2013). Giiniimiizde bu
kadar ciddi sonuglar1 olan paraziter bir etkene karsi giivenilir ve etkili bir asiya
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu amagla aragtirmacilar patojenite riski tasimayan, kolay
iiretilebilen biyoteknolojik alt iinite asilara yonelmistir. Ozellikle rekombinant
protein asilart son yillarda 6nem kazanan as1 modelleri arasinda yer almaktadir
(Hansson et al., 2000).

Giliniimiizde, T. gondii takizoit ve bradizoitlerinden salgilanan ve
patogenezde kritik rollere sahip ROP, MIC, SAG ve GRA antijenleri siklikla
kullanilmaktadir (Karakavuk vd., 2022). Bu c¢alismalarda,, Bu amagclar
dogrultusunda bu tez ¢aligmasinda Doskaya ve ark. tarafindan yapilan mikroarray
caligmasi1 sonucunda yiiksek immiinojenisite gosteren Roptri protein 6 (ROP6) as1

aday1 olarak secilmis ve Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) maya



hiicrelerinde iiretimi gergeklestirilmistir. Yapilan {retimlerin ardindan maya
hiicrelerinin hiicre duvarlarin1 yikacak farkli par¢alama yontemleri denenmistir.
Gergeklestirilen denemeler sonucunda sivi azot ve EDTA igermeyen parcalama
tamponunun en iyi iki yontem oldugu saptanmistir. Parcalama sonucunda st
stvidan saflastirilan rekombinant ROP6 proteininin preklinik asi ¢alismalarinda

kullanilabilecegi ongoriilmiistiir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1 Tarihge

Toxoplasma gondii ilk kez 1908 yilinda Nicole ve Manceaux isimli
aragtirmacilar tarafindan tanimlanmistir. Arastirmacilar virlis ve Leishmania
calismalarinda deney hayvani olarak segtikleri Ctenodactylus gundi adli bir canlida
yaptiklar1 denemeler esnasinda parazit ilk kez tespit etmislerdir (Dubey, 2008).
Tiirkiye’de ise 1970 yillarinda ilk 6nce bir kdpekte parazit saptanmis ve daha sonra
bir bebekte parazit varligi saptanmistir. Sonrasinda, 1972 yilinda Ankara’da bir
bebekte T. gondii tespit edilmis ve elde edilen sus Ankara susu olarak
adlandirilmistir (Kol6ren and Dubey, 2020).

2.2 Morfoloji ve Hayat Dongiisii

T. gondii yasam dongiisiinde 3 farkli enfektif form bulunmaktadir. Bu
formlar; ¢evreye yayilan sporozoitleri igeren ookist, akut enfeksiyonda goriilen
takizoit ve kronik enfeksiyonda goriilen bradizoittir (doku kisti haline gelir). Sekil
2.1’de anlatildig1 gibi parazit yagaminda bu formlar birbirlerine doniiserek dongiiyti

tamamlamaktadir (Attias et al., 2020).
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Sekil 2.1 T. gondii yasam dongisii (Karakavuk vd., 2022) (Sekilde kullanilan gorseller
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Ookist; bu form son konak olan kedilerin bagirsaklarinda eseyli lireme
sonucu olusmaktadir. 10-12 um (mikrometre) ¢apindadir ve digkilama ile ¢evreye
birakildiklarinda enfektif degildir. Birka¢ giinde ortam sartlarina gére havalandirma
ve sicakligin etkisiyle sporlanarak enfektif hale gelmektedirler. Bu formda ¢evresel
sartlara bagl olarak aylarca canli kalabilirler. Sporlanan ookistlerin yapisinda iki
adet sporokist bulunmakta ve her sporokistte dort adet sporozoit yer almaktadir.
Sporozoitlerin farklilasarak takizoitlere doniistiigii ve sonrasinda cogalarak
konak¢inin diger dokularina ilerledigi belirtilmektedir. Bu nedenle kedilerin genis

yayilim kaynagi oldugu bilinmektedir (Wang et al., 2019; Dubey, 2010).

Takizoit; hilal sekline benzeyen 2x6 um boyutunda ve hizli ¢ogalan enfektif
form olarak bilinmektedir. Aktif penetrasyon yetenekleri ile parazitifor vakuol (PV)
olusturarak hiicre igine girebilmektedirler (Doskaya ve Girliz, 2009).
Olusturduklar1 PV sayesinde konak¢1 immiin sisteminden kagtig1 bildirilmektedir.
Konak hiicrede gegirdikleri endodiyogeni adi verilen 6zel boliinme yontemi ile
boliinerek ¢ogalirlar ve sonrasinda konak hiicreye girerek diger komsu hiicreleri
isgal ettikleri bilinmektedir. Bir kisim takizoit hiicre ise konake1 hiicreler tarafindan
fagosite edilip kan veya lenf araciligiyla tasinarak kalp, géz ve plasenta gibi doku
ve organlara yayilirlar. Yayilan takizoitler 6nce bradizoitlere sonrasinda doku
Kistleri i¢inde kendilerini korumaya alip latent hale doniismekte ve bu sayede konak

immiin sisteminden korunmaktadir (Attias et al., 2020; Dubey et al., 1998).

Bradizoit ve Doku Kistleri; bradizoitleri iceren doku kistleri, konak hiicrenin
sitoplazmasinda gelisen formdur. Doku kistlerinin yapisinda hem parazit, hem de
konak hiicre materyali bulunmaktadir. Takizoitlere oranla daha yavas
bolinmektedir. Doku Kistinin ¢api, icerisindeki bradizoit miktarina gére farklilik
gostermektedir. Konak hiicre i¢cinde kalan doku kistleri konak immiin sisteminden
korunarak latent enfeksiyona ve émiir boyu siiren kalic1 seropozitiviteye de sebep
olmaktadir. Doku kistleri en ¢ok merkezi sinir sistemi, beyin, goz, kalp ve iskelet
kast gibi doku ve organlarda bulunmaktadir. Genelde hiicre i¢inde bulunduklar
bilinse de beyine yerlesen doku kistlerinin, hiicre disina ¢ikarak takiozitlere
doniiserek (reaktivasyon) konagin oliimiine dahi sebep olduklari bilinmektedir
(Dubey et al.,1998; Can, 2014).



2.3 Toksoplazmozis

T. gondii parazitinin enfekte ettigi memeli ve sicakkanlilarda neden oldugu
hastaliga toksoplazmozis adi verilemktedir. Kii¢iikbas hayvanlarda goriilen
toksoplazmozis diinya genelinde biiyiik ekonomik kayiplara neden olmaktadir.
Ozellikle koyun ve kegi gibi ¢iftlik hayvanlarinda diisiikler ya da 6lii dogumlara
sebep olmaktadir. Hayvanlarin kesimiyle ugrasan insanlarda (ellerindeki
yaralardan) yada bu enfekte etleri ¢ig veya az pismis olarak yenmesi sonucu
toksoplazmozis gelisebilmektedir. Bunun disinda, kedi diskisiyla atilan ookistlerle
kontamine olan su veya besinlerin alim1 sonucu insanlara bulas gergeklesmektedir
(Hill and Dubey, 2002; Al-Malki, 2021). Diger bir bulas yolu, organ
transplantasyonudur. Seropozitif donérden alinan karaciger, akciger, bobrek, kalp
gibi organlarin nakillerinde enfeksiyonun alici hastaya gectigi bilinmektedir.
Konjenital toksoplazmozis, hastaligin gebelikte enfekte olan anneden plasenta
yoluyla bebege gegmesidir. Hamileligin erken donemlerinde goriilen enfeksiyonlar
diisiik veya 6liime sebep olmaktadir. Gebeligin ge¢ donemindeki enfeksiyonlarda
ise daha az hasarla dogum ya da prematiire dogum gelisebilmektedir. (Dubey,
2008). Toksoplazmozis, immiin sistemi saglam kisilerde asemptomatik
seyrederken immiin sistem yetmezligi olan kisilerde hastaligin daha ciddi

belirtilerle ilerledigi bilinmektedir (Montoya and Liesenfeld, 2004).

2.4 Epidemiyoloji

T. gondii, insan dahil kus ve memelilerin ¢gogunu enfekte edebilen parazitik
zoonozdur. Diinya’da her {ic insandan birinin parazit ile enfekte oldugu
belirtilmektedir (EImore et al., 2010). T. gondii enfeksiyonunun prevalansiyla ilgili
gerceklestirilen arastirmalarda diinya capinda degisiklikler gostermektedir.
Bireylerin kisisel aliskanliklar, kiiltiirel ve iklimsel degisiklikler, kedilerin varligi,
hava sartlar1 ve yasam Kalitesi gibi degiskenlerin parazit yayilimini etkiledigi ortaya
konmustur (Yektaeian et al., 2021). Latin Amerika, Afrika ve Glineydogu Asya’da
gelismekte olan veya az gelismis iilkelerde prevalansin yiiksek, gelismis tilkelerde
ise diisiik prevalans degerleri gozlenmektedir. Avrupa iilkelerinde soguk iklim
sartlar1 nedeniyle prevalans ¢ok diisiikken sicak iklimlerin yasandigi iilkelerde

yiiksek prevalans degerlerinin saptandig: bilinmektedir (Al-Malki, 2021). Giincel



kaynaklara gore, Brezilya’da %77’ye ulasan prevalans, Giiney Kore’de %]1’in

altinda oldugu tespit edilmistir (Djurkovi¢-Djakovic et al., 2019).

Amerika Birlesik Devletleri Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi’nin
(Centers for Disease Control and Prevention - CDC) raporlarina gore ABD’de
2000’11 yillarda toksoplazmozis gida kaynakli enfeksiyonlarin iginde en sik ikinci
olim sebebi ve dordiincii hastaneye basvuru nedeni olarak bildirilmektedir
(Yektaeian et al., 2021). Diinya Saglik Orgiitii'ne (World Health Organization -
WHO) gére Avrupa kitasinda gida kaynakli bulasan hastalik etkenlerinin %20’sinin
T. gondii oldugu tespit edilmistir (Havelaar et al., 2015). Paris’te yasayan kadinlar
ile yapilan bir ¢alismada ¢ig veya az pisirilmis et {irlinlerinin tercihine bagli olarak
Londra’da bulunan kadinlara kiyasla yiiksek oranda pozitiflik gézlenmistir (Dubey
etal., 1998). Yapilan bir baska ¢alismada ise Almanya'da T. gondii enfeksiyonunun
%20 ile %77 arasinda oldugu ve bunun sebebinin pismemis sosis tiiketiminden

kaynaklandig1 belirtilmektedir (Pleyer et al., 2019).

Tirkiye’de de genis yayilimi olan parazitin seroprevalansini belirlemek
amaciyla 2000’li yillarin basindan itibaren bir¢ok ilde ¢aligmalar yapilmistir. 2000
ile 2018 tarihleri arasinda bolgesel olarak taranan serum &rnekleri arastirildiginda
seropozitifligin Ege Bolgesinde %30,5, Marmara Bolgesi’nde %28,8, Karadeniz
Bolgesi’nde %21,3, Ic Anadolu Bolgesi’nde %29,5, Akdeniz Bolgesi’nde %3
oldugu goriilmiistiir (Koléren and Dubey, 2020). Iller iizerinde yapilan ¢alismalarda
ise Antalya ve Iskenderun’da hamile kadmlarm serum 6rnekleri incelendiginde
%352,1 oraninda seropozitiflik saptanmistir (Ocak et al., 2007). Adiyaman’da
gebelik takibi amaciyla toplanan serum oOrneklerinden %48,4 oraninda
seropozitiflik saptanmistir (Kolgelier vd., 2009). Ankara’da yapilan bir ¢calismada
taranan 7869 hamile kadinin serum 6rneginde %25,5’inin, Usak ilinde 1465 hamile
kadinin serum orneklerinden %18,3’nlin anti-Toxoplasma IgG pozitif oldugu
belirlenmistir (Celen vd., 2013; Toklu, 2013). Tirkiye’nin farkli cografik
bolgelerinden elde edilen sonuglar incelendiginde parazit yayilimda gozlenen en
biiyiik risk faktorlerinin ¢i§ veya az pismis etler, iyi yikanmamis sebze ve
meyvelerin tliiketimi oldugu agikca goriilmektedir (Cevizci ve Bakar, 2013).
Toplumda sosyal ve ekonomik kayiplar olusturan 7. gondii’nin neden oldugu

sorunlarin  azaltilabilmesi  amaciyla  hamilelik  doneminde kadmlarin



bilgilendirilmesi ve diizenli serolojik testlerin yapilmasi gerekmektedir. Ayrica,
kedi besleyen bireyler kedi kumlarini sporulasyona firsat vermeden diizenli
temizliklerini yapmalar1 hakkinda bilgilendirilmelidir. Koruyucu tedbirlerin
titizlikle uygulanmasinin parazit yayiliminda etkili olabilecegi tahmin edilirken en
onemli koruyuculugun etkili bir asinin kullanilmasi sonucu saglanabilecegi

bildirilmektedir (Bilgili ve Hanedan, 2019).
2.5 T. gondii iImmiinolojisi

T. gondii ile enfekte olan konakgr hiicrelerde enfeksiyona bagli olarak hiicresel
immun yanitin yaninda sivisal immiin yanitin da uyarildigi saptanmustir. Hiicresel
immiin yanitta rol alan CD4+ ve CD8+ T hiicreleri, sivisal immiin yanit hiicreleri
olan B hiicreleri enfeksiyonun onlenmesinde baslica goérevli hiicrelerdir. Antijen
sunan hiicreler (Antigen-presenting cells - APC) tarafindan fagosite edilen T.
gondii 'ye ait antijenler major doku uyumluluk kompleksi (major histocompatibility
complex - MHC) MHC 1I reseptorleri ile kompleks olusturarak APC hiicre
yiizeyinden sunulmaktadir. Olusan kompleks ile CD4+ T-Yardimci Lenfosit (Tho)
hiicrelerini ve T hiicrelerde yer alan CD28 reseptorii olan CD80/86 ile uyarilarak
CDA4+ hiicrelerin Thy yoniinde polarizasyonu ile aktiflesme uyarisi arttirilmaktadir.
Gergeklesen polarizasyonun CD4+ Thy hiicrelerden salgilanan Interferon gamanin
(IFN-y) makrofajlart ve dogal katil hiicrelerini (Dogal Oldiiriicii Hiicre - NK)
uyararak Interlokin 12 (IL-12) iiretimini arttirdig1 ve bunun sonucunda hiicresel
immiin yanit1 giiclendirilmesini pekistirdigi gézlemlenmistir (Guiton et al., 2009;
Pier et al., 2004).

Bir bagka hiicresel immiin yanit yolaginda ise T. gondii yiizey antijenlerinin
veya endojen antijenlerinin hiicreye giriglerinin ardindan proteozomlar tarafindan
lizize ugratihlp MHC | ile kompleks yaptiktan sonra hiicre yiizeyinden
sunulmaktadir. T hiicrelerde bulunan CD3+’iin T-Sitotoksik Lenfosit (Tc) hiicreleri
aktiflestirmesi sonucu TCR (MHC-I-Ag) kompleksi olusmaktadir. Olusan
kompleks CD8+ hiicrelerini uyararak kuvvetli bir bag olusturmaktadir. Uyarimin
arttirtlmasi1 sonucunda APC igin sitotoksik molekiiller olan perforin ve granzim
salgilanmaktadir. Buna ek olarak, CD8+ hiicrelerden IFN-y salgisinin artisi
goriilmekte ve APC’den Indiiklenmis Nitrik Oksit Sentetaz (INOS) salgist



arttirllarak  mikroorganizmalarin  6limii  gergeklesmektedir. Ayrica, CD8+
hiicrelerde bulunan FasL ile APC iizerindeki Fas yapilar1 birleserek APC’de
apoptozis uyarisi tetiklenmektedir (Henriquez et al., 2010; Hu et al., 1999).

2.6 T. gondii Roptri Proteinleri

T. gondii’nin akut donemde etkili formu olan takizoitler, neredeyse tiim
hiicrelere invazyon yapabilme yetenegine sahiptir (Boothroyd and Dubremetz,
2008). Apicomplexa ailesinde yer alan T. gondii takizoitlerinin, Sekil 2.2’de
gosterildigi tlizere, apikal ucunda mikronemler (MIC) ve roptriler (ROP)
bulunurken yogun graniiller (GRA) ise hiicre i¢cinde dagilmis halde bulunmaktadir.
ROP’lart salgilayan organel sopa seklinde olup, boyun bdlgesinde roptri boyun
proteinleri (RON’lar) ve yukarida bulunan ampule benzer bélgesinde ise roptri

proteinleri (ROP’lar) bulunmaktadir.
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Sekil 2.2 T. gondii takizoit (¢izimde kullanilan mitokondri ve endoplazmik retikulum
https://www.stockunlimited.com/ adresinden alinmustir.)

Roptri organeller lizerinde yapilan ¢alismalarda arastirmacilar toplam 38 adet
roptri proteini tamimlamis ve her bir organelin 2-3 pum uzunluga sahip oldugu
saptanmistir.  Roptri  proteinleri, hiicre hacminin yaklasitk %1-30’unu
olusturmaktadir. ROP’lar parazitin konakgiya istilas1 sirasinda, penetrasyon ve
PV’in biyogenezinde kritik rollere sahiptir. Bunlara ek olarak, RON’lar hiicre
istilasini desteklerken, ROP ve GRA’lar konakg¢1 bagisiklig1 ve metabolik yanitlar:

diizenleyerek parazitin hayatta kalmasimi saglamaktadir (Venugopal and Marion,
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2018; Zhang et al., 2019; Foroutan et al., 2019). Ayrica ROP’lar, T. gondii’nin
bilinen tek asitlenmis organelleridir (Dlugonska, 2008).

ROP proteinlerinin konak hiicreyi istilasi konakg¢1 tlizerinde bulunan alici
molekiil/molekiiller ile dogrudan tanimaya bagli oldugu bildirilmektedir. Konake1
hiicreyle tanima sonrasinda gerceklesen salinimin mekanigi tam olarak bilinmeyen
noktalar1 bulunmaktadir. Ancak, gerceklesen tanimanin ardindan RON 2, 4 ve 5
proteinleri mikronem tiirevli AMAI1 proteini ile kompleks olusturmaktadir. Bu
kompleks ile konak hiicreye giriste etkili olan dairesel bir hareketli baglanti
(Moving junction — MJ) olusumu saglanmaktadir. Olusan MJ’nin ardindan ROP
proteinleri konak hiicrenin sitoplazmasina gonderilmektedir. ROP’larin bir kismi
konak hiicrenin parazitofor vakuol membranina (PVM) gonderilirken bir kism1
konak hiicre sitoplazmasinda kalmaktadir. Sonrasinda, parazit kendisini
olusturdugu PV’e iterek konak hiicreye girisini saglamaktadir. Bu girigin yaklasik
tic dakika gibi kisa bir zamanda tamamlandig1 bildirilmektedir (Sekil 2.3)
(Carruthers and Boothroyd, 2007; Boothroyd and Dubremetz, 2008).
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Sekil 2.3 T. gondii’nin konakg¢1 hiicreye invazyonu

T. gondii hayat dongiisiinde protein kinazlarin transkripsiyon, translasyon ve
cevresel olaylara tepki gibi rolleri bulunmaktadir (Gaji et al., 2021). Roptri
proteinlerinin %80°’1 kinaz alani igerir, ROP6 proteini ve ROP1,9,10,12,13,15

proteinlerinde kinaz alaninin bulunduguna yonelik bir veri bulunmamaktadir. Lee



ve arkadaglarmin 2014 yilinda yaptiklar1 ¢alismada ROP6 proteininin E. coli
hiicrelerinde ekspresyonu ve saflastirilmasini gergeklestirmis ve biyoinformatik
analizler ile protein yapisi anlamaya c¢alismislardir. Yapilan ¢alisma sonucunda
ROP6 proteininin enfeksiyonun gerceklestigi 2 saatlik zaman dilimi i¢inde etkin
oldugu saptanmistir (Lee et al., 2014). Tiim bunlarin yaninda, ROP6 proteinin
hentiiz tam olarak aydinlatilamayan yonleri bulunmaktadir. Yapilan ¢aligmalar ROP
proteinlerinin parazitin hem takizoit hem de bradizoit formunda sentezleniyor
olmasinin yaninda T ve B hiicre yanitin1 kuvvetli uyarmasindan 6nemli bir as1 aday1

olabilecegini gostermektedir (Doskaya et al., 2018; Rezaei et al., 2019).
2.7 T. gondii As1 Calismalar:

T. gondii’ye yonelik as1 calismalari uzun yillardir devam etmektedir.
Giiniimiizde 7. gondiiye kars1 kullanimda olan lisansli tek as1 Toxovax™ (MSD,
Birlesik Krallik) asisidir. Bu as1 S48 canli susundan elde edilen canli zayiflatilmig
bir asidir ve koyunlarda olii dogumlar1 engellemek amaciyla kullanilmaktadir.
Ancak, asinin vahsi tipe doniiserek bagisikligi diisiik bireylerde patojenik olma riski
ve raf Omrilinlin kisa olmasindan dolayr insanlarda kullanimi uygun
bulunmamaktadir. Belirtilen riskler nedeniyle toksoplazmozise kars1 insanlarda da
kullanilabilecek asilarin gelistirilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu kapsamda son
20 yilda rekombinant protein agilari, DNA asilar1 ve peptit asilar1 hiz kazanmistir

(Zhang et al., 2013).

Son yillarda as1 ¢aligmalarinda, tiretim kolayligi, zararsiz olmasi, maliyet
etkin olmasi ve enfeksiyon riski tasimamasi gibi nedenlerden dolay1 biyoteknolojik
alt tnite asilara olan ilgi artmistir. Bu calismalarda, T. gondii’ye 6zgii aday
takizoitler ve bradizoitler tarafindan salgilanan ve patogenezde onemli islevleri
bulunan SAG, ROP, MIC ve GRA antijenleri one ¢ikmaktadir. ilgili antijenlerin
kullanimiyla yapilan as1 ¢alismalar1 sonuglarinda ytliksek immiin yanitlar, hayatta
kalma stirelerinde belirgin uzama ve kist yiikiinde belirgin azalmalar saptanmustir.
Elde edilen sonuclar, toksoplazmozise yonelik asi calismalarinin hizla devam

etmesi gerektigini gostermektedir (Karakavuk vd., 2022).
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2.8 Rekombinant Protein Asilari

Geleneksel asilar canli, zayiflatilmis veya oldiriilmiis bakteri veya viriis
kaynakli olup bu asilarin igeriklerinde viriis veya bakteriye ait genetik materyalin
bulunma olasiligi ve vahsi tipe doniisme riskleri bulunmaktadir. Bu riskler
nedeniyle basta immiin sistemi baskilanmis kisilerde olusturabilecekleri zararlarin
yiiksek olmasindan dolay1 kullanimlari yasal otoriteler tarafindan oldukga zor kabul
edilmektedir. Bu nedenle as1 icerigi bilinen alt {inite as1 formiilasyonlarinin

gelistirilmesine yonelik ¢alismalar ilgi gérmektedir (Bill, 2015).

Rekombinant protein teknolojisi ile gelistirilen asilar, immiin cevap
olusturmak amaciyla etkenin bir bolgesinin biyoteknolojik olarak elde edilip saf asi
antijeninin kullanildig: sistemlerdir. As1 tiretim prosesinde etkene ait antijenik gen
bolgeleri elde edilerek gen diizeyinde diizenlemeler yapilmaktadir. Sonrasinda
patojenik olmayan konakgilarda (maya, bakteri, bocek, memeli ve bitki hiicreleri)
protein ekspresyonlari saglanmaktadir. Gliniimiizde farkli patojen canlilara yonelik

yapilan asilarda, rekombinant proteinler kullanilmaktadir (Hansson et al., 2000).
2.8.1 Rekombinant Protein Uretiminde Kullanilan Ekspresyon Sistemleri

Genetik miihendisligi ¢alismalar ile ¢esitli rekombinant proteinlerin liretimi
saglanmaktadir. Bu proteinlerin iiretiminde hedef proteinin 6zelliklerine uygun
olarak secilen bakteri, maya, memeli, bocek ve bitki ekspresyon sistemleri
kullanilmaktadir. ~ Ekspresyon sistemlerinin = se¢iminde {retilecek hedef
rekombinant proteinin biyokimyasal oOzellikleri, salgilanma yeri, iretim hizi,
ekspresyon seviyesi, translasyon sonras1t modifikasyonlar ve proteolitik bozunuma

dayaniklilig1 gibi faktorler géz oniine alinmaktadir (Andersson, 2000).

Rekombinant proteinlerin iiretiminde en c¢ok kullanilan sistemlerden biri
bakteriyel ekspresyon sistemleridir. Bu sistemlerin en sik tercih edilen konakgisi
Escherichia coli (E. coli) olup, iyi bilinen genetik yapisi, liretim kolayligi, yiiksek
ekspresyon seviyeleri ve manipiilasyon kolaylig1 gibi avantajlar1 bulunmaktadir.

Ancak, okaryotik proteinlerin iiretiminde translasyon sonrast modifikasyonlarin bu



sistemlerde yeterince gerceklestirilememesi ve endotoksin sorunu en Onemli

dezavantajlaridir (Demain and Vaishnav, 2009; Tripathi and Shrivastava, 2019).

Maya ekspresyon sistemleri translasyon sonrasi modifikasyon yetenekleri,
bliyiik 6l¢ekli iiretime uygun olmasi, verimli lireme ve patojenik olmama gibi
avantajlar1 nedeniyle en ¢ok kullanilan sistemlerden biridir (Baghban et al., 2019).
Gegmisten gilinlimiize insan kullanimina uygun terapotik proteinlerin {iretiminde
insanlardaki  N-glikozilasyona benzer sekilde genetik olarak modifiye
edilebilmeleri sebebiyle en ¢ok kullanilan maya ekspresyon sistemlerinin basinda
Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) ve Pichia pastoris (P. pastoris)
gelmektedir (Tripathi and Shrivastava, 2019). Yapilarinda bulunan glikozilasyon
ve fosforilasyon yolaklar1 sayesinde protein verimliliginin arttirilmasi
calismalarinda siklikla kullanilmaktadir. Ayrica, dkaryotik organizmalar olmalari
nedeniyle rekombinant proteinlerin iiretimlerinde tercih edilmektedir. Maya
ekspresyon sistemlerinde en sik tercih edilen S. cerevisiae ile yapilan ¢aligmalarda
yolaklar tiizerinde yapilacak manipiilasyonlar sonucu protein verimliliginin
arttirilabilecegi bildirilmektedir (Andersen and Krummen, 2002). Ayrica, S.
cerevisiae insan gidalarinda da kullanilabilmesi nedeniyle yasal otoriteler
tarafindan kolay kabul gérmektedir. Buna karsilik, P. pastoris’in iiretimi sirasinda
yiiksek metanol ve proteaz seviyeleri agiga cikarak calisilmasini smirladigi
bildirilmektedir. Buna ek olarak, P. pastoris hiicrelerinde {iiretilen proteinlerin
proteolitik bozunuma ugrayarak veriminin diigmesi ve aktivitesinin kaybolmasi
onemli dezavantajlarindandir (Baghban et al., 2019; Tripathi and Shrivastava,
2019).

Bocek ekspresyon sistemleri, protein katlanmalarini memeli hiicrelerine
benzer olarak gergeklestirebilmesi nedeniyle tercih edilmektedir (Demain and
Vaishnav, 2009). Bocek hiicrelerinde rekombinant proteinlerin {iretiminde en gok
bakiiloviriis bazli ekspresyon sistemleri kullanilmaktadir. Diger sistemlere oranla
proteinlerin yiiksek seviyelerde eksprese edilmesi ve yapilarinda gergeklesen
glikozilasyonun memeli hiicreler ile ayni olmasi gibi avantajlari bulunmaktadir
(Hansson et al., 2000). Ancak, bu sistemlerde N-glikozilasyonun gergeklesmemesi,

iiretimlerinin maliyetli olmasi1 ve sonuglarin uzun zaman dilimde elde edilmesinden
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dolay1 bakteri ve maya ekspresyon sistemlerine gore daha az tercih edildigi

bildirilmektedir (Demain and Vaishnav, 2009; Tripathi and Shrivastava, 2019).

Memeli ekspresyon sistemleri diger sistemler ile kiyaslandiginda biiyiik ve
karmasik rekombinant proteinlerin ekspresyonunda kullanilan sistemlerdir.
Yapilarinda gergeklesen translasyon sonrasi modifikasyonlar bakimindan insan
hiicrelerine ¢cok benzemesi, liretilen rekombinant proteinin insanla benzer sekilde
oldugunu ifade etmektedir. Bagarili bir hiicre hattinin gelistirilmesinin ardindan
uygun ortam kosullarinin (pH, sicaklik, hiicre yogunlugu, indiikleyici yogunlugu,
indiiksiyon siiresi vb.) saglanmasi ile yiiksek protein ekspresyon seviyelerine
ulagilmaktadir (Tripathi and Shrivastava, 2019). Bu sistemlerin en biiyiik
dezavantaji ise yapilan tiim islemlerin maliyetli, zaman alici ve stabil hiicre
hatlarinin olusturulma zorlugudur. Ayrica, hiicre hatlarinda bakteriyel veya viral
enfeksiyon risklerinin yasanma ihtimalinin oldukga yiiksek oldugu bildirilmektedir
(Hansson et al., 2000).

Rekombinant protein ekspresyonunda bitki ekspresyon sistemlerinin
kullanim1 diger sistemlere oranla daha giivenli, ucuz ve hizli gerceklesmektedir.
Ayrica, insanlara yonelik patojen riski bulunmamakta ve tarimsal dlgekte liretim
saglandig1 i¢in biiylik iiretimler kolaylikla yapilabilmektedir. Bitki ekspresyon
sistemlerinin en Onemli dezavantaji toksik bitki metabolitleri, pestisit veya
herbisitler ile kontaminasyon riski olarak bildirilmektedir (Demain and Vaishnav,
2009).

2.9 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae), ekmek mayasi olarak bilinen ve
Genel Olarak Giivenli Kabul Edilen (generally recognized as safe — GRAS),
patojenik olmayan bir maya tiiriidiir. Genomu dizilenen ilk dkaryotik organizma
olmasi nedeniyle gecmisten beri temel hiicresel siireglerin anlasilmasinda
kullanilmistir. Rekombinant proteinlerin iiretiminde ve as1 ¢caligmalarinda siklikla
tercin edilen S. cerevisiae’nin hiicre yapis1 Sekil 2.4’te gosterilmistir.

Olgeklenebilir olmasi, translasyon sonrast modifikasyonlar gerceklestirmesi,



endotoksin igermemesi ve diisiik iiretim maliyetine sahip olmasi en Onemli

avantajlart arasinda yer almaktadir (Raj et al., 2002).
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Sekil 2.4 Saccharomyces cerevisiae hiicre yapisi (https://www.biorender.com adresinden modifiye

edilerek kullanilmistir.)

S. cerevisiae ekspresyon sistemleri kullanilarak insanlarin kullanimina uygun
olarak iiretilen hepatit B ylizey antijeni, insiilin, glukagonlar, graniilosit makrofaj
koloni uyarici faktér (GM-CSF) ve trombosit kaynakl biiytime faktorii gibi gesitli
proteinler bulunmaktadir (Bder et al., 2007). Giinlimiizde de S. cerevisiae,
Amerikan Gida ve Ilag¢ Dairesi (Food and Drug Administration - FDA) ve Avrupa
[lag Ajanst (European Medicines Agency - EMA) tarafindan en giivenilir
mikroorganizma olarak kabul edilmektedir.

FDA tarafindan onaylanan 150'den fazla biyofarmasétigin ¢ogunlugu S.
cerevisiae’de olmak iizere yaklagik %20'si mayalarda, %30'u E. coli'de ve %50'si
hibridoma ve memeli hiicre hatlarinda tiretilmektedir (Bill, 2015). Biyofarmasotik
tiretimi diginda S. cerevisiae kullanilarak iretilen rekombinant protein asilari
bulunmaktadir. Bu c¢alismalarda, S. cerevisiae yapisinda bulunan yabanci
antijenleri eksprese ederek dentritik hiicreleri (Dentritic cells - DC) aktive
edebildigi, antijene Ozgl sitotoksik T lenfosit (antigen specific cytotoxic t
lymphocytes - CTL) tepkileri ortaya ¢ikardigi ve koruyucu hiicre bagisiklik
tepkileri saglandigi bildirilmektedir. Giiniimiizde Hepatit B ve insan papilloma
virtislerine kars1 uygulanan rekombinant protein asilariin iiretiminde S. cerevisiae

bagari ile kullanilmaktadir (Ardiani et al., 2010).
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2.9.1 Oksotrofik Mayalarin Genel Ozellikleri

Protein ekspresyon sistemlerinde kullanilan konake¢i hiicrelerin segici
besiyerlerinde kontrollii se¢imini saglayan, metabolik enzim kodlayan isaretleyici
genler bulunmaktadir. Bu genler ¢esitli bilesiklere ve antibiyotiklere karsi direng
saglamaktadir. ilgili bilesigin ortamda bulunmasi sonucu biiyiiyebilen hiicrelere
oksotrofik hiicreler adi verilmektedir. Maya konake¢i susu genlerinde yapilan
manipiilasyonlar sonucu biyogenezde son iiriiniin olmadig1 ortamlarda yalnizca
hedef geni tasiyan plazmitlerin bulundugu maya hiicrelerinin biiyiiyebilmesi ile
secim yapilmaktadir. Aksi durumda, yani plazmit tasimayan maya hiicreleri ilgili
bilesik ortamda bulunsa bile 6lmektedir. Bu segici genlerin kullanimiyla yiiksek
kopya sayisinda plazmitler elde edilebilmektedir (Pronk, 2002).

S. cerevisiae’nin konakg1 olarak kullanimini kolaylastiran maya ve bakteri
dizilerinin melezlenmesi gibi genetik manipiilasyonlar gerceklestirilmektedir
(Celik and Calik, 2012). Bu manipiilasyonlar en ¢ok mayadan alinan
transformantlarin se¢imini kolaylastiran secici genler ve promotdrler iizerinde
yapilmaktadir. Rekombinant proteinlerin tiretiminde se¢im igin oksotrofi genleri,
toksisite genleri ve glikolitik yolaklarda bulunan temel genler kullanilmaktadir (Liu
et al., 2012). Konak se¢iminde en ¢ok “p-izopropil malat dehidrojenaz (LEU2)”
geni veya “orotidin 5'-dekarboksilaz (URA3)” geni iizerinde manipiilasyonlar
gerceklestirilmektedir. Bu genler {izerinde yapilan diizenlemeler sayesinde
kolaylikla hiicre se¢imi yapilmakta ve segilen hiicrelerin iiretimi ile yliksek hiicre
yogunluklar1 elde edilerek protein sentezi saglanabilmektedir (Celik and Calik,
2012).

Rekombinant proteinlerin iiretiminde kullanilan vektorlerin yapisinda da
bulunan giiglii ve etkili ekspresyonun baglatilmasini saglayan promotdrlerin se¢imi
de olduk¢a 6nemlidir. Bu promotorler indiiklenebilir ve kurucu promotdrler olarak
iki grupta incelenmektedir. Indiiklenebilir promotédrler belirli bir uyaranmn
varliginda veya yoklugunda transkripsiyon seviyesinde gerceklesen degisiklige
bagli promotorlerdir. Bu uyaranlar, 1s1, 151k, pH, c¢esitli iyonlar gibi g¢evresel
faktorler olabildigi gibi galaktoz, maltoz, glukoz, gliserol, asetat ve etanol gibi

maddeler de olabilmektedir. S. cerevisiae’de yaygin olarak kullanilan promotorler



ise galaktoz ile indiiklenebilir PGAL1, PGAL2, PGAL7 ve PGAL10’dur (Tang et
al., 2020). Ayrica TEF1 ve TPI1 promotorleri, hem yiiksek glukoz kosullarinda hem
de glukozu smirlandirilmis ortamlarda yiiksek protein  ekspresyonunu
saglayabilmektedir (Liu et al., 2012). Buna ek olarak, tek bir vektérde iki farkli
genin ayn1 anda eksprese edilmesini saglayan ¢ift yonlit GAL1/GAL10 promotorii
de bulunmaktadir. GAL1 ve GAL10 promotdrlerinin, hem glikoz baskisinda hem
de galaktoz indiiksiyonunda ¢alistig1 bildirilmektedir. Ancak, glikozdan galaktoza
gegisin biiyiik metabolik degisiklikler olusturdugu da bilinmektedir (Partow et al.,
2010).

2.9.2 S. cerevisiae Ekspresyon Vektorleri

Maya hiicrelerinde rekombinant protein {iretiminde, tretilen transkriptlerin
kopya sayisinin kontrol edilmesi biyoteknolojik calismalarda ve temel
aragtirmalarda onemli yer tutmaktadir. Bu amagla S. cerevisiae’de protein
iiretiminde cesitli vektdr sistemleri kullanilmaktadir. Istenilen genin maya
genomuna entegrasyonunda maya biitiinleyici plazmitler (YIps) veya yliksek kopya
sayist elde etmede maya epizomal plazmitleri (YEps) gibi ifade sistemleri
gelistirilmistir. Ayrica, ¢esitli 6zelliklere sahip promotdrler bulunduran ve farkh

diizenleme profilleri i¢eren yeni plazmitler gelistirilmektedir (Partow et al., 2010).

Maya caligmalarinda kullanilan ¢ogu plazmit “mekik vektdr” olarak
isimlendirilmekte ve kromozoma entegre olarak veya kromozom digi olarak
konak¢ida korunabilmektedir. Mekik vektorler, biyoteknolojik yoOntemler
kullanilarak yapisal olarak manipiile edilen ve istenilen 6zellikler kazandirilan
vektor tipleridir. Genellikle yapilarinda klonlamay1 kolaylastiran ¢oklu klonlama
bolgesi (MCS), plazmit replikasyonunu saglayacak replikasyon orijini (ori) ve
spesifik antibiyotiklere karsi segilebilirligi saglayan gen bolgesi i¢cermektedirler

(Gniigge and Rudolf, 2017).

Laboratuvar kosullarinda gerceklestirilen genetik manipiilasyonlar sonucu
cesitli Ozellikleri degistirilerek iiretilen vektorler bulunmaktadir. S. cerevisiae’de
yiiksek protein verimliligi saglayan pYES vektorleri bunlara 6rnek olarak

gosterilebilmektedir. Yapilarinda, hedef genin besiyerinde kolaylikla sec¢imini
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saglayan (URA3 geni) ve hedef proteinin belirlenmesini veya saflagtirilmasini
kolaylastiran epitop bolgeleri bulunmaktadir. Bunlara ek olarak, yapilarindaki
GALI1 promotorii sayesinde glikoz varliginda transkripsiyon baskilanip glikoz
yerine ortama galaktoz eklenerek indiiksiyon ile transkripsiyonun arttirilmasi
saglanmaktadir. Uretilen bu vektorler sayesinde protein iiretim hizlarinin
arttirtlmast sonucunda verimli tretimler gergeklestirilmektedir (ThermoFisher,

2023).
2.9.3 S. cerevisiae Kullanilarak Yapilan As1 Calismalar:

Gilintimiize dek yapilan as1 calismalarinda ¢esitli yontemler kullanilmis ve
farkli konakgilarda iiretimleri saglanarak Onemli hastaliklara karsi agilar
gelistirilmistir. 1986 yilinda lisanslanan ve tiretiminde S. cerevisiae kullanilan, ilk
rekombinant protein asis1 olan Recombivax HB®, Hepatit B enfeksiyonunun
onlenmesinde kullanilmigtir. Hemen ardindan yine kronik karaciger hastaligina
karst (Hepatit B) Engerix-B isimli rekombinant protein asist lisanslanarak
kullanima sunulmustur (Josefsberg and Buckland, 2012; Keating and Noble, 2003).
S. cerevisiae’de iiretimi gergeklestirilen bir diger as1 ise insan papilloma viriisiine
(HPV) kars1 viriis benzeri partikiiller (VLP) kullanilarak yapilan Gardasil® agisidir.
Papilloma viriisiine ait olan kapsid proteinleri rekombinant maya hiicrelerinde
eksprese edilerek tiretimi gergeklestirilmistir (Josefsberg and Buckland, 2012).
Insan bagisiklik yetmezligine kars1 (HIV) bakteriyofaj MS2’ye dayali VLP ile RNA
bazli, maya hiicrelerinde eksprese edilen bir as1 ¢alismasi yapilmistir. BALB/c
farelerde yapilan denemeler ve analizler sonucunda faj bazli yeni bir platform

olusturulabilecegi belirtilmistir (Sun et al., 2011).

T. gondii’ye yonelik yapilan as1 ¢alismalari arasinda S. cerevisiae yiizeyinde
liretimi gergeklestirilen MIC16 proteini yer almaktadir. ilgili ¢alismada fareler
pCTCON2-TgMIC16/EBY 100 vektorii ile maya yiizeyine baglantili olarak iiretilen
rekombinant MIC16 protein asis1 farelere hem intraperitonel hemde oral yolla
adjuvant kullanilmadan uygulanmigtir. Asinin farelerde gii¢lii humoral ve hiicresel
bagisiklik tepkilerini uyardigi, farelerin T. gondii takizoitleri ile karsilastirma
sonucunda hayatta kalma siirelerinde artis oldugu gézlemlenmistir (Wang et al.,
2018).



Tavuk koksidiyozisine neden olan ve diinya ¢apinda kiimes hayvanlari i¢in
biiyiik tehdit olusturan Eimeria tenella parazitinin mikronem proteini olan
EtMic2’nin S. cerevisiae hiicrelerinde eksprese edilmis ve ardindan tavuklar
EtMic2 igeren canli maya hiicreleri ile oral yoldan asilanmistir. Asilama sonrasinda
giiclii sivisal ve hiicresel bagisiklik tepkilerinin olustugu saptanmistir (Sun et al.,
2014). Yiksek patajonik kus gribi viriisii (H5N1) salgmlarimi kontrol etmek
amaciyla yine S. cerevisiae’de tiretilen EBY100/pYDI1-HA proteini oral asilama
yoluyla adjuvant kullanilmadan tavuk modelinde uygulanmistir. Calisma
sonucunda H5N1 viriislerine kars1 koruma saglamis, yiiksek IgG titresi ve hiicresel
bagisiklik tepkileri uyarilmistir. Ayrica, yapilan geleneksel enjeksiyon
yontemlerine karsi oral agilamanin enflamasyona neden olmadan gerceklestirildigi
ve daha basarilt oldugu bildirilmektedir (Lei et al., 2021). Son donemde siddetli
akut solunum sendromu koronaviriis 2’nin (SARS-CoV-2) reseptér baglama
bolgesinin (RBD) maya hiicrelerinde tiretimi gergeklestirilmistir. Oral yolla
asilama yapilan farelerde asilama sonucunda gii¢lii hiicresel yanitlar elde edilmistir
(Gao et al., 2021). Bu gibi ¢alismalar ve piyasada var olan iiriinler S. cerevisiae’nin
giivenilir, etkin ve hizli bir platform olarak diinyada yaygin goriilen hastaliklara

kars1 asilarin gelistirilmesinde kullanilabilecegini gostermektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

Tez c¢alismamin tiim asamalar1 Ege Universitesi Rektorliigii Bilimsel
Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi (BAP) TOA-2021-22890 numarali
oncelikli alan projesi destegi ile Ege Universitesi As1 Gelistirme Uygulama ve

Arastirma Merkezi Tip Fakiiltesi Laboratuvarlari’nda gergeklestirilmistir.
3.1 As1 Aday1 Rekombinant ROP6 Proteininin Biyoinformatik Analizi

Doskaya ve ark. tarafindan T. gondii genomuna ait proteinlerin mikroarray
yontemi ile taramasi sonucunda ROPG6 proteininin yiiksek immiinojenisiteye sahip
oldugu gosterilmis ve as1 aday1 olabilecegi belirtilmistir (Doskaya vd., 2018).
Buradan yola cikarak, bu tez calismasinda giiclii antijenik yapis1 ve parazit
morfolojisindeki kritik rollerinden dolay1 as1 adayi olabilecek T. gondii ROP6
proteini biyoinformatik olarak incelenerek, S. cerevisiae maya hiicrelerinde

rekombinant protein olarak tiretilmesi amaglanmistir.

T. gondii’ye ait ROP6 DNA sekansi “Toxoplasma Genomic Resource”
(ToxoDB) TGME49 258660 numarasi ile ToxoDB adresinden elde edilmistir.
1443 baz cifti uzunlugundaki sekans oncelikle Expasy ¢evirme aract kullanilarak
amino asit (aa) sekansina gevrilmis ve ardindan TMHMM- 2.0 programi ile
proteinin hiicre i¢i, transmembran ve hiicre dis1 alanlar1 tespit edilmistir. Sonrasinda
T. gondii’ye kars1 gelistirilebilecek rekombinant protein asi formiilasyonunda
kullanilabilmesi i¢in hiicre i¢i ve transmembran kisimlar1 ¢ikarilmis, hiicre disi
olarak belirtilen sekans aralig1 antijen tasarimi i¢in kullanilmistir. Ardindan, protein
sekansindaki MHC-I ve MHC-II hiicre epitoplari immiin epitop veritabani (IEDB)
kullanilarak, B hiicre epitoplar1 ise SWMTTriP (A tool to Predict Linear Antigenic
Epitopes) c¢evrimi¢ci program ile tespit edilmistir. MHC-I epitoplarinin
belirlenmesinde ANN 4.0 sec¢ilmis, insan ve MHC-I kaynag1 on iki farkli MHC-I
alleli (A01.01, A02.01, A03.01, A24.02, A26.01, B07.02, B08.01, B27.05, B39.01,
B40.01, B58.01 ve B15.01) kullanilmistir. Sonuglar, yar1 maksimum inhibitor
konsantrasyon (IC50) ve yiizdelik sira degeri ile belirlenmistir. MHC-II
epitoplarinin belirlenmesinde NetMHClIIpan 4.0 BA secilerek insan ve yedi farkli
MHC-II alleli (DRB1.03.01, DRB1.07.01, DRB1.15.01, DRB3.01.01,



DRB3.02.02, DRB4. 01.01 ve DRB5.01.01) HLA referanslari kullanilmistir. MHC-
I ¢ciktilar1 IC50 ve yiizdelik sira degerleri olarak verilmistir (Can et al., 2020). ROP6
proteini yapisinda yer alan N glikozilasyon bolgeleri NetNGlyc 1.0 programi ile O
glikozilasyon bolgeleri ise NetOGlyc 4.0 programu ile belirlenmistir (Karakavuk et
al., 2021). Stabilite analizi hiicre dis1 protein sekansi alinarak Expasy ProtParam
cevrimici programi ile gerceklestirilmistir. Yapilan analiz sonucunda proteinin
hiicre dis1 sekansinin stabil olmadigi belirlenmistir. Bu analizler sonrasinda ROP6
proteininin yiiksek antijenik olan hiicre dis1 kismu stabil olacak sekilde
kisaltilmigtir. Ardindan kisaltilmig olan ROP6 proteininin VaxiJen programinda

antijenikligi analiz edilmistir.

Gergeklestirilen biyoinformatik analizler sonucunda ROP6 proteininin asi
formiilasyonlarinda kullanimina yonelik tasarimi gerceklestirilmistir. Bu tasarimda,
protein stabilitesinin korunabilmesi amaciyla baslangi¢ kodonundan hemen sonra
Valin aa sekansi eklenmistir (Kathuria et al., 2016). Ardindan, ROP6 proteininin
maya hiicrelerinde yiiksek protein ekspresyonunun saglanabilmesi amaciyla
mayaya 0zgii Kozak sekans1 eklenmistir (Li et al., 2017). Buna ek olarak, proteinin
proteolitik aktiviteye ugramadan yiiksek konsantrasyonda kullanimina izin veren
TEV proteaz bolgesi protein tasarimina ilave edilmistir (Xiong et al., 2020). Ayrica,
plazmitin tekrar kullanilabilmesi amaciyla protein sekansinin basina ve sonuna
uygun enzimler eklenmistir. Yapilan diizenlemelerin ardindan 627 baz ¢ifti ORF
(Open reading frame; Ac¢ik okuma gercevesi) biiyiikliigiindeki ROP6 proteinini
sentez eden gen GeneArt Gene Synthesis (Thermo Fisher Scientific, ABD)
programi kullanilarak S. cerevisiae igin kodon optimizasyonu gerceklestirilmistir.
Tasarim1  gergeklestirilen, baslangic ve sonlandirma kodonlar1 arasinda
sentezlenecek proteinin Scratch Protein Predictor c¢evrimigi programi ile
¢cOziinlirlik, Expasy Protparam programi ile stabilite ve AlgPred programi ile
alerjenlik analizleri yapilmistir. Son olarak tasarlanan proteinin 3 boyutlu
goriiniimii I-TASSER programi kullanilarak elde edilmistir. Yapilan analizler
sonrasinda ROP6 proteini, mayaya o6zgii pYES2.1/V5-His TOPO plazmitine
GeneArt Gene Synthesis programi ile klonlanmis ve plazmit hizmet alimiyla temin

edilmistir.
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3.2 pYES2.1/ROP6 Plazmitinin E. coli TOP10 Hiicrelerine Transformasyonu

Sentetik olarak elde edilen pYES2.1/ROP6 plazmitinin laboratuvar stogunun
olusturulmasi amaciyla E. coli TOP10 (C4040-04, Thermo Fisher Scientific, ABD)
hiicrelerine transformasyonu ticari bir kit araciligiyla gerceklestirilmistir. Kisaca,
E. coli TOP10 hiicreleri buz tizerinde ¢6zdiiriilmiis ve hiicrelerin tizerine 100 ng
pPYES2.1/ROP6 plazmiti eklenmistir. Daha sonra hiicreler buz iizerinde yavasga
karistirilmis ve karisim 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun
ardindan reaksiyon tiipiine 42°C sicaklikta 30 saniye boyunca 1s1 soku uygulanmis
ve karisim iizerine (oda sicakliginda) 250 ul Katabolit Represyonlu Siiper Optimal
siv1 besiyeri (Super Optimal broth with Catabolite repression - SOC, Invitrogen,
ABD) eklenmistir. Sonrasinda hiicreler 225 rpm’de (Rounds Per Minute:
Dakikadaki Devir Sayis1)) 37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Ardindan
transformantlart igeren 50 puL reaksiyon karisimi iginde ampisilin bulunan LB-
Agarin (25 g/L Luria Bertani (LB) besin ortam1 ve 15 g/L agar) plaklara ekimi
gerceklestirilmistir. Daha sonra plaklar gece boyu 37°C’de inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda tek koloni se¢imi yapilarak 3 mL ampsilin
iceren LB sivi besiyerine ekilmis ve gece boyu 37°C, 225 rpm’de inkiibasyonu
saglanmistir. Inkiibasyon sonrast 500 pL besiyeri ile gliserol stok olusturularak
(final konsantrasyon %15 v/v) -80°C’de saklanmis ve kalan besiyeri ile plazmit
saflagtirma kiti (iNtRON, G.Kore) kullanilarak {iretici firmanin protokoliine gore
saflagtirma yapilmistir. Saflagtirma sonrast elde edilen plazmit miktari
spektrofotometre (Nanodrop,ABD) ile dl¢iilmiis ve 2339 ng/ul olarak saptanarak -
20°C’de saklanmustir.

pYES2.1/ROP6 plazmitinin varligim1 gostermek amaciyla agaroz jel
elektroforezi yapilmustir. Ozetle, %1°lik agaroz jel (100 mL TAE [Tris-Asetat-
EDTA] tampon i¢inde 1 gram agaroz) hazirlanmis, izole edilen plazmitler 6X
bromfenol mavisi igeren 6rnek yiikleme tamponu (%60 gliserol, %0,25 bromfenol
mavisi) ile jele yliklenirken, DNA merdiveni olarak Gene Ruler DNA Ladder Mix
(Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilmistir. Ardindan jel 100 Volt gii¢ ile
yaklasik 50 dakika boyunca yiiriitiilmistiir (Bio-Rad, ABD). Siire sonunda jel
Etidyum Bromiir ile boyanmis ve jel UV 1sik altinda goriintiilenerek (Major

Science, Tayvan) boyut analizi gergeklestirilmistir.



3.3 S. cerevisiae INVSc.1 Susunun Canlandirilmasi

Ticari olarak satin alman INVSc.1 (C81000, Invitrogen, ABD) susunun
canlandirilmasi ve laboratuvar stogunun olusturulmasi amaciyla ilk olarak maya
pepton dekstroz (Yeast Peptone Dextrose Medium - YPD) agar ve YPD sivi
besiyeri asagida tarif edildigi gibi hazirlanmistir.

100 mL YPD sivi besiyeri; 1 gr maya ekstrakti (A3732, AppliChem, Almanya) ve
2 gr pepton (18332, Fluka) tartilmis ve 90 mL’ye dH2O ile tamamlanmistir. Bu
karisim 121°C de 20 dakika boyunca otoklavlanmistir. Ardindan, %2 D-Glukoz
hazirlamak (50997, Merck, Almanya) icin 4 gr 20 mL dH.O ile tamamlanarak
karigtiricida ¢ozdiiriilmiistiir. Coziinen sivi, 0,22 um siringa ucu filtre (S33-CA22-
T, CHRXM) kullanilarak filtre edilmistir. Steril hale getirilmis olan %2 D-

Glukoz’dan soguyan YPD iizerine 10 mL eklenerek karigtirilmistir.

100 mL YPD agar; 1 gr maya ekstrakti, 2 gr pepton ve 2 gr agar (A0949,
AppliChem, Almanya) tartilarak tizerine 90 mL’ye kadar dH.O eklenmistir.
Ardindan 121°C de 20 dakika boyunca otoklavlanmis ve iizerine filtre
sterilizasyonu ile steril hale getirilmis olan 10 mL D-Glukoz eklenmistir. Yeteri

kadar soguyan YPD agar, petri plaklarina dokiilerek donmasi i¢in bekletilmistir.

Hazirlanan YPD siv1 besiyerinden 3 mL’si 12 mL tiipe alinmis ve ticari olarak
satin alinan INVSc.1 susundan 1 mL alinarak 28°C 250 rpm’de gece boyu inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiirden 1/10 ve 1/100 seyreltmelerde 6rnek
alinarak YPD agar plaklara alev basinda ¢izgi ekimi yapilmistir. Ardindan plaklar
30°C’de 2 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda agar
plaklarda maya kolonileri gozlenmistir. G6zlenen koloniler 10 mL YPD besiyerine
ekilmis ve 28°C 250 rpm’de inkiibatdrde gece boyu inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda fiiretilen kiiltiiriin ODgoo degerinin 3.0-5.0 araliginda olmasi
beklenmistir. Inkiibasyonun 20. saatinde ODgoo degeri 3,84 olarak saptanmistir.
Saptanan deger 10 mL YPD siv1 besiyerinde 0.2-0.4 olacak sekilde seyreltilmistir
ve ODgoo degerinin 0.4-1.0 arasina yiikselmesi i¢in 28°C 250 rpm’de ¢alkalanarak
inkiibe edilmistir. Kiiltiir 3-6 saat boyunca c¢alkalanmis ve siire sonunda istenen

ODesoo degeri araligina ulagilmis olup transformasyona uygun hale gelmistir.
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3.4 S. cerevisiae INVSc.l Susu ile Rekombinant Proteinin Uretiminde
Kullamlacak SC-U Besiyerinin ve Agar Plaklarin Hazirlanmasi

Calisma Invitrogen pYES2.1 TOPO® TA ekspresyon kit (K4150-01,
Invitrogen, ABD) protokoliine uygun olarak gergeklestirilmistir. Hedef
rekombinant  proteini igeren plazmit hiicrelerinin maya hiicrelerine
transformasyonu sonrasi plazmit yapisinda bulunan URA3 geni sayesinde, Urasil
icermeyen besiyerinde yalnizca transforme hiicrelerin seciciligini saglayan SC-U
besiyeri ve agar plak hazirligi kit i¢inde tarif edilen protokollere uygun sekilde
yapilmistir.

Bunun i¢in oncelikle;

1) 6,7 gr maya nitrojen baz (Q30007, invitrogen, ABD),

2) 2 gr Rafinoz (A6882,0100, AppliChem, Almanya),

3) 0,1%er gr (adenin (A8626, Sigma Aldrich) arjinin (A3675, AppliChem),
sistein (A3694, AppliChem), 16sin (A3460, AppliChem), lizin (A1342,
AppliChem), treonin (A1419, AppliChem), triptofan (A1645, AppliChem),

4) 0,05’er gr (aspartik asit (A1701, AppliChem), histidin (A3738,
AppliChem), isoldsin (17403, Sigma Aldrich), metiyonin (A1340,
AppliChem), fenilalanin  (A1344, AppliChem), prolin (A1707,
AppliChem), serin (A1708, AppliChem), tirozin (02194759, MPBiIo, Yeni
Zelanda), valin (V0513, Sigma Aldrich) tartilmustir.

Ardindan tartilan kimyasallar 800 mL’ye dH2O ile tamamlanmig, manyetik
karistirict ile karistirilarak 121°C’de 20 dakika boyunca otoklavlanmustir.
Besiyerinin 200 mL’si agar yapimmi i¢in farkli bir siseye ayrilmustir. Otoklav
sonunda agar i¢in ayrilan siseye karbon kaynagi olarak 0,22 pum siringa ucu filtre
ile filtre edilmis 40 mL %10 rafinoz eklenmis ve donmasi i¢in bekletilmistir. SC-U
besiyeri olarak kullanilacak 600 mL sivi sogumasi igin +4°C’ye kaldirilmis ve
besiyerinde kullanilacak karbon kaynagi (Rafinoz) kullanim sirasinda gerekli olan

miktarda besiyerine eklenmistir.



3.5 pYES2.1/ROP6 Plazmitinin  Canlandirilan INVSc.l  Susuna

Transformasyonu

Bolim 3.2’de izole edilen konsantrasyonu saptanan pYES2.1/ROP6
plazmitinin INVSc.1 susuna transformasyonu S.c. EasyComp™ Transformation
Kiti (K5050-01, Invitrogen, ABD) kullanilarak iiretici firmanin protokoliine gore
gerceklestirilmistir. Kisaca boliim 3.3’te; ODesoo degeri istenen araliga gelen
canlandirilmis INVSc.1 susu oda sicakliginda 5 dakika boyunca 500xg’de (1500
rpm) santrifiijlenmistir. Santrifiij sonunda st sivi atilmis ve pellet lizerine kit
icerisinde yer alan Soliisyon I eklenerek resiispanse edilmistir. Ardindan, karisim
oda sicakliginda 5 dakika boyunca 500xg’de (1500 rpm) santrifiijlenmistir. Siire
sonunda st sivi atilmig ve pellet lizerine 1 mL Soliisyon II eklenerek resiispanse
edilmistir. Hiicreler bu asamada kompetent hale gelmistir. Kit protokoliinde yer
alan Oneriye uygun olarak pYES2.1/ROP6 plazmiti 1 puL i¢inde 1 pg, 2,5 pg ve 5
ug olacak sekilde farkli konsantrasyonlarda seyreltilmistir. Ardindan seyreltilen
plazmitlerden 1’er mL alinarak 50 pL hacimde kompetent haldeki maya hiicresiyle
karistirilmis ve 3 farkli reaksiyon tiipii hazirlanmistir. Bu karigimlarin tizerine oda
sicakliginda bulunan Soliisyon IIT’ten 500 pL eklenerek karistirilmigtir.
Reaksiyonlar, 1 saat boyunca 15 dakika araliklarla vortekslenerek 30 °C’lik etiivde
inkiibe edilmistir. Siire sonunda reaksiyon karigimlarindan 100’er pL alinmis ve
SC-U secici agar plaklara ekim yapilarak 2-4 giin boyunca 30°C etiivde inkiibe
edilmistir. 4. giiniin sonunda 1 pg, 2,5 pg ve 5 pg plazmit DNA bulunan plaklardan
tek koloni se¢imi yapilmis ve secilen koloniler %10 rafinoz iceren 3 mL SC-U s1vi
besiyerine ekilmistir. Ardindan 30°C’de 250 rpm’de ¢alkalanarak inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda ODeoo degeri yaklasik 3,5 olan iiretimden 500 uL almmus, 500
uL %30 gliserol ile karistirilarak olusturulan gliserol stok -80°C’de saklanmustir.

3.6 Rekombinant ROP6 Protein Ekspresyonunun Belirlenmesi

Transforme edilen plazmitlerin maya hiicrelerinde protein ekspresyonunun
belirlenmesi amaciyla kiigiik 6l¢ekli tiretim sonrasi SDS-PAGE ve Western blot

yapilmustir.



25

3.6.1 Rekombinant ROP6 Proteininin S. cerevisiae INVSc.1 Susunda Kiiciik
Olcekli Uretimi

Boliim 3.5°te tarif edildigi gibi iiretilen ve -80°C’de saklanan gliserol stoktan
alinan az miktarda maya hiicresi %10 rafinoz iceren 3 mL SC-U siv1 besiyerine
ekilerek gece boyu 30°C’de 250 rpm’de calkalanarak inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda ODego degeri saptanmis 10 mL %10 rafinoz igeren besiyerinde 0.4 olacak
sekilde seyreltme gergeklestirilmistir. Ardindan hesaplanan miktar son hazim 10
mL besiyeri olacak sekilde ekilmis ve gece boyu 30°C’de 250 rpm’de ¢alkalanarak
inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda kiiltiiriin ODgoo degeri saptanmis ve 10 mL
%10 rafinoz ve %20 galaktoz iceren SC-U indiiksiyon besiyerinde ODeoo degeri 0.4
olacak sekilde seyreltme miktar1 hesaplanmistir. Hesaplanan miktar 2 mL tiipe
alinarak +4°C’de 1500xg’de 5 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Ardindan {ist s1v1
dokiilmiis ve pellet tizerine 0,22 pum siringa ucu filtre ile filtre sterilizasyonu
yapilmis %20 galaktoz i¢eren SC-U indiiksiyon ortamindan 200 uL eklenerek
resiispanse edilmistir. Hazirlanan resiispanse hiicre ortami 10 mL SC-U indiiksiyon
ortamina eklenmistir ve 30°C 250 rpm’de calkalayici inkiibatorde 24 saat inkiibe
edilmistir. 24 saat boyunca maya hiicrelerinde gerceklesen protein {iretiminin
saptanmas1 amaciyla 0., 12., 16. ve 24. saatlerde kiiltiirden 1’er mL Ornekler
alinmigtir. Alman Ornekler 1500xg’de 5 dakika +4°C’de santrifiijlenmistir.
Ardindan tist s1vi dokiilmiis ve pellet {izerine 100 pL. dH20O eklenerek resiispanse
edilmistir. Sonrasinda 14.000 rpm’de 30 saniye santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi
ist sivi atilmis ve pelletler iiretilen proteinin saptanmasi amaciyla -80°C’de

saklanmustir.

3.6.2 Maya Hiicre Duvarmnin Asitle Yikanmis Cam Boncuklar ve Parcalama

Tamponu ile Par¢alanmasi

Boliim 3.6.1°de tarif edildigi sekilde elde edilen pelletlere kit protokoliine
uygun sekilde islem gerceklestirilmistir. Kisaca; 0., 12., 16. ve 24. saatlerde
toplanan pelletlerin par¢alamasi i¢in dncelikle par¢calama tamponu (50 mM sodyum
fosfat (pH:7.4), 1 mM EDTA, %5 gliserol v/v ve 1 mM Fenilmetil Siilfonil Flortir

(PMSF) proteaz inhibitdr) hazirlanmistir. Maya hiicrelerinin duvarinin mekanik



parcalanmasinda asitle yikanmis 0.4-0.6 milimetre boyutunda cam boncuklar
(G8772, Sigma Aldrich) kullanilmistir.

Bu islem sirasinda oncelikle, -80°C’de bulunan hiicre pelletlerinin iizerine
100 pL parcalama tamponu eklenerek resiispanse edilmistir. Ardindan 1500%g 5
dakika +4°C’de santrifiijlenmis ve st s1vi dokiilerek pellet lizerine pellet ile ayni
hacimde asitle yikanmig cam boncuklar eklenmistir. Sonrasinda, karisim 30 saniye
vortekslenmis ve 30 saniye buz iizerinde inkiibasyona birakilmistir. Bu islem
toplamda 4 kez tekrarlanmistir. Sonrasinda iglerinde asitle yikanmis cam boncuklar
bulunan 6rnek tiipleri 14.000 rpm’de 10 dakika boyunca +4°C’de santrifiijlenmistir.
Stire sonunda {ist sivilar yeni bir tiipe alinmig ve Western blot analizi ile

rekombinant protein varliginin saptanmasi i¢in -20°C’de saklanmastir.

3.6.3 SDS-PAGE ve Western Blot ile Rekombinant Protein Ekspresyonunun

Belirlenmesi

Kigiik 6lgekli tiretim sonucu elde edilen proteinler %12 SDS-PAGE ile
arastirilmistir. Oncelikle, alt jel (ayirici jel) sonrasinda iist jel (yigici jel)

hazirlanarak proteinlerin agirliklarina gore ayristirilmasi yapilmustir.

%12’lik alt jelin hazirlanmasi: 4,2 ml dH20, 3 mL alt jel tamponu (1,5 M Tris-
Cl pH 8,8 ve %0,4 SDS (w/v)), 4,8 mL %30 Akrilamid, 60 puL %10’luk Amonyum
persiilfat ve 12 pL tetramethylethylenediamine (TEMED) ile hazirlanmistir. Elde
edilen jel karisimi hizlica kit (Bio-Rad) protokoliine bagli sekilde 10 mm bosluk
iceren camlar arasina pastor pipeti kullanilarak yiiklenmistir. Ardindan,
polimerizasyonun saglanmasi amaciyla alt jelin tizerine 200 pL dH20 eklenip oda

sicakliginda 20 dakika boyunca donmasi i¢in beklenmistir.

Yigicr iist jelin hazirlanmasi: 3,6 mL dH20, 1,5 mL st jel tamponu (0,5 M Tris-
Cl pH 6,8 ve %0,4 SDS (w/v), 0,804 mL akrilamid (%30), 30 uL %10’luk
Amonyum persiilfat ve 6 pL tetramethylethylenediamine (TEMED) ile karisim
hazirlanmistir ve pipet kullanilarak alt jel {izerine yiiklenmistir. Ust jelde kuyu
olusumunu saglayan 1 mm kalinhigindaki taraklar iist jele yerlestirilerek jelin

donmas1 amaciyla 20-30 dakika beklenmistir.
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Polimerizasyon sonrasi jellerde bulunan taraklar cikartilmistir. Ardindan
hazirlanan jeller tiretici protokoliine uygun sekilde plastik hazneye yerlestirilmistir.
Sonrasinda hazne ig¢inde 2 jel i¢in yeterli olacak seviyede yiiriitme tamponu (200
mM glisin, %0,05 SDS (w/v), 62,5 mM Tris) doldurulmustur. Yiikleme yapilacak
rekombinant proteinler, 6rnek yiikleme tamponu (%10’luk beta-merkaptoetanol,
%4’lik SDS, 125 mM Tris-Cl pH 6,8, %10’luk bromfenol mavisi ve %20’lik
gliserol) ile 1:1 oraninda karigtirilmis ve hazirlanan karisim 100°C’de 3 dakika
bekletilmistir. Sonrasinda karisim, jeldeki kuyucuklara 25’er pLL yiiklenmistir. Her
jelin ilk kuyusuna ise 3 uL protein merdiveni (Thermo Fisher Scientific)
yiiklenmistir. Ornekler ilk olarak 20 dakika boyunca 60 Volt ile daha sonra 100

Volt ile tank hizasinda bulunan kisma kadar jelde yiiriitilmiistiir.

Western blot testi i¢in jelde ayristirilan proteinler polyvinylidene difluoride
(PVDF) transfer membranina, transfer tamponu (25 mM tris, 192 mM glisin, % 20
metanol ve distile su) kullanilarak transfer edilmistir. Transfer, 1 saat boyunca 100
Volt seklinde uygulanmistir. Transfer sonunda PVDF membranlar plastik kaplara
alinip ve bloklama tamponunda [%6,25 yagsiz siit tozu iceren 1xTBS-T tamponu
iginde (20 mM Tris-HCI,0%0,1 Tween, 20,5 M NaCl pH:7,8 )] oda sicakliginda 1
saat inkiibasyona birakilmistir. Bloklamanin ardindan bloklama tamponu igerisine
1/1500 oraninda sulandirilan fare kaynakli Anti-Poly-His (#MAZ1-135, Invitrogen,
ABD) 1. antikoru eklenmis ve oOnce 90 dakika boyunca oda sicakliginda
calkalanarak sonrasinda +4°C’de gece boyu inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi
membranlar 3 kez hizli, 3 kez 3’er dakika beklemeli olarak 1xTBS-T tamponu
kullanilarak yikama yapilmistir. Yikamanin ardindan 1xTBS-T igerisinde 1/2000
oraninda sulandirilan anti-fare 1gG alkalen fosfataz-konjuge 2. antikoru (Sigma-
Aldrich) ile 1 saat calkalanarak oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasi1 membranlar 3 kez hizli, 3 kez 3’er dakika beklemeli olarak
IXTBS-T tamponu ile hemen ardindan 3 kez hizli, 3 kez 3’er dakika beklemeli

olarak 1xTBS tamponu ile yikama yapilmistir.

Son olarak, rekombinant proteinlerin saptanmasi amaciyla 250/2/1
oranlarinda yapilan dietanolamin tamponu (%10 Dietanolamin, 4 M HCI pH:9,8,
0,5 mM MgCl,-6H20), %70 Dimetilformamid iginde ¢6zdiiriilen %4,3’liik BCIP
hazirlanip membranlar: kapatacak sekilde dokiilerek karanlikta yaklagik 10 dk



bekletilmistir. Sonrasinda membranlar, distile su ile yikanmis ve reaksiyon

durdurulmustur.

3.7 Rekombinant ROP6 Proteininin S. cerevisiae INVSc.1 Susunda Biiyiik
Olcekli Uretimi

INVSc.1 susuna transforme edilen ve Western blot analizi ile protein tiretimi
dogrulanan rekombinant proteinin biiyiik 6lgekli tiretimi sirasinda oncelikle 3 mL
%10 rafinoz iceren SC-U besiyerine pYES2.1/ROP6 igeren S. cerevisiae INVSc.1
Susu gliserol stogundan siiriintii ile ekim yapilmistir. Ardindan, kiiltiir 30°C 250
rpm’de gece boyu inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiiriin ODeoo
degeri 3.12 olarak saptandiginda 10 mL %10 rafinoz igeren SC-U besiyerinde
ODsoo degeri 0.4 olacak sekilde seyreltme yapilmis ve 30°C 250 rpm’de gece boyu
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiiriin ODgoo degeri 3.5 olarak
saptandiginda 50 mL %10 rafinoz igeren SC-U besiyerinde ODsoo degeri 0.4 olacak
sekilde seyreltme yapilmis ve 30°C 250 rpm’de gece boyu inkiibasyona
birakilmistir. inkiibasyon sonunda ODeoo degeri 3.11 olarak saptandiginda 50 mL
hiicrenin tamami 1500xg’de 5 dakika +4°C’de santrifiijlenmistir. Sonrasinda st
stv1 dokiilmiis ve pellet lizerine yaklasik 20 mL %10 rafinoz ve %20 galaktoz igeren
SC-U indiiksiyon ortami eklenerek pellet resiispanse edilmistir. Ardindan hiicre
karisimi, 2000 mL’lik darbeli cam erlen sisede bulunan %210 rafinoz ve %20
galaktoz iceren 400 mL SC-U indiiksiyon ortamina eklenmis ve 30°C 250 rpm’de
gece boyu inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun 0., 12., 16. ve 24. saatlerinde
kiltirden yaklasik 1,2 mL ornek alinarak boliim 3.6.1°de anlatildigi sekilde
pelletler olusturulmus ve ODeoo degerleri kaydedilmistir. Inkiibasyonun 24.
saatinde 12 adet 1,5 mL tiipe 1’er mL olacak sekilde besiyeri eklenmis ve geri kalan
tiim besiyeri 500 mL santrifiij tiipiine alinmistir. Tiim tiipler 5000xg’de +4°C’de 10
dakika boyunca santrifiijlenmistir. Ardindan st sivilar dokiilmiis ve pelletler -
80°C’de saklanmustir.

3.8 Maya Hiicre Duvarinin Parcalanmasi

Maya hiicrelerinde biiyiik 6lgekli iiretim sonucu elde edilen rekombinant

proteinlerin saflagtirilmasi amaciyla pelletler 4 farkli yontemle pargalanmustir.
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Maya hiicrelerinin par¢alama yontemi farkliliklarinin etkisi SDS-PAGE ve Western

blot yontemiyle incelenmistir.

3.8.1 Maya Hiicre Duvarinin Asitle Yikanmis Cam Boncuklar ve EDTA

Icermeyen Parcalama Tamponu ile Par¢alanmasi

Biiyiik oOlgekli tiretim sonunda maya hiicrelerinin pargcalanmasi amaciyla
bolim 3.6.2°de tarif edildigi gibi asitle yikanmis cam boncuklar ve EDTA
icermeyen pargalama tamponu kullanilmistir.  Parcalama tamponundan
immiinolojik testleri ve saflastirmay1 etkiledigi icin EDTA c¢ikarilmistir. Biiyiik
olgekli tiretim sonunda elde edilen ve 1,5 mL tiipler iginde bulunan pelletlerin her
birinin tizerine 100 uL EDTA i¢ermeyen par¢alama tamponu eklenerek resiispanse
edilmistir. Ardindan 1500xg’de 5 dakika +4°C’de santrifiijlenmis ve iist sivi
dokiilerek pelletlerin iizerine ayni hacimde asitle yikanmis cam boncuklar
eklenmistir. Daha sonra 1,5 mL tiipler Disruptor Genie (Thermo Fisher Scientific,
ABD) cihazi kullanilarak  +4°C’de  hiicrelerin  mekanik  pargalanmasi
gerceklestirilmistir. Par¢alanma siireci mikroskopta takip edilmis ve maya
hiicrelerinin hiicre c¢eperlerinin bozularak hiicre iceriginin disariya c¢iktig
saptanmigtir. Daha sonra hiicre slispansiyonlart 50 mL tiipe toplanarak 30.000xg’de
30 dakika boyunca +4°C’de santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi st sivi temiz bir
siseye alinarak 0,22 um ¢apa sahip olan ve protein baglama kapasitesi diisiik

filtreden (Corning, ABD) gegirilerek saflagtirma islemi i¢in -80°C’de saklanmugtir.

3.8.2 Maya Hiicre Duvarimin Sivi Azot ile Parcalanmasi

Biiylik 6lcekli iiretim sonunda maya hiicre duvarlarinin parcalanmasi
amaciyla diger bir yontem olarak sivi azot uygulamasi tarif edildigi gibi
gerceklestirilmistir (Dunn and Wobbe, 2001). Uretim sonunda elde edilen 15 gr
1slak pellet iizerine 10 mL soguk steril dH20 eklenerek macun kivami elde
edilmistir. 50 mL’lik ucu parafilm ile kapatilmis siringa igerisine macun
kivamindaki pellet dokiilmiistiir. Paslanmaz celik laboratuvar kiiveti igerisine 400
mL s1vi azot eklenmis ve siringa ucundaki parafilm ¢ikarilarak igerisinde bulunan
pellet s1v1 azota yavasea akitilmistir. S1vi azot i¢inde katilagan pellet, -20°C’de iyice

sogutulmus 1 litrelik paslanmaz ¢elik homojenizator (Blender, Waring, ABD) igine



dokiilmiis ve blender ile 2 dakika boyunca parcalama islemi gerceklestirilmistir.
Parcalama sirasinda azalan azot pellet iizerini gececek sekilde eklenmis ve 6giitme
islemi 3 kez tekrarlanmistir. Ogiitme isleminden sonra, maya pelleti toz haline
gelmis ve tizerine yaklasik 30 mL resiispansiyon tamponu (50 mM Tris-Cl, 0,3 M
NaCl, pH 7,5) eklenmistir. Karisim santrifiij tiipline alinarak 30.000xg ile 30 dakika
boyunca +4°C’de santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi {ist sivi temiz bir siseye
alinarak 0,22 um ¢apa sahip olan ve protein baglama kapasitesi diisiik filtreden
(Corning, ABD) gegirilmistir. Sonrasinda gergeklestirilecek saflastirma islemi igin

-80°C’de saklanmustir.

3.8.3 Maya Hiicre Duvarinin Microfluidizer ile Parcalanmasi

Biiyiik oOlcekli liretim sonunda maya hiicrelerinin parcalanmasi amaciyla
diger bir yontem olarak maya hiicrelerinin microfluidizer parg¢alanmasi firma
protokolii onerilerine uygun sekilde gergeklestirilmistir (Santos et al., 2019). Bu
amagla Microfluidizer™ (M-110L, Microfluidics Pneumatic, ABD) cihazi ile
H10Z Z tipi chamber firma talimatlarina uygun sekilde kullanilmistir
(Microfluidics, 2017). Kisaca; oncelikle cihaz giris hava basinci 115 psi (Pounds
per Square Inch, Ingkare basina libre) ve islem basimci 15000 psi olacak sekilde
ayarlanmistir. Ardindan cihaz {izerinde bulunan &rnek yiikleme haznesinden
oncelikle steril dH20, ardindan ayni hacimde resiispansiyon tamponu eklenerek
gecirilmistir. Cihazin kullanima hazir hale gelmesinin ardindan 33,25 gr hiicre
pelleti iizerine yaklagik 15 mL resiispansiyon tamponu eklenerek homojen bir
karisim olmasi1 amaciyla oncelikle 20 saniye vortekSlenmis sonrasinda yaklagik 1
dakika boyunca blender kullanilarak homojenizasyon islemi gergeklestirilmistir.
Elde edilen homojen karigim cihazin yiikleme haznesine aktarilmig ve cihaz
acilarak homojenat sistemden 30 kez gecirilmistir. Islemin 0, 10 ve 30 kez gegirilme
adimlarinda O6rnek alinarak mikroskop altinda maya hiicrelerinin pargalanma
seviyeleri tespit edilmistir. Ardindan karisim santrifij tiiptine alinarak 30.000xg ile
30 dakika boyunca +4°C’de santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi {ist siv1 temiz bir
siseye alinarak 0,22 um c¢apa sahip olan ve protein baglama kapasitesi diisiik
filtreden (Corning, ABD) gecirilmistir. Sonrasinda gergeklestirilecek saflastirma
i¢in -80°C’de saklanmistir.
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3.8.4 Maya Hiicre Duvarmin Y-PER™ Maya Protein Ekstraksiyon Reaktifi

ile Parcalanmasi

Y-PER™ Maya Protein Ekstraksiyon Reaktifi kullanilarak parcalama islemi
iiretici firmanin protokoliine gore gercgeklestirilmistir (Pierce, Thermoscientific,
ABD). Kisaca; tiretim sonucu elde edilen 40 gr pellet {izerine protokole uygun
sekilde hesaplanan 60 mL oda sicakliginda Y-PER reaktifi eklenmis ve sivi
homojen hale gelene kadar vortekslenmistir. Ardindan 20 dakika boyunca oda
sicakliginda karistiricr ile karistirilarak inkiibasyonu saglanmistir. Siire sonunda
karisimdan Ornek alinarak maya hiicrelerinin parcalanma seviyeleri mikroskop
altinda tespit edilmis ve ardindan karisgim 14,000xg’de 10 dakika boyunca +4°C’de
santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi iist sivi temiz bir siseye alinarak 0,22 um ¢apa
sahip olan ve protein baglama kapasitesi diisiik filtreden (Corning, ABD)

gecirilmistir. Sonrasinda gergeklestirilecek saflagtirma i¢in -80°C’de saklanmustir.

3.9 Par¢alanan Maya Hiicrelerinin Affinite Kromotografi ile Saflastirilmasi

S. cerevisiae hiicrelerinde tretilen rekombinant ROP6 proteininin affinite
kromotografisi ile saflastiriimasi sirasinda AKTA Hizli Protein Sivi Kromotografi
Cihaz1 (FPLC: Fast Protein Liquid Chromotography) ve UNICORNTM isimli
program kullanilmistir (GE Health, ABD). Saflastirma igin bolim 3.8’de elde
edilen filtre edilmis st s1v1 6rnekleri ve 5 mL HiTrap Ni2* selasyon HP kolonu
(Afinite kolonu, GE Health ABD) kullanilmigtir. Kisaca, 5 mL HiTrap Ni2*
selasyon HP kolonu 5 kolon hacmi (1 kolon hacmi=5 mL) resiispansiyon tamponu
(0,3 M NaCl, 50 mM Tris-Cl, pH 7,5) ile dengelenmistir. Daha sonra kolona 6rnek
yiikleme islemi gerceklestirilmistir. Ornek yiikleme isleminden sonra kolon tekrar
5 kolon hacmi resiispansiyon tamponu ile yikanmistir. Yikama sonrasi kolon,
rekombinant proteinleri serbest birakilmasini saglamak igin yikama tamponunda
bulunan imidazol miktar1 62,5 mM’dan baslayarak 125 mM, 375 mM ve 500 mM’a
kadar adim adim yiikseltilmis ve kolondan serbestlesen rekombinant proteinlerin
olusturdugu pikler UV 280 mAU ile goriintiilenerek toplanmistir. Her pikten elde
edilen proteinler 10 kDa (MWCOQO) por ¢apina sahip santrifiij filtreleri (Microcon,
Amicon) ve Vivaspin 20 (Sartorius, Almanya) kullanilarak, sirasiyla 12.300xg’de

ve 5000xg’de +4°C’de konsantre edilmistir. Orneklerin protein konsantrasyonu



Bradford metodu ve seri sulandirilmis BSA kullanilarak 6lgiilmiistiir. Islem kit
protokoliine uygun sekilde gerceklestirilmistir (1856210, ThermoScientific).
Kisaca; seri sulandirma ile hazirlanan BSA konsantrasyonlar1 ile standart egri
grafigi olusturulmus ve parcalama islemleri sonucu elde edilen proteinlerin
konsantrasyonlari tespit edilmistir. Ardindan proteinler boliim 3.6.3’te anlatildigt

gibi %12’lik SDS-PAGE ve Western blot ile goriintiilenmistir.
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4. BULGULAR

4.1 ROPG6 Proteininin Biyoinformatik Analizi

Rekombinant ROP6 protein as1 formiilasyonunda kullanilmak iizere ToxoDB
adresinden TGME49 258660 numaras1t ile proteine ait 1443 baz ¢ifti
uzunlugundaki DNA sekansi alinmistir (Cizelge 4.1 A). Expasy translasyon

programi ile DNA sekansi aa sekansina ¢evrilmistir (Cizelge 4.1 B).

Cizelge 4.1 A Toxoplasma gondii ROP6 proteini tam gen bolgesi

Toxoplasma gondii ROP6 proteinine ait DNA sekansi (1443 baz cifti)

ATGAGGAGCTCAGTAGGGCAGTCTCGTCTGCCGCTCAAGTTTTTCCTTGCGCCGTTCTCGGTGA
AAAATTCGGTTTTCGCCCTCTTTTTCGTGTTCGCTCTTGTCTGCGTCTCCGGTCTGTCTTGGGA
AGATGCTGAGGACGGCGCAGCGTGGGACTCAGTCTCGAACGATTCGGACGACAGCTTCGCGAAA
GGGTCTGACTTCGGGGAAGTCAAGTTGGGCAGCGCAGGCCAACGGCAGCTCCTCAGTCAGCTCC
AGAACGAGTTGGGCGGTGAATTCGAGGACGCAGACGTGAGTATGCTCCAGAGGGATCACGGAAT
CCACGGAGAGGAAGCCGGTTTGTTCCGCAAGGCTGTTCCGGGCTTGGACGACCCAGCTGAAGAC
GATGAAGCCGACGGCGAAAGTGCCTCGGATGAGGCAGAAGCCGACTCTGACGTCTTGGCGGACG
ACGAAGAAGGGACATCCCTCATCGAAAATGCGAGTGAGGAAGACACAGACAACTCCGAGGCAGA
CAGTCAACAGGAGGATGACAGTGTGGGAGAGGATTCCTTTCTCCAGCAGGAGGGCGAGGACTCC
GAGGAAGAAAGAGCAGTCGAGGACCCGTATGCTGCCGCCGAACCCTCTTATCTTGAAGAGGACA
ACACTGTTGACGACAGCGCGGCGGAGGATTATGCCCCTGCTTCGTTTGTCCAGATCGGCAGTGG
AGAGAGAAAAATCCGGGCGCACATGCATCTTGACAGCCGCCAAGTTGCCCCCGAAAGATTCGCG
CATGCGTTCAACCAGGATCATGTCAGACTTCTGGACCAGACCGCCGTCGAGGACGAACTTCTCG
ATGAGGCCGCCCCGGGCGGAGGCGCGAGCGCCGTAGTCTCCCCCATCGACGAAAACCCTGCAGA
GATGGAAAGCACCATCTCCGAGGGCGAAGCAGGTTCTGCGGTGGCGGCTCCTGAACAAGGTATC
CAGCCAGAGGCAGAATTTGCTACCGCCAGCGAAGAACCACGTCCCCTGGAACCTGTCGACCCCG
AAATGGCAGCTCAGCAGCCGCAACTGCCTCAAGAAGCTATGCCAACTGAGAATGCGGACCTTCT
TGGAAACCAGCCCAGAATGCGCAATGCTCTCGAACCCTCTGCCAAGGTCCTCGAACCGGAAACC
CTGGAAGGGTCACCTGCTCTCGTCCCGCCGGCAGAGACTGAAGAGGGGACAGCCGCCCAAATTG
CGGAGGAAATGAGCAAGCAGGATCAGGGCATGCAGGAAGCCAGGCCTCAAGAAGTTCTCACACG
ACACACCTGGCAAGATATGGAGAGAACTGAGGACCTACGAAAGAACGACGTCCCGGCTGCAGTG
GCGAATTCCGGCAGCCAGATCATCACGGCTGCGTCGTCCGTCGCCCTTGCTGGTCTACTGGTCG
CAGGACAGCTTTTGTTCAGCGTGGGCATGTACTGA

Cizelge 4.1 B ROP6 proteinine ait DNA sekansinin protein sekansina ¢evrimi ile elde edilen sekans

ROP6 proteinine ait amino asit sekansi (480 aa , 51.4 kDa)

MRSSVGQSRLPLKFFLAPFSVKNSVFALFEVFALVCVSGLSWEDAEDGAAWDSVSNDSDDSFEFAK
GSDFGEVKLGSAGQROQLLSQLONELGGEFEDADVSMLORDHGIHGEEAGLFRKAVPGLDDPAED
DEADGESASDEAEADSDVLADDEEGTSLIENASEEDTDNSEADSQQEDDSVGEDSFLOQEGEDS
EEERAVEDPYAAAEPSYLEEDNTVDDSAAEDYAPASEFVQIGSGERKIRAHMHLDSRQVAPEREA
HAFNQDHVRLLDQTAVEDELLDEAAPGGGASAVVSPIDENPAEMESTISEGEAGSAVAAPEQGI
QPEAEFATASEEPRPLEPVDPEMAAQQPQLPOQEAMPTENADLLGNQPRMRNALEPSAKVLEPET
LEGSPALVPPAETEEGTAAQIAEEMSKQDOGMQEARPQEVLTRHTWQDMERTEDLRKNDVPAAV
ANSGSQITITAASSVALAGLLVAGQLLESVGMY




Sonrasinda, TMHMM-2.0 programu ile proteine ait hiicre i¢i, transmembran

ve hiicre dis1 alanlar tespit edilmistir (Sekil 4.1). Transmembran (455-477 aa) ve

hiicre i¢i (478-480 aa) kisimlar atildiktan sonra 454 amino asitlik hiicre dis1 kisim

lizerinde antijen tasarimi yapmak iizere epitop analizi gerceklestirilmistir.

# WEBSEQUENCE Length: 42@

# WEBSEQUENCE Number of predicted TMHs: 1

# WEBSEQUENCE Exp number of AAs in TMHs: 35.65535
# WEBSEQUENCE Exp number, first 68 AAs: 18.24235
# WEBSEQUENCE Total prob of N-in:
# WEBSEQUENCE POSSIBLE H-term signal sequence
WEBSEQUENCE TMHMMZ . @
WEBSEQUENCE THMHMMZ . @
WEBSEQUENCE THHMM2. @

probability

9.72178

outside 1 454

Thhelix 455 477
inside 478 480

TMHMM posterior probabilities for WEBSEQUENCE

0.8

0.6

0.4

0.2

50

transmembrane

100

150 200 250
inside

300 350 400

outside

450

Sekil 4.1 TMHMM-2.0 programi kullanilarak tespit edilen proteine ait hiicre i¢i, transmembran ve
hiicre dis1 alanlar

ROP6 proteinine ait 454 aa’lik bolge icinde yer alan antijenik MHC-I ve

MHC-IT hiicre epitoplar1 IEDB programi kullanilarak, B hiicre epitoplart SWMTriP

isimli program ile tespit edilmistir. Bu analiz sonucuna gore 5 adet MHC-I epitopu
(Cizelge 4.2 A), 2 adet MHC-II epitopu (Cizelge 4.2 B) ve 5 adet B hiicre epitopu
(Cizelge 4.2 C) saptanmustir. Saptanan tiim epitoplar ROP6 proteini iizerinde

gosterilmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.2 A MHC-I epitoplari

Allel # | Baslangic | Bitis | Uzunluk Peptit 1C50 Yg:fee;k
HLAB*15:01 | 1| 10 19 10 | LPLKFFLAPF | 1255| 0.6
HLA-A®02:01 | 1| 26 35 10 | FALFFVFALV | 21.16 | 0.9
HLA-B*15:01 | 1| &4 93 10 | QLONELGGEF | 28.77 | o0.14
HLA-B*20:01 | 1| o1 100 10 | GEFEDADVSM | 3127 | 0.8
HLA-B*15:01 | 1 | 20 29 10 | SVKNSVFALF | 41.02 | 022
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Cizelge 4.2 B MHC-I1 epitoplari

Allel Bagslangic Bitis Uzunluk Cel(;ii;?ek Peptit 1C50 Derece

HLA-

5'3,518_ 227 240 14 FVQIGSGER | ASFVQIGSGERKIR| 4833 | 0.36
01

HLA-

DRB1* 9 22 14 LKFFLAPFS RLPLKFFLAPFSVK 49.68 0.39
15:01

Cizelge 4.2 C B hiicre epitoplari
Derece Konum Epitop Skor Tavsiye edilen*
1 102 - 121 QRDHGIHGEEAGLFRKAVPG 0.586

71-90 VKLGSAGQRQLLSQLQNELG 0.582

133 - 152 GESASDEAEADSDVLADDEE 0.565

2
3
4 261 - 280 QDHVRLLDQTAVEDELLDEA 1.000
5 398 - 417 EEGTAAQIAEEMSKQDQGMQ 0.635

Cizelge 4.3 ROP6 proteini iizerinde bulunan MHC-I, Il ve B hiicre epitoplar1 ve N ve O
glikozilasyon bolgelerinin gosterilmesi

ROP6 proteinine ait amino asit sekansi (454 aa)

MRSSVGQS CVSGLSWEDAEDGAAWDSV S|P DSFAK
GSDFGEVKLGSAGQRQLLS LORDHGIHGEEAGLFRKAVPGLDDPAED
DEADGESASDEAEADSDVLADDEEGTSLIElIEEDTDNSEADSQQEDDSVGEDSFLOQEGEDS

EEERAVEDPYAAAEPSYLEEDNTVDDSAAEDYAPASEVOIGOGERRIRAHMHLDSRQVAPERFA
HAFNQDHVRLLDQTAVEDELLDEAAPGGGASAVVSPIDENPAEMESTISEGEAGSAVAAPEQGI
QPEAEFATASEEPRPLEPVDPEMAAQQPQLPOQEAMPTENADLLGNQPRMRNALEPSAKVLEPET
LEGSPALVPPAETEEGTAAQIAEEMSKODOGMOEARPOQEVLTRHTWQDMERTEDLRKNDVPAAV
ANSGSQ

Alti gizili bolgeler B hiicre epitopudur.

Yesil isaretli bolgeler T hiicre epitopudur. Kiigiik harfler MHC-1 epitoplarini, yesil ve italik olan bolgeler
MHC-II epitop bdlgelerini gostermektedir.

Mor isaretli kisimlar N glikozilasyon, Kirmizi harfler O glikozilasyon bolgelerini gostermektedir.

ROP6 proteini yapisinda yer alan N glikozilasyon bolgeleri NetNGlyc 1.0
programi (Sekil 4.2), O glikozilasyon bolgeleri ise NetOGlyc 4.0 programi (Sekil
4.3) ile belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore 2 adet O ve 2 adet N glikozilasyon
bolgesi saptanmustir (Cizelge 4.3).



Proteins without signal peptides are unlikely to be exposed to
the N-glycosylation machinery and thus may not be glycosylated
(in vivo) even though they contain potential motifs.

SignalP-NN euk predictions are as follows:

¥ nave Cmax pos ? VYmax pos 2 Smax pos 2 Smean 2 O 2
Sequence 0.216 42 ©.318 42 0.773 39 0.306 0.313 N .50 Signalp-TH
SignalP output is explained at hitps://services healthtech.dty dk/services/Signalp-2.1/output.phy

BEs B2

SeqName Position Potential Jury N-Glyc
agreenent result

Sequence 25 NSVF 0.4566 (5/9) -

Sequence 58 NOSD  ©.4908 (6/9) - SEQUON ASN-XAA-SER/THR.
Sequence 89 NCLG  ©0.4916 4/9) -

Sequence 161 NASG  @.4332 (6/9) - SEQUON ASN-XAA-SER/THR.
Sequence 169 NLYF  0.6629 (9/9) ++

NethGlyc 1.0: predicted N-glycasyletion sites in Sequence

Threshold —
Potential ——
3
s 0.7
£
1‘{ 03
E 0.23
o
° k) © @ 0 w0 20 “w 0

Sekil 4.2 ROP6 proteinine ait N glikozilasyon bélgeleri

NetOGlyc - 4.0
0-GalNAc (mucin type) glycosy sites in
mmmmrmmwmmdmwwwmmmmm

Instructions  Outputforma:  Abstact  Downloads

NetOGlyc-4.0 Server Output - DTU Health Tech

AgFf-version 2
Adsource-version NetOGlyc 4.8.9.13
#¥date 21-11-4
48Type Protein

Asegname source feature start end score  strand frame  comment

SEQUENCE netOGlyc-4.2.0.13 CARBOHYD 2 2 8.2683967

SEQUENCE netOGlyc-4.0.0.1) CARBONYD s 1 8.9361481

SEQUENCE nrlmlyul 8.0.13 CARBONYD [3 [ 0.0047979

SEQUENCE CARBOWYD 1 12 2.2422823 .
SEQUENCE CARBOMYD 2 2 1.58268¢-95 .
SEQUENCE CARBOMYD 26 26 1.3135%-05

SEQUENCE CARBONYD a2 a2 f.e168025

SEQUENCE CARBOHYD 43 43 8.9131526

SEQUENCE CARBOWYD 55 55 9.271969

SEQUENCE CARBOHYD 7 57 9.393%6

SEQUENCE CARBOHYD @ @ 0.278817

SEQUENCE CARBOHYD (5] 63 2.418237

SEQUENCE CARBOHYD 68 68 8.204012

SEQUENCE netOGlyc- 4 CARBOHYD ” ” 8.165648

SEQUENCE netOGlyc-4, CARBOHYD 85 85 0.280681 .
SEQUENCE n:lmlyt-l CARBOMYD 2 pLY 8.259022 . .
SEQUENCE CARBOHYD 137 137 8.621522 . . SPOSITIVE
SEQUENCE CARBOMYD 139 139 0.651582 . . SPOSITIVE
SEQUENCE CARBOHYD 16 146 9.266549 . .
SEQUENCE CARBOHYD 156 156 8.162922

SEQUENCE CARBONYD 157 157 9.48174

SEQUENCE CARBOMYD 163 163 8.459955 .
SEQUENCE CARBOHYD 165 165 8.1327

Go back.

Sekil 4.3 ROP6 proteinine ait O glikozilasyon bdlgeleri
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Bu analizler sonrasinda ger¢eklestirilen Expasy ProtParam analizi sonucunda
ROP6 proteininin 454 amino asit uzunlugundaki hiicre dis1 kisminin stabil olmadig:
tespit edilmistir. Stabil olmayan proteinler ekspresyon sistemlerinde saflastirma
sonrasi kolaylikla yikilabildiklerinden protein stabil olacak sekilde kisaltilmis,
stabiliteyi arttirmak ig¢in Kozak sekansi sonrasina Valin (V) aa’i eklenmistir.
Sonrasinda Expasy ProtParam programi ile ROP6 proteininin stabil oldugu

gosterilmistir (Sekil 4.4).

Estimated half-life:
The N-terminal of the sequence considered is M (Met).
The estimated half-life is: 3@ hours (mammalian reticulocytes, in wvitro).
»2@ hours (yeast, in wvivo)
»1@ hours (Escherichia coli, in vive).
Instability index:

The instability index (II) is computed to be 34.26
This classifies the protein as stable.

Sekil 4.4 Expasy Protparam programi ile stabil oldugu saptanan ROP6 proteini

Kisaltilmis olan ROP6 proteininin VaxilJen programi ile antijenik oldugu
tespit edilmistir (Sekil 4.5).

[Your Sequence:

MRSSVGOSRLPLEFFLAPFSVENSVFALFFV
FALVCVSGLSWEDAEDGAAWDSVSNDSDDSE
PAEGSDFGEVELGSAGOROLLSQLONELGGEF
[EDADVSMLORDHGIHGEEAGLFREAVPGLDD
PAEDDEADGESASDEAEADSDVLADDEEGTS
LI

[Overall Prediction for the Protective Antigen = 0.5992 { Probable ANTIGEN )

Sekil 4.5 VaxiJen programi ile antijen oldugu saptanan protein

Biyoinformatik analizleri gerceklestirilen ve stabil hale getirilmis ROP6
proteinine Bolim 3.1°de anlatildigi restriksiyon enzimleri, maya o6zgii kozak
sekans1 ve linker (baglayici) TEV proteaz bolgesi eklenerek S. cerevisiae
hiicrelerine uygun olacak sekilde kodon optimizasyonu yapilmistir. Bu bdlge
pYES2.1/V5-His TOPO vektoriine ¢ergeve igi (inframe) olarak eklenerek 627 baz

¢ifti uzunlugunda ORF olusturulmustur.



Tasarim yapilan ROP6 proteini GeneArt Gene Synthesis (Thermo Fisher
Scientific, ABD) hizmet alimi ile pYES2.1/V5-His TOPO plazmitine
klonlanmistir. ROP6 protein sekansinin plazmit i¢indeki goriiniimii Cizelge 4.4°te
gosterilmektedir. Buna ek olarak, pYES2.1/V5-His TOPO plazmiti i¢inde bulunan
ROP6 proteininin plazmit haritas1 (SnapGene programi kullanilarak) Sekil 4.6°da

gosterilmektedir.

Cizelge 4.4 pYES2.1/V5-His TOPO plazmiti i¢inde yer alan ROP6 proteini

pYES2.1/ROP6 DNA sekansi (6417 baz cifti)

BIRWIZR Hind11l enzimi
YESIL: Mayaya Ozgii Kozak Sekansi
SARI: VALIN

-GRI-BEMIBE: Linker, TEV proteaz ve linker
:Xhol enzimi

TURKUAZ: V5 Bolgesi
Histidin sekansi
ACIK GRi: Durdurma kodonu

ACGGATTAGAAGCCGCCGAGCGGGTGACAGCCCTCCGAAGGAAGACTCTCCTCCGTGCGTCCTC
GTCTTCACCGGTCGCGTTCCTGAAACGCAGATGTGCCTCGCGCCGCACTGCTCCGAACAATARR
GATTCTACAATACTAGCTTTTATGGTTATGAAGAGGAAAAATTGGCAGTAACCTGGCCCCACAA
ACCTTCAAATGAACGAATCAAATTAACAACCATAGGATGATAATGCGATTAGTTTTTTAGCCTT
ATTTCTGGGGTAATTAATCAGCGAAGCGATGATTTTTGATCTATTAACAGATATATAAATGCAA
AAACTGCATAACCACTTTAACTAATACTTTCAACATTTTCGGTTTGTATTACTTCTTATTCAAA
TGTAATAAAAGTATCAACAAAAAATTGTTAATATACCTCTATACTTTAACGTCAAGGAGAAAAA
ACCCCGGATCGGACTACTAGCAGCTGTAATACGACTCACTATAGGGAATATTAAGCTCGCCCTT

ATGICCGTCAGATCCTCCGTTGGTCAATCAAGATTGCCATTGAAATTTTTCT
TGGCCCCATTCTCCGTTAAGAACTCTGTTTTTGCTCTGTTCTTCGTTTTCGCTTTGGTTTGTGT
TTCTGGTTTGTCTTGGGAAGATGCTGAAGATGGTGCTGCTTGGGATTCTGTTTCTAATGATTCT
GATGATTCCTTCGCCAAGGGTTCTGATTTTGGTGAAGTTAAGT TGGGTTCTGCTGGTCAAAGAC
AATTGCTATCTCAATTGCAAAACGAACTAGGTGGTGAATTTGAAGATGCCGATGTTTCTATGTT
GCAACGTGATCATGGTATCCATGGTGAAGAAGCTGGTTTGTTTAGAAAAGCTGTTCCAGGTTTG
GATGATCCAGCCGAAGATGATGAAGCTGATGGTGAATCTGCTTCTGATGAAGCCGAAGCTGATT
CAGATGTTTTGGCTGATGACGAAGAAGGTACTTCTTTGAT TR CIRGECAAAACTTGTA
CTTTCAAGGT SISONE " 2. GGGCGAGCTTCGAGGTCACCCATTCGAAGGTAAGCCT
ATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCGTACCGGT N G2 G
TTTCTAGAGGGCCGCATCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACATTCACGCCCTCCCCCCACAT
CCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTATTTATTTTTTTAT
AGTTATGTTAGTATTAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTTTTCTTTTTTTTCTGTACAGACGC
GTGTACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGACGCTCGAAGGCTT
TAATTTGCAAGCTGCGGCCCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGT
ATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAG
CGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGARA
GAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTARAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTT
TTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAR
ACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGT
TCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCT
CATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGC
ACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCC
GGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTAT
GTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTAT
TTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGG
CAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAARR
AAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACT
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CACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTA
AAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGC
TTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCC
CCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACC
GCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAG
CGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTA
GAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGT
GTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACA
TGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTA
AGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCC
ATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATG
CGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTT
TAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTT
GAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACC
AGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACAC
GGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATGGGTAATAACTGATATAATTAAATTGAA
GCTCTAATTTGTGAGTTTAGTATACATGCATTTACTTATAATACAGTTTTTTAGTTTTGCTGGC
CGCATCTTCTCAAATATGCTTCCCAGCCTGCTTTTCTGTAACGTTCACCCTCTACCTTAGCATC
CCTTCCCTTTGCAAATAGTCCTCTTCCAACAATAATAATGTCAGATCCTGTAGAGACCACATCA
TCCACGGTTCTATACTGTTGACCCAATGCGTCTCCCTTGTCATCTAAACCCACACCGGGTGTCA
TAATCAACCAATCGTAACCTTCATCTCTTCCACCCATGTCTCTTTGAGCAATAAAGCCGATAAC
AAAATCTTTGTCGCTCTTCGCAATGTCAACAGTACCCTTAGTATATTCTCCAGTAGATAGGGAG
CCCTTGCATGACAATTCTGCTAACATCAAAAGGCCTCTAGGTTCCTTTGTTACTTCTTCTGCCG
CCTGCTTCAAACCGCTAACAATACCTGGGCCCACCACACCGTGTGCATTCGTAATGTCTGCCCA
TTCTGCTATTCTGTATACACCCGCAGAGTACTGCAATTTGACTGTATTACCAATGTCAGCAAAT
TTTCTGTCTTCGAAGAGTAAAAAATTGTACTTGGCGGATAATGCCTTTAGCGGCTTAACTGTGC
CCTCCATGGAAAAATCAGTCAAGATATCCACATGTGTTTTTAGTAAACAAATTTTGGGACCTAA
TGCTTCAACTAACTCCAGTAATTCCTTGGTGGTACGAACATCCAATGAAGCACACAAGTTTGTT
TGCTTTTCGTGCATGATATTAAATAGCTTGGCAGCAACAGGACTAGGATGAGTAGCAGCACGTT
CCTTATATGTAGCTTTCGACATGATTTATCTTCGTTTCCTGCAGGTTTTTGTTCTGTGCAGTTG
GGTTAAGAATACTGGGCAATTTCATGTTTCTTCAACACTACATATGCGTATATATACCAATCTA
AGTCTGTGCTCCTTCCTTCGTTCTTCCTTCTGTTCGGAGATTACCGAATCAAAAAAATTTCAAG
GAAACCGAAATCAAAAAAAAGAATAAAAAAAAAATGATGAATTGAAAAGCTAGCTTATCGATGA
TAAGCTGTCAAACATGAGAATTAATTCCACGGACTATAGACTATACCTAGTATACTCCGTCTAC
TGTACGATACACTTCCGCTCAGGTCCTTGTCCTTTAACGAGGCCTTACCACTCTTTTGTTACTC
TATTGATCCAGCTCAGCAAAGGCAGTGTGATCTAAGATTCTATCTTCGCGATGTAGTAAAACTA
GCTAGACCGAGAAAGAGACTAGAAATGCAAAAGGCACTTCTACAATGGCTGCCATCATTATTAT
CCGATGTGACGCTGCAGCTTCTCAATGATATTCGAATACGCTTTGAGGAGATACAGCCTAATAT
CCGACAAACTGTTTTACAGATTTACGATCGTACTTGTTACCCATCATTGAATTTTGAACATCCG
AACCTGGGAGTTTTCCCTGAAACAGATAGTATATTTGAACCTGTATAATAATATATAGTCTAGC
GCTTTACGGAAGACAATGTATGTATTTCGGTTCCTGGAGAAACTATTGCATCTATTGCATAGGT
AATCTTGCACGTCGCATCCCCGGTTCATTTTCTGCGTTTCCATCTTGCACTTCAATAGCATATC
TTTGTTAACGAAGCATCTGTGCTTCATTTTGTAGAACAAAAATGCAACGCGAGAGCGCTAATTT
TTCAAACAAAGAATCTGAGCTGCATTTTTACAGAACAGAAATGCAACGCGAAAGCGCTATTTTA
CCAACGAAGAATCTGTGCTTCATTTTTGTAAAACAAAAATGCAACGCGAGAGCGCTAATTTTTC
AAACAAAGAATCTGAGCTGCATTTTTACAGAACAGAAATGCAACGCGAGAGCGCTATTTTACCA
ACAAAGAATCTATACTTCTTTTTTGTTCTACAAAAATGCATCCCGAGAGCGCTATTTTTCTAAC
AAAGCATCTTAGATTACTTTTTTTCTCCTTTGTGCGCTCTATAATGCAGTCTCTTGATAACTTT
TTGCACTGTAGGTCCGTTAAGGTTAGAAGAAGGCTACTTTGGTGTCTATTTTCTCTTCCATAAA
AAAAGCCTGACTCCACTTCCCGCGTTTACTGATTACTAGCGAAGCTGCGGGTGCATTTTTTCAA
GATAAAGGCATCCCCGATTATATTCTATACCGATGTGGATTGCGCATACTTTGTGAACAGAAAG
TGATAGCGTTGATGATTCTTCATTGGTCAGAAAATTATGAACGGTTTCTTCTATTTTGTCTCTA
TATACTACGTATAGGAAATGTTTACATTTTCGTATTGTTTTCGATTCACTCTATGAATAGTTCT
TACTACAATTTTTTTGTCTAAAGAGTAATACTAGAGATAAACATAAAAAATGTAGAGGTCGAGT
TTAGATGCAAGTTCAAGGAGCGAAAGGTGGATGGGTAGGTTATATAGGGATATAGCACAGAGAT
ATATAGCAAAGAGATACTTTTGAGCAATGTTTGTGGAAGCGGTATTCGCAATGGGAAGCTCCAC
CCCGGTTGATAATCAGAAAAGCCCCAAAAACAGGAAGATTGTATAAGCAAATATTTAAATTGTA
AACGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTTTAACGAAT
AGCCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGT
TCCAGTTTCCAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAAGG
GTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCAAGTTTTTTGGGGTCGAGGT




GCCGTAAAGCAGTAAATCGGAAGGGTAAACGGATGCCCCCATTTAGAGCTTGACGGGGAAAGCC
GGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGGGCTAGGGCGGTGGGAAGT
GTAGGGGTCACGCTGGGCGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGGGGCGCTACAGGGCGCGT
GGGGATGATCCACTAGT

PYES2.1/ROP6

6417 bp

Sekil 4.6 pYES2.1/ROP6 plazmit haritasi

pYES2.1/VV5-His TOPO plazmiti i¢inde baslangi¢ ve sonlandirma kodonlari

arasinda yer alan 208 amino asitlik protein sekansi Cizelge 4.5’te gosterilmektedir.

Cizelge 4.5 Plazmit iginde baslangi¢ ve sonlandirma sekanslar1 arasinda yer alan ROP6 proteini

pYES2.1/V5-His TOPO plazmitinde baslangic ve sonlandirma sekanslari arasinda
sentezlenecek ROP6 proteini (208 amino asit) (22.3 kDa)

MSVRSSVGQS cvsGLSWEDAEDGAAWDS VS| oDsF
AKGSDFGEVKLGSAGQRQLLS LQRDHGIHGEEAGLFRKAVPGLDDPA
EDDEADGESASDEAEADSDVLADDEEGTSLI ENLYFOGEBEEINIK GELRGHPFEGKPIPNP

LLGLDSTRTG-—

Alt1 ¢izili bélgeler B hiicre epitopudur.

Yesil isaretli bolgeler T hiicre epitopudur. Kiigiik harfler MHC-I epitoplarini, yesil ve italik olan bolgeler
MHC-II epitop bdlgelerini gostermektedir.

Mor igaretli kisim N glikozilasyon, kirmizi harfler O glikozilasyon bolgelerini gostermektedir.

Turkuaz ile isaretli alan V5 bolgesini, Pembe-Gri-Pembe ile isaretli alan linker-TEV-linker bolgesini, Mavi
ile isaretli alan Xhol enzimini, Koyu kirmizi isaretli alan 6xHis etiketini gostermektedir.

Yapilan tasarimin ardindan S. cerevisiae INVSc.l maya hiicrelerinde
tiretilecek proteinin ¢oziinirligi (Sekil 4.7), stabilitesi (Sekil 4.8) ve alerjen
olmadigi (Sekil 4.9) saptanmistir. Son olarak, proteinin {i¢ boyutlu goriiniimii 1-
TASSER programi ile elde edilmistir (Sekil 4.10).



41

Name: temp_prot

Amino Acids:
M5VR55VGQSRLPLKFFLAPFSVENSYFALFFVFALVCYSGLSWEDAEDGAAWDSYSNDSDDS FAKGSDFGEVKLGSAGQROLL 5QLQMNELGGE FEDADYSMLQRDHGIHGEEAGLFREA
VPGLDDPAEDDEADGESASDEAEADSDVLADDEEGTSLIGSGRENLYFQGGGGELEKGE LRGHP FEGKP IPNPL LGLDSTRTGHHHHHH

Predicted Solubility upon Owverexpression:
SOLUBLE with probability @.595539

Sekil 4.7 Coziiniir ROP6 proteini

Estimated half-life:
The N-terminal of the sequence considered is M (Met).
The estimated half-life is: 3@ hours (mammalian reticulocytes, in vitro).
»2@ hours (yeast, in vivo).
»1@ hours {(Escherichia coli, in viwe).
Instability index:

tability index (II) is computed to be 34.26
ssifies the protein as stable.

Sekil 4.8 Stabil ROP6 proteini

Prediction by SVM method based on amino acid composition
NON ALLERGEN
Score=0.47461515 [Threshold—0.4]

Positive Predictive Value=18.21%  Negative Predictive Value=71.24%

Sekil 4.9 Alerjen olmayan ROP6 proteini

Sekil 4.10 ROP6 proteininin ii¢ boyutlu goriiniimi




4.2 pYES2.1/ROP6 Plazmitinin E. coli TOP10 Hiicrelerine Transformasyonu

ve Saflastirma Sonucu Agaroz Jel Elektroforezi ile Goriintiilenmesi

Tasarlanan ROP6 proteinini igceren pYES2.1 plazmitinin sentetik olarak
temin edilmesinin ardindan E. coli TOP10 hiicrelerine transformasyonu
gerceklestirilmistir. Transforme edilen hiicrelerin {iretimi sonrast plazmit
saflastirma  islemi  gerceklestirilmistir. 6417 baz ¢ifti uzunlugundaki
PYES2.1/ROP6 plazmitinin boyutu %1 agaroz jel elektroforezi ile Sekil 4.11°de
gosterildigi  gibi saptanmustir. Plazmitin stipersarmal (supercoil) formunda

bulunmasi nedeniyle 6000 baz ¢iftinin altinda gozlemlenmektedir.

6000 bp —>

3000 bp —»

Sekil 4.11 Saflastirilan plazmitin agaroz jel elektroforezinde goriintiilenmesi, 1. Siitun: DNA
Merdiveni, 2. Siitun: pYES2.1/ROP6 plazmiti

4.3 S. cerevisiae INVSc.1 Susunun Canlandirilmasi

Ticari olarak satin alinan INVSc.1 maya susunun YPD besiyerinde 28°C 250
rpm’de gece boyu tliretiminin ardindan maya hiicreleri 1/10 ve 1/100 seyreltmeler
yapilarak YPD agar plaklara ¢izgi ekim gergeklestirilmistir. Plaklarin 30°C’de 2

giin inkiibasyonu sonunda Sekil 4.12°de gosterilen maya kolonileri saptanmistir.
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Sekil 4.12 YPD agar plaklarda gbzlenen maya kolonileri

Agar plaklardan tek koloniler se¢ilmis ve 3 mL YPD besiyerine ekilmistir.
Ardindan 28°C 250 rpm’de inkiibatérde gece boyu inkiibasyona birakilmigtir
(Inkiibasyon sonunda kiiltiirin  ODeoo degeri 3.0-5.0 aralifinda olmasi
gerekmektedir). ODsoo degeri 3,84 olarak saptanan kiiltiir 10 mL YPD besiyerinde
ODeoo degeri 0.2-0.4 olacak sekilde tekrar seyreltilmistir. Kiiltiiriin ODegoo degerinin
3-6 saat araliginda 0.6-1.0 olmasi i¢in 28°C 250 rpm’de c¢alkalamali inkiibatorde
inkiibasyona birakilmistir. Kiiltiirlin yaklasik 5. saatinde ODgoo degeri 1.1 olarak
saptanmig ve INVSc.l maya susunun canlandirma islemi gerceklestirilmistir.
Uretim sonunda taze kiiltirden 500 pL alinmis, 500 pL %30 gliserol ile

karistirilarak -80°C’de saklanmak tizere laboratuvar stogu olusturulmustur.

4.4 pYES2.1/ROP6 Plazmitinin INVSc.1 Susuna Transformasyonu

Taze kiiltiir hazirlanarak ODeoo degeri saptanan INVSc.l susuna kit
protokoliinde belirtilen islemler sirasiyla gerceklestirilmistir. pYES2.1/ROP6
plazmitinin INVSc.1 maya hiicreleri ile karistirilarak 1 saat boyunca 15 dakika
araliklarla vortekslenerek inkiibe edilmistir. Siire sonunda, maya hiicrelerine
transformasyonu sonrast rekombinant proteini igeren plazmit hiicrelerinin, Urasil
icermeyen besiyerinde yalnizca transforme olan maya hiicrelerinin segiciligini
saglayan SC-U seg¢ici plaklara ekimi yapilmis 2-4 giin boyunca 30°C etiivde inkiibe
edilmistir. 4. giin sonunda SC-U seg¢ici plaklarda transformantlarin segiciligini
saglayan URAS3 geni sayesinde hedef geni tasiyan (transforme olmus) hiicreler tek

koloniler halinde gézlemlenmistir (Sekil 4.13).



Sekil 4.13 SC-U segici plaklarda gbzlenen tek maya kolonileri, (A) 1 pg, (B) 2,5 pg ve (C) 5 ug
plazmit DNA igerigi

4.5 Rekombinant Protein Ekspresyonunun Belirlenmesi

Boliim 3.6.1°de anlatildigr sekilde maya tiretimi, Sekil 4.14°te gosterildigi
gibi gergeklestirilmistir.

10 mL

(indiiksiyon ortami)

Pellet

4 w

Sekil 4.14 Kiigiik 6lgekli iiretim, (A) 3 mL %10 rafinoz iceren SC-U besiyeri, (B) 10 mL %10
rafinoz igeren SC-U besiyeri, (C) 10 mL %10 rafinoz ve %20 galaktoz iceren SC-U

besiyeri, (D) iliretim sonunda elde edilen maya hiicre pelleti

Elde edilen hiicre pelletleri kit protokoliine uygun olarak pargalama tamponu
ve asitle ytkanmis cam boncuklar kullamlarak pargalanmustir. Islem yapilmadan
once ve islem yapildiktan sonraki mikroskop goriintiileri gosterilmektedir (Sekil

4.15),
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Sekil 4.15 Asitle yikanmis cam boncuklar ve parcalama tamponu kullanilarak parcalanan maya
hiicrelerinin mikroskop goriintiileri, (A) islem yapilmamis maya hiicreleri ve (B)

parcalama sonras1 maya hiicreleri

INVSc.1 maya hiicreleri igerinde liretilen pYES2.1/ROP6 plazmitinin kiigiik
Olgekli tiretiminin ardindan kit protokoliinde yer alan 0., 12., 16. ve 24. saatlerde
tiretimi gergeklesen rekombinant ROP6 proteininin saptanmasi amaciyla Western
blot analizi gergeklestirilmistir. Tasarlanan rekombinant ROP6 proteininin
molekiiler agirhi@i 18.6 kDa (kilodalton) olarak beklenmektedir. Diger taraftan
pYES2.1 plazmitinde baslangic ve durdurma kodonu arasinda bulunan V5 ve
Histidin bolgelerinin eksprese edilmesi sonucu proteine yaklasik 5 kDa ekledigi kit
protokoliinde bildirilmektedir. Ayrica, S. cerevisiae hiicrelerinde gerceklesen
glikozilasyon sonucu proteinin molekiiler agirlig1 artmaktadir. Bu nedenle iiretilen
rekombinant ROPG6 proteininin molekiiler agirliginin yaklasik olarak 27 kDa oldugu
Sekil 4.16°da kirmizi1 oklar ile gosterildigi gibi gézlenmistir.



1 2 3 4 56 7 8 91011 1213 1415 16 17 18

L g mles
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Sekil 4.16 Maya hiicrelerinde {iretimi gergeklesen rekombinant ROP6 proteininin 0., 12., 16. ve
24. saatlerde alinan 6rneklerde proteinin iiretiminin Western blot ile gosterilmesi, 1.
Siitun: Protein merdiveni; 2-5. Siitunlar: 0. saat 6rnegi, 6-9. Siitunlar; 12. saat 6rnegi,
10-13. Siitunlar; 16. saat 6rnegi, 14-17. Siitunlar; 24. saat 6rnegi, 18. Siitun; 24. saat
pelleti

4.6 Rekombinant ROP6 Proteininin Biiyiik Olcekli Uretimi

3 mL %10 rafinozlu SC-U besiyeri ile baslatilan iiretim sirasiyla 10 ve 50 mL
%10 rafinozlu SC-U ortamda Boliim 3.7’de anlatildigi gibi biiyiik hacimde 6lgek
bliyiitme seklinde gerceklestirilmistir. Ardindan, protein iiretiminin saglanabilmesi
amaciyla %10 rafinoz ve %20 galaktoz igeren 400 mL indiiksiyon ortamina
alinmigtir. 24 saat siiren iiretim sonunda tiim tiretim hacmi santrifiijlenerek pelletler

olusturulmustur (Sekil 4.17).

400 mL

(indiiksiyon ortami)

/7
&
JiV

Sekil 4.17 3 mL’den 400 mL’ye 6l¢ek biiyiitme ile gergeklestirilen biyiik 6lgekli iiretim, (A) 3 mL
%10 rafinoz igeren SC-U besiyeri, (B) 10 mL %10 rafinoz i¢ceren SC-U besiyeri, (C) 50
mL %10 rafinoz igeren SC-U besiyeri, (D) 400 mL %10 rafinoz ve %20 galaktoz igeren

indiiksiyon besiyeri, (E) {iretim sonunda elde edilen maya hiicre pelleti
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4.7.1 Maya Hiicrelerinin Asitle Cam Boncuklar ve EDTA icermeyen

Parcalama Tamponu ile Parcalanmasi

Olusturulan pelletlerin  EDTA  igermeyen par¢alama tamponu ile
pargalanmasinin ardindan elde edilen mikroskop gorintisi Sekil 4.18’de
gosterilmektedir. Uretilen rekombinant ROP6 proteininin boyut dogrulugu ve
safliginin saptanmasi amaciyla yapilan SDS-PAGE ve Western blot analizleri Sekil
4.19°da gosterilmektedir.

Sekil 4.18 EDTA igermeyen pargalama tamponu ve asitle yikanmis cam boncuklar kullanilarak
parcalanan maya hiicrelerinin mikroskop goriintiileri, (A) islem yapilmamis maya

hiicreleri ve (B) pargalama sonrasi maya hiicreleri

A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 ) 1 2 3 4 56 7 8 9 10
[}
35kDa
35kDa—» > b ) i oA
25 kDa —s 25kDa —»
—_—
—

Sekil 4.19 EDTA igermeyen pargalama tamponu ve asitle yikanmis cam boncuklar kullanilarak
parcalanan maya hiicrelerinin iist sivilarinin saflagtirma sonras1 SDS-PAGE ve Western
blot goriintiileri, (A) SDS-PAGE ve (B) Western blot goriintiileri 1. Siitun: Protein
merdiveni, 2. Situn: Hiicre pelleti; 3. Siitun: Santrifiij sonrasi iist sivi, 4. Siitun:
Saflastirma sonrasi konsantre edilmeyen 2. pik; 5. Siitun: Saflastirma sonrasi konsantre
edilmeyen 3. pik; 6. Siitun: Saflagtirma sonrasi konsantre edilmeyen 4. pik; 7. Siitun:
saflagtirma sonrasi konsantre edilen 1. pik; 8. Siitun: saflagtirma sonrasi konsantre edilen
2. pik; 9. Siitun: saflagtirma sonrasi konsantre edilen 3. pik; 10. Siitun: saflagtirma sonrasi
konsantre edilen 4. Pik



4.7.2 Maya Hiicrelerinin Siv1 Azot ile Parcalanma Sonuglari

Boliim 3.7°de anlatildig1 sekilde gerceklestirilen iiretim sonucunda ilgili
yayinda belirtilen sekilde sivi azot ile pargalama teknigi uygulanmistir.
Gergeklestirilen islem Sekil 4.20°de ve islem sonrasinda maya hiicrelerinin
mikroskop goriintiisii Sekil 4.21°de gosterilmektedir. Islem sonrasi iist sivisi
saflagtirillan ve Bolim 3.6.3’de anlatildigr gibi SDS-PAGE ve Western blot
analizleri gergeklestirilen rekombinant ROP6 proteininin varhigi Sekil 4.22°de

gosterilmektedir.

Sekil 4.20 S1v1 azot ile maya hiicrelerinin pargalanmasi, (A) Siv1 azot ile pargalama ve (B) Blender
ile par¢alanan maya hiicrelerinin goriiniimii

Sekil 4.21 Sivi azot ile par¢alama sonrast maya hiicrelerinin mikroskop goriintiileri, (A) islem
yapilmamis maya hiicreleri ve (B) parcalama sonrasi maya hiicrelerinin mikroskop
gorintiisi
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Bkoa—  , , bS5 35 kDa—» 4
25 kDa—» 25 kDa—» « '
L]
e
——— —

Sekil 4.22 Sivi azot kullanilarak parcalanan maya hiicrelerinin {ist sivilarinin saflagtirma sonrasi
SDS-PAGE ve Western blot goriintiileri, (A) SDS-PAGE ve (B) Western blot gériintiileri
1. Siitun: Protein merdiveni, 2. Siitun: 1. Pik ROP6; 3. Siitun: 2. Pik ROPG6; 4. Siitun: 3.
Pik ROPG6; 5. siitun: 4. Pik; 6. Siitun: 1. Pik ROP6; 7. Siitun: 2. Pik ROP6; 8. Siitun: 3.
Pik ROPS; 9. Siitun: 3. Pik ROP6; 10. Siitun: Flowthrough

4.7.3 Maya Hiicrelerinin Microfluidizer ile Parcalanma Sonuclari

Boliim 3.7°de anlatildig: sekilde gerceklestirilen liretim sonucu 1slak pelletin
Microfluidizer ile pargalanmasi sonucu hi¢ islem gormemis, 10 kez sistemden

gecirilmis ve 30 kez sistemden gecirilmis maya hiicrelerinin mikroskop goriintiileri

Sekil 4.23’te gosterilmektedir.

Sekil 4.23 Microfluidizer ile par¢alanma sonrast maya hiicrelerinin mikroskop goriintiileri (A) islem
yapilmamis maya hiicreleri, (B) 10 kez sistemden ge¢irilmis maya hiicreleri, (C) 30 kez

sistemden gegirilmis maya hiicreleri

Microfluidizer ile parcalama iglemi sonrasi alinan iist sivilarin saflastirilmasi
sonrasi rekombinant ROP6 proteininin SDS-PAGE ve Western blot analizleri Sekil
4.24’te gosterilmektedir.



35 kDa—»n

25 kDa—»

Sekil 4.24

2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
- — —
L
35kDa—» > -
n ) v 9N
25kDa—>

Microfluidizer kullanilarak pargalanan maya hiicrelerinin {ist sivilarinin saflagtirma

sonrast SDS-PAGE ve Western blot goriintiileri, (A) SDS-PAGE ve (B) Western blot
analizleri 1.stitun: Protein merdiveni, 2. Siitun: Hiicre pelleti; 3. Siitun: Santrifiij sonrasi
iist stvi; 4. Siitun: Flowthrough; 5. Siitun: Konsantre edilen 1. pik; 6. Siitun: Konsantre
edilen 2. Pik; 7. Siitun: Konsantre edilen 3. pik; 8. Siitun: Konsantre edilen 4. pik; 9.
Siitun: Azotla parcalama sonucu elde edilen 2. pik; 10. Siitun: rekombinant GRA1

proteini

Bolim 3.9°da anlatildig1 sekilde saflastirma sonrast konsantre edilen,
Microfluidizer ile elde edilen 2. ve 3. pikler azalan konsantrasyonlarda jele

yiiklenerek Sekil 4.25’te gosterildigi gibi Western blot analizi gergeklestirilmistir.

10

35kDa—>

25kDa—»

-

Sekil 4.25 Microfluidizer ile par¢alama sonrasi saflastirilip konsantre edilen rekombinant ROP6
proteininin Western blot analizi, 1. Siitun: DNA merdiveni; 2. Siitun: Konsantre pik 2;
3. Siitun: Konsantre pik 2; 4. Siitun: Konsantre pik 2; 5. Siitun: Konsantre pik 2; 6. Siitun:
Konsantre edilen pik 3; 7. Siitun: Konsantre edilen pik 3; 8. Siitun: Konsantre edilen pik

3; 9. Siitun: Konsantre edilen pik 3; 10. Siitun: rekombinant GRA1 proteini
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4.7.4 Maya Hiicrelerinin Y-PER™ Maya Protein Ekstraksiyon Reaktifi ile

Parcalanma Sonuclari

Y-PER Maya Protein Ekstraksiyon Reaktifi ile pargalama islemi dncesi ve
sonrasi alinan mikroskop goriintiileri Sekil 4.26’da gosterilmektedir. Parcalama
sonrasi alinan iist stvinin saflagtirllmasinin ardindan rekombinant ROP6 proteinin

SDS-PAGE ve Western blot analizleri Sekil 4.27°de gosterilmektedir.

Sekil 4.26 Y-PER Maya Protein Ekstraksiyon Reaktifi ile parcalanma sonrasi maya hiicrelerinin
mikroskop goriintiileri, (A) islem yapilmamigs maya hiicreleri ve (B) Y-PER ile

pargalama sonrasi maya hiicreleri

A1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8
—
35 kDa—»
35 kDa—>w I 4 »
25 kDa 25 kDa—»
—

Sekil 4.27 Y-PER reaktifi kullanilarak par¢alanan maya hiicrelerinin st sivilarinin saflagtirma
sonrast SDS-PAGE ve Western blot goriintiileri, (A) SDS-PAGE ve (B) Western blot
analizleri 1. Siitun: Protein merdiveni, 2. Siitun: Hiicre pelleti; 3. Siitun: Santrifiij sonrasi
iist stvi; 4. Siitun: Flowthrough; 5. Siitun: Konsantre edilen 1. pik; 6. Siitun: Konsantre

edilen 2. Pik; 7. Siitun: Konsantre edilen 3. pik; 8. Siitun: Konsantre edilen 4. Pik



5. TARTISMA

Tez ¢alismas1 kapsaminda segilen T. gondii’ye ait ROP6 proteininin parazitin
yasam dongiistinde kritik rollere sahip oldugu ongoériilmesine ragmen heniiz
konake1 hiicreye invazyonu ve hiicredeki gorevleri net olarak ortaya konmamustir.
Bununla birlikte Doskaya ve arkadaslariin 2018 yilinda yaptiklart mikroarray
incelemesinde ookist ve doku Kkisti ile enfekte edilmis fareclerde ROP6 proteinine
kars1 yiiksek immiin yanit olustugu belirlenmistir (Doskaya et al., 2018). ROP
proteinlerine genel olarak bakldiginda, parazitin konakg¢i hiicreyi istilasinda,
penetrasyonunda ve PV’iin biyogenezinde onemli rolleri oldugu gosterilmistir

(Zhang et al., 2019).

ROP proteinleri ile yapilan as1 ¢aligmalarinda bu proteinlerin hem hiicresel
hem de sivisal bagisiklik tepkilerini uyardigi bildirilmektedir (Faridnia et al., 2018).
Parazitin yalnizca takizoit formuna Ozgii olan bir proteinin as1 adayi olarak
kullaniminin parazitin bradizoit formunda etkisiz kalabilecegi ongoriilmektedir.
Ancak, ROP proteinlerinin parazitin hem takizoit hem de bradizoit formunda
sentezlendigi ortaya konmustur (Rezaei et al., 2019). Bu nedenle, ROP proteinleri
kullanilarak T. gondii’ye kars1 gelistirilecek bir asinin umut vaat edici bir as1 aday1
olabilecegi agik¢a goriilmektedir. ROP6 proteini hem parazit yagsaminda ongoriilen
kritik rolleri hem de takizoit ve bradizoit formlarinda bulunmasi ve immiinojen

olmasi nedeniyle 6nemli bir as1 aday1 olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Literatlir taramasi sonuglarina gore simdiye dek ROP6 proteini E. coli
hiicrelerinde  eksprese edilmesine ragmen S. cerevisiae hiicrelerinde
ekspresyonunun gerceklestirilmedigi goriilmiistiir. Bu nedenle tez calismasinda
rekombinant ROPG6 proteininin S. cerevisiae hiicrelerinde tiretimi amaglanmustir. E.
coli  hiicrelerinde  ekspresyonda  translasyon sonrasi  modifikasyonlar
eklenememektedir ve bu durum proteinin islevselligini etkilemektedir. Ozellikle as1
caligmalarinda Okaryotik mikroorganizmalara ait proteinlerin yine Okaryotik bir

sistemde eksprese edilmesi tavsiye edilmektedir.

GRAS organizma olarak bilinen ve patojenik olmayan bir maya tiirii olan S.

cerevisiae rekombinant ROP6 proteininin tiretiminde konak¢i organizma olarak
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secilmigtir. S. cerevisiae’nin Okaryotlara benzer sekilde protein katlanmasi
gecirmesi, hizli iiretimi, az maliyetli olmasi ve elde edilen protein verimi sayesinde
kullanilabilirligi oldukga yiiksektir. Bu nedenle, 7. gondii’ye karsi asi antijeni
tiretiminde kullanilabilecek gii¢lii bir konak¢1 oldugu saptanmustir. S. cerevisiae
hiicrelerinde iiretimi yapilan ve yillardir glivenli sekilde kullanilan Hepatit B as1
antijeni olan Hepatit B yiizey antijeni bunun en 6nemli gostergesidir. Insanlarda
kullanima uygun olan mayalar hem patojen olmama hem de okaryotik sistemler
olmalar1 nedeniyle T. gondii’ye kars1 gelistirilecek bir as1 antijeni iiretiminde en

giivenilir konake1 sistemi olabilecegi saptanmaktadir.

Tez c¢alismast kapsaminda ROP6 proteini biyoinformatik ydntemlerle
incelendiginde stabil olmadigi goriildiigiinden protein yapisi lizerinde bir takim
modifikasyon ve kisaltmalar gergeklestirilmistir. Bu islemler yapilirken proteinin
antijenik yapisiin korunabilmesi i¢in B ve T hiicre epitop analizinin yaninda N ve
O glikozilasyon boélgeleri belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore, protein
tizerinde 3 adet MHC-1 (Cizelge 4.2 A), 1 adet MHC-II (Cizelge 4.2 B), 3 adet B
hiicre (Cizelge 4.2 C) ve 1 adet N (Sekil 4.2) ve 2 adet O (Sekil 4.3) glikozilasyon
bolgelerini  bulunduran tasarimin stabilitesi gosterildikten sonra klonlamada
kullanilmigtir. pYES2.1/VV5-His TOPO vektoriine eklenen rekombinant ROP6
proteininin molekiiler agirhigi 22.3 kDa (Cizelge 4.5) olarak belirlenmistir. Ayrica,
S. cerevisiae hiicrelerinde tiretim sonucu gergeklesen glikozilasyonlar ile protein
boyutunun SDS-PAGE ve Western blot analizinde daha da arttig1 goriilmektedir
(Ortalama 27 kDa).

Molekiiler agirlikta olusan biyiiklik farkliliklari E. coli ekspresyon
sistemlerinde tiretilen rekombinant proteinlerde glikozilasyonun gergeklesmemesi
ve S. cerevisiae hiicrelerinde ise yogun glikozilasyondan dolay1 molekiiler agirligin
artmasma baglanmaktadir. Bu nedenle rekombinant as1 antijen {iretimi
calismalarinda maya ekspresyon sistemlerinin kullanilmasi, proteinlerin dogal
yapisinda bulunan translasyon sonrasi modifikasyonlar1 gerceklestirerek

Immiinojenisiteyi arttirabilmektedir.

Literatiirde bulunan giincel calismalara bakildiginda maya hiicrelerinde

gerceklestirilen protein liretimlerinin ardindan maya hiicre duvarinin sert yapisini



parcalamak icin farkli yontemler kullanildigi goriilmektedir. Bystryak ve ark.
tarafindan yapilan bir ¢aligmada S. cerevisiae maya hiicrelerinin par¢alanmasinda
ultrasonik parcalama yontemi kullanilmistir. Laboratuvar ortaminda ve biiyiik
Olcekli tiretimlerde kullanilmak tizere denenmistir. Yapilan ¢alisma ile bu yontemin
kullanilabilirigi gosterilmis ancak bu yontemin ekipman 6l¢eklendirme sinirlamasi
olduguda agikca gosterilmistir (Bystrak et al., 2015). Yapilan bir baska ¢alismada
S. cerevisiae’ye ait farkli suslarin pargalanmasinda kimyasal par¢alama yontemi
kullanilmistir. Yapilan ¢alisma ile farkl asit/baz kompozisyonlari denenmis ve bu
kimyasallarin, tlizerinde calisilan sitokinlerin ekspresyonunu degistirdigi ortaya
cikarilmigtir (Pengkumsri et al., 2016). Yapilan bir bagka ¢alismada ise maya
hiicrelerinin lazer ile pargalanmasi denenmistir. Bu yontemde, lazer gonderilen
noktada gerceklesen ani 1s1 artis1 sonucu hiicrelerde termoliz gerceklestigi
belirtilmektedir. Ancak, bu yontemin kullaniminin ¢alisilan hiicrenin tipine, dlgek
boyutuna ve ¢aligma optimizasyonuna bagli olarak etkinliginin degistigi

bildirilmektedir (Gazor et al., 2018).

Tez kapsaminda S. cerevisiae’de {iretimi yapilan rekombinant ROP6
proteininin maya hiicre duvariin pargalanmasi ile disariya ¢ikarilmasi amaciyla
cesitli yontemler denenmistir. Oncelikle takip edilen kit protokoliinde yer alan
EDTA igeren pargalama tamponu ve asitle yikanmig cam boncuklar kullanilarak
deneme gergeklestirilmistir. Yapilan islemler sonucunda elde edilen mikroskop
gorilintiileri ve Western blot analizleri sonucglarina gére maya hiicrelerinin
parcalandig1 ve tretilen rekombinant ROP6 proteininin varlii saptanmustir. Bu
yontem ile hizli, kolay ve verimli bir sekilde maya hiicre duvarlar1 parcalanmis ve
rekombinant ROP6 proteini elde edilmistir. Ancak, par¢calama tamponunda bulunan
EDTA kimyasalinin immiinolojik testleri etkilememesi amaciyla tampondan
cikarilmast planlanmistir. Sonrasinda EDTA icermeyen par¢alama tamponu ve
asitle yikanmis cam boncuklar kullanilarak tekrar parcalama islemi
gerceklestirilmistir. Elde edilen mikroskop ve Western blot analizi goriintiilerine
gore islemin etkili ve verimli sekilde gerceklestigi gozlemlenmistir. Ancak,
yontemin zahmetli ve maliyetli olmas1 gibi dezavantajlar1 oldugu saptanmustir.
Buna ek olarak, yapilacak biiyiik 6lgekli tiretimlerde pargalama tamponu ile
parcalama isleminin islevsel olmamasi da diger bir dezavantaj olarak ortaya

¢ikmustir.
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Tez ¢alismasinda maya hiicrelerinin pargalanmasi sirasinda diger bir yontem
olan s1v1 azot ile par¢alama yontemi de kullanilmigtir. Par¢calama sonucunda elde
edilen mikroskop goriintiileri incelendiginde maya hiicrelerinin parcalandigi
gozlenmektedir. Rekombinant ROP6 proteini ile gergeklestirilen SDS-PAGE ve
Western blot analiz sonuglari incelendiginde de asida kullanilabilecek 6zelliklere
sahip rekombinant proteinin elde edildigi goriilmiistiir. Ayrica, bu yontem ile maya
hiicrelerinin hizli, kolay ve maliyet etkin bir sekilde pargalanmasi yontemin etkili
bir sekilde kullanilabilir oldugunu ortaya koymaktadir. Bu nedenleler, T. gondii’ye
kars1 gelistirilecek bir asinin antijen iiretiminde maya hiicrelerinin duvarinin

yikilmasinda kullanilabilir bir yontem olarak dngoriilmiistiir.

Tez ¢alismasi sirasinda kullanilan diger bir yontemde ise Y-PER reaktifi ile
biiyiik 6l¢ekli liretim sonucu maya hiicre duvarini parcalama denemesi yapilmaistir.
Elde edilen mikroskop goriintiilerine bakildiginda Y-PER reaktifinin mayanin
hiicre duvarini tamamen pargalamadan yalnizca hiicre duvart yapisint bozarak
hiicre igeriginin bir kismmin disartya ¢iktigi gozlemlenmektedir. Buna ek olarak,
gerceklestirilen SDS-PAGE ve Western blot analizlerinde gozlenen bantlarin
rekombinant ROP6 proteinine ait yogun bantlar oldugu saptanmistir. Bu reaktifin
kullanimi ile maya hiicreleri hizli ve kolay sekilde parcalanarak rekombinant ROP6
proteini elde edilmistir. Ancak, Y-PER reaktifi igeriginde bulunan denatiire edici
ve indirgeyici ajanlarm immiinolojik testleri ve agimin etkinligini degistirebilecek

olmasi1 yontemin kullanimini kisitlamaktadir.

Maya hiicre duvari pargalama yaklasimlar1 arasinda siklikla kullanilan
Microfluidizer cihazi ile mekanik parcalama yontemi de bu tez kapsaminda
kullanmilmistir. Cihaz kullanim kosullarinin maya pargalamaya uygun hale
getirilmesinin ardindan yapilan pargalama islemi sonucunda maya hiicre duvarinin
hizli ve giivenilir sekilde pargalandigi saptanmistir. Protein varliginin SDS-PAGE
ve Western blot analizleriyle saptanmasinin ardindan protein bantlarinin temiz ve
giiclii sinyal verdigi gbzlemlenmistir. Ancak, islemin uzun slirmesi, sistemin stirekli
soguk tutulmasi gerekliligi ve maya hiicre duvarinin etkili sekilde pargalanmasi igin

sistemden bir¢ok kez gecirilmesi gibi dezavantajlarinin oldugu gorilmiistiir.



6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda T. gondii ROP6 proteini toksoplazmozise karsi
gelistirilecek bir asmin formiilasyonunda kullanilacak sekilde biyoinformatik
araglar ile yeniden tasarlanmistir. Ardindan tasarlanan rekombinant ROP6 proteini
S. cerevisiae hiicrelerinde basarili bir sekilde eksprese edilmis ve maya hiicre
duvarmin farkli yontemler kullanilarak parcalama islemleri sonrasi affinite

kromotografisi ile saflastiriimistir.

Gergeklestirilen pargalama yontemleri arasindaki avantajlar ve dezavantajlar
degerlendirilerek biiyliik oOlcekli iiretimde etkin olabilecek yontemler tespit
edilmistir. Bu sonuglara gore tez ¢aligmasinda tasarimlanan rekombinant ROP6
proteininin S. cerevisiae hiicrelerinde eksprese edildikten sonra saflastirilarak hem
ast calismalarinda hem de tani testlerinin gelistirilmesinde kullanilabilecegi
Ongorilmiistiir. Bu gibi okaryotik sistemlerde iiretilen rekombinant proteinlerin
artmasi ile ¢oklu antijen iceren asilar gelistirilerek T. gondii’nin neden oldugu
kayiplarin azaltilmasinin miimkiin olacagi ve bunun sonucu olarak halk sagligina

ve ekonomiye biiyiik katkilar saglanabilecegi diistiniilmektedir.
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