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Amag: Bu calismada, Anopheles sacharovide sterol tagiyici protein-2 (SCP-2) geninin ilk kez molekiler karakterizasyonunun
yapilmasi ve bu proteini kodlayan genin An. sacharovi gelisim dénemleri ve disi nesillerin tiikiirik bezi, orta bagirsak ve yag dokusu
gibi farkli dokularinda ekspresyon diizeylerinin kargilagtirilmas: amaglanmigtir.

Yontemler: Sultan Sazli§: yoéresinden toplanan ergin disi An. sacharovi ve insektaryumda elde edilen gelisim dénemleri caligma
materyalini olusturmustur. Morfolojik ve molekiiler tir identifikasyonu yapilan An. sacharovi nesilleri ve ergin disi dokularindan
total RNA ekstraksiyonunu takiben ¢cDNA izolasyonu gerceklestirilmigtir. cDNA kaliplarinda SCP-2 geninin 216 bp fragmenti
optimize edilmis primerlerle amplifiye edilmis ve amplikonlar sekanslanmigtir. Sekanslar in-silico analizlerle iglenerek genetik
karakterizasyonlar1 saglanmistir.

Bulgular: Sekans analizine alinan toplam 14 izolata ait SCP-2 nikleotid sekanslarinin 12’sinin %100 benzer oldugu, birbirine
homolog olan diger iki izolata ait SCP-2 sekanslarinin ise 183. bazda tek niikleotid degisimi gosterdigi belirlenmigtir. SCP-2 gen
bolgesinin 216 bp fragmentinin 72 amino asit zincirini kodladig: tespit edilmistir. Filogenetik analiz sonucu SCP-2 gen sekanslarinin
sivrisinek tirt ve soyu bazinda monofiletik olarak kiimelendigi, An. sacharovi izolatlarinin Anopheles kiimesi icerisinde An.
stephensi ve An. funestus’la birlikte alt kiime olusturdugu gériilmigtiir. qPCR ekspresyon analizleri sonucunda SCP-2'nin en yiiksek
ergin erkeklerde ifade oldugu ve bunu sirasiyla ergin disi, L4, L3, L2, L1 ve pupa dénemlerinin izledigi belirlenmigtir. Ergin disi
dokularinda ise SCP-2'nin en yiiksek, fatbody’de ifade oldugu bunu sirasiyla midgut ve tikriik bezinin izledigi belirlenmistir.
Sonug: Bu ¢alismada, vektér potansiyeli yiksek olan An. sacharovi igin ag1 aday1 veya hedef ila¢ bélgelerinden énemli birisi olan
SCP-2 ilk kez karakterize edilmis ve sivrisinegin gelisim evreleri ve dokularindaki ekspresyonel farkhiliklar ortaya konulmustur.
Anahtar Kelimeler: Anopheles sacharovi, sterol tagiyic1 protein-2, molekiiler karakterizasyon, ekspresyon analizleri

ABSTRACT

Objective: It was aimed to characterize the sterol carrier protein-2 (SCP-2) gene in Anopheles sacharovi using molecular methods
for the first time, and to reveal the expression levels of An. sacharovi in the developmental stages and female generation in different
tissues such as salivary gland, midgut and adipose tissue.

Methods: The adult female An. sacharovi collected from the Sultan Sazhi§1 region and the development stages in the insectarium
constituted the study material. cDNA isolation was performed following total RNA extraction from An. sacharovi strains. The 216 bp
fragment of the SCP-2 gene was amplified with optimized primers in cDNA templates and was sequenced. Genetic characterization
of the sequences was provided in silico analysis.

Results: Twelve of the SCP-2 nucleotide sequences of 14 isolates included in the sequence analysis were 100% identical and the
SCP-2 sequences of the other two isolates that were homologous to each other showed a single nucleotide change at base 183. The
216 bp fragment of the SCP-2 gene region was found encoding the 72 amino acid chain. SCP-2 gene sequences clustered the isolates
monophyletically on the basis of mosquito species and strains, and that Anopheles sacharovi isolates formed a subcluster together
with Anopheles stephensi and Anopheles funestus within the Anopheles cluster in phylogenetic analysis. Because of g-polymerase
chain reaction-mediated expression analysis, SCP-2 gene was expressed highest in adult males, followed by an adult female, ss
L4, L3, L2, L1, and pupal stages, respectively. In adult female tissues, the SCP-2 gene was expressed the highest in the fat body,
followed by the midgut and salivary glands, respectively.
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Conclusion: SCP2, which is an important vaccine candidate or target drug site for Anopheles sacharovi with high vector potential, was firstly
characterized in this study and the developmental stages and expression differences in the tissues of the mosquito were revealed.
Keywords: Anopheles sacharovi, sterol carrier protein-2, molecular characterization, expression analysis

GIRiS

Anopheles soyunda yer alan Maculipennis kompleks sibling ve
kriptik turleri icerdigi anlagilan sivrisinekler icerisinde ilk 6rnek
olmas1 ve medikal énemleri ile taksonomik klasifikasyon ve
filogenetik iligkiler tizerine caligmalarda ilgi odagi olmustur.
Maculipennis kompleksin giniimiize kadar palearktik bélgede
10’un tizerinde turd identifiye edilmis olmakla birlikte (1) hentiz
ilgili cografik alanda genetik c¢esitlilik tizerine veriler olduk¢a
sinirhdir. Ulkemizde giiniimiize kadar morfolojik analizlerle
Anopheles soyunda 10 turin varhg: bildirilmis olup bunlardan
dérdiinin Maculipennis komplekste yer alan An. sacharovi, An.
maculipennis s.s., An. melanoon ve An. messae oldugu gérillmektedir
(2-5). Anopheles sacharovi, An. atroparvus ve An. labranchiae ile
birlikte palearktik bélgede ge¢misten giniimiize en etkin sitma
vektorleri olarak nitelenmektedir (6-9). Turkiye (3,7), Suriye
(10,11) ve Orta Dogu'nun farkli bélgelerinde (12,13) P. vivax
malaryasinin en etkin vektérii An. sacharovi olarak kaydedilmistir.
Ayrica Giiney Avrupa Bolgelerinde ana potansiyel vektér olarak
da gorillmektedir (8,14). Anopheles tiirlerinin vektérlugini
yaptig1 sitmanin 6nlenmesindeki en kritik nokta geleneksel olarak
kullanilan insektisitlerle beraber sivrisinek popiilasyonlarinin
baskilanmasidir (15). Ancak bu miicadelede kargilagilan en biyitk
stkint1 insektisitlere karg1 gelisen diren¢ mekanizmasidir (16).
Bu noktada sivrisineklere karg1 kolesterol alimi veya tasginmasi
gibi yeni biyoteknolojik yaklagimlara ihtiya¢ bulunmaktadir (17).
Insektler, tiim okaryotlar gibi yapisal ve metabolik amaglar icin
sterollere ihtiya¢ duyarlar. Ancak insektler, tiim artropodlar
gibi kolesterol sentez asamasinda anahtar enzimlerden yoksun
olduklar1 icin sterol iretemezler ve bu ihtiyaclarini digsardan
kargilamak zorundadirlar (18).

Insektler kolesterole bagimhdirlar, ¢tinkii kolesterol olmadan
gelisimlerini tamamlayamaz ve c¢ogalamazlar. Dolayisiyla
digaridan  kolesterol almak insektler icin fizyolojik olarak
bir zorunluluktur. Kolesterol olduk¢a hidrofobiktir. Tagiyici
proteinler, kolesterolin hidrofobik kismimi sitoplazmanin veya
hemolenfin sulu ortamindan koruyarak kolesteroliin verilmesine
aracilik eder (19). Boceklerde kolesterolii hiicre i¢i olarak orta
bagirsak epitelinin liimenal tarafindan bazal tarafina veya lipid
damlaciklarindan yag govdesindeki sitoplazmik membrana
tagimak icin bir sterol tagiyic1 proteine (SCP) ihtiyag vardir. Aedes
tiirleri izerinde yapilan ¢aligmalarda (20-22), hiicre ici bir sterol
tasiyicl protein olan SCP-2'nin hiicresel kolesterol transferinden
sorumlu oldugu gésterilmistir.

Bu c¢alismada, biyoteknolojik miicadele kapsaminda ¢esitli
zararli ve/veya hastalik nakleden bécekler icin as1 aday1 veya
hedef ila¢ bolgelerinden birisi olarak nitelenen SCP-2 geninin
Anopheles sacharovide molekiiler karakterizasyonunun ilk kez
gerceklestirilmesi ve bu antijenin sinegin yasam donemlerindeki
ekspresyon analizlerinin kargilagtirmali bir gsekilde ortaya
konulmasi ama¢lanmgtir.

YONTEMLER

Anopheles Soyundaki Ergin Sivrisinek Orneklerinin
Sahadan Toplanmasi

Anopheles  soyundaki ergin sivrisinek &rnekleri Mayis-
Agustos 2021 tarihleri arasinda Sultan Sazligi ekosisteminden
toplanmigtir. Belirlenen 6rnekleme alanlarinda kan emmis,
yar1 gravid veya gravid ergin An. sacharovi disi 6rnekleri hayvan
ahirlari/barinaklari, ev icleri, kiler, depo gibi uygun kapal
alanlarda gindiz saatlerinde bataryali aspiratérler (2809D,
BioQuip, ABD) ve hepa filtreli basit agiz aspiratérleri ve el
fenerleri yardimiyla toplanmistir (23). Ornekler kiiciik sivrisinek
kafeslerine aktarilmig ve icerisinde buz akiileri bulunan arazi
tipi taginabilir buzluklara aktarilarak laboratuvara taginmigtir.
Orneklerin tasmmma sirasinda o6lim oranimi azaltmak icin
buzluklar icerisine ayrica nemli bez parc¢alar: konulmus, nemli ve
serin bir ortamda taginmalar1 saglanmigtir.

Anopheles sacharovi’'nin Morfolojik ve Molekiiler
identifikasyonu, insektaryumda Geligim
Dénemlerinin Elde Edilmesi

Morfolojik teshis

Insektaryuma getirilerek uygun kaplar icerisinde yumurtlamalari
saglanan tum digiler ayrilmis ve stereo-mikroskop altinda
ergin ve yumurta morfolojisine gore teshis anahtar ile (24,25)
tur teshisleri gerceklestirilmistir. Anopheles sacharovi disi
orneklerinin diger grup Orneklerine gére kanat lekelerinin
daha az belirgin olmasi, scutumun soluk kahverenginde olmasi,
sucutumda soluk dogrusal bir seritin bulunmamasi ve kanat ucu
sagaklarimin tek diize siyah olmas: gibi morfolojik karakterleri ile
An. maculipennis grubunun diger tiirlerinden (An. maculipennis
s.s., An. melanoon, An. messeae) mikroskop ile ayrilmasi ve teghis
edilmesi mumkiindir. Yumurtalarin desenlenme bicimleri ve
yumurta yuzge¢lerinin bulunma yerleri ve bicimleri tilkemizdeki
An. maculipennis grubu tirlerin ayriminda dogru sonuglar
vermektedir. An. sacharovinin yumurta deseni 6zellikleri diger
An. maculipennis grubu tiirlerinkinden farklidir ve belirgin bant
profilleri veya desenleri yoktur. Yumurtlayan ergin disi 6rnekler
PBS icerisinde en az ii¢ kez yikanarak kod numarasiyla birlikte -80
°C’lik derin dondurucuya total RNA izolasyonunda kullanilmak
tizere alinmistir. Derin dondurucuya alinmadan énce her 6rnegin
bacaklar1 ayrilarak icerisinde %96’lik etanol bulunan ayrn steril
mikrosantrifiyj tiplerine molekiler teghis i¢cin DNA izolasyonu
amaciyla alinmigtir. Morfolojik teshis sonucu An. sacharovi olarak
teshis edilen érneklere ait yumurtalar ise gelisim dénemlerinin
eldesi i¢in insektaryumda yetistirme prosesine alinmigtir.

Molekiiler teshis

Ergin disi ve yumurta morfolojisine gére An. sacharovi olarak
teshisi saglanan ornekler, tiir teshislerinin konfirmasyonu i¢in
molekiiler analizlere alinmigtir. Etanol bulunan mikrosantrifiij
tiplerine almnan bacaklardan genomik DNA izolasyonu,
GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific) ile
gerceklestirilmistir. Orneklere ait gDNA izolatlari, An. sacharovi
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ITS-2 (26,27) gen bélgesininin 180 bp’lik fragmentini spesifik
olarak amplifiye eden primerlerle polimeraz zincir reaksiyonunda
(PCR) analiz edilmistir. PCR analizleri sonrasi, hedef biiytuklitkteki
ITS-2 gen bolgesi amplikonlar: ayrica PCR primerleri ile sekans
analizine tabii tutulmusg ve tiir teghisleri elde edilen niikleotid
dizilerinin GenBank veritabanindaki referans izolatlarla birlikte
hizalama analizleri yapilarak konfirme edilmistir.

insektaryumda Gelisim Dénemlerinin Elde Edilmesi

An. sacharovi olarak teshis edilen toplam 50 disi sivrisinek
6rnegine ait yumurtalar larva 1 dénemi ¢ikana kadar bulunduklar:
kaplar icerisinde takip edilmigtir. Birinci dénem larvalarin ¢ikigini
takiben tim larvalar genis agizh pipetler yardimiyla dikkatli bir
sekilde gelisim kaplarina aktarilmigtir. Larval besleme stirecinden
once 240 (3 tekrar olusturmak tizere) adet L1 SCP-2 geninin
karakterizasyonu ve ekspresyon analizlerinde kullanilmak tzere
ayrilarak ti¢ kez PBS’den gecirilmis ve sonrasinda -80 °C’lik derin
dondurucuya konulmustur. An. sacharovinin insektaryumda
yetistirilmesi ve gelisim dénemlerinin saglanmasinda ilgili
referans protokoller takip edilmistir (28,29). Gelisim dénemleri
i¢cin insektaryum ortaminin gerekli optimum sicaklik, nispi
nem ve fotoperiyot kogullary; 26-30 °C, %70+10 nispi nem
ve 12saat:12saat aydinlik:karanlik fotoperiyot seklinde
ayarlanmigtir. Larval gelisim siireci takip edilerek yaklagik 10-
14 ginde (30) (Yumurta-L1: 2-3 giin; L1-L2: 2-3 giin; L2-L3:
2-3 giin; L3-L4: 3-4 giin; L4-Pupa: 3-4 gin; Pupa-Ergin: 2-3 gin)
pupaya déniisen 6rneklerden L1, L2, L3, L4 ve pupa dénemleri
i¢in ilgili zaman araliklarinda SCP-2 geninin karakterizasyonu
ve ekspresyon analizleri amacyla sirasiyla 240, 180, 120, 60
ve 15 (3 tekrar olusturmak tizere) (31) érnek ayrilarak ti¢ kez
PBS’den gecirilmis ve sonrasinda -80 °C’lik derin dondurucuya
konulmustur. Larval besleme kaplarinda gelisen pupalar kiiciik ve
genis agizh pipetler araciligiyla toplanarak erginlesme kaplarina
alinmig ve bu kaplar buiyik yetistirme kafesine aktarilmigtir.
Yaklagik 2-3 giin icerisinde pupadan ¢ikan ergin sinekler, biiyitk
kafes icerisinde pamuklara emdirilmis %10’luk seker c¢ézeltisi
ve ayrica cesitli bitki 6z sulariyla yaklagik 2 giin beslenmeleri
yapilmigtir. Takiben ergin erkek ve disilerden bireysel olarak
ayrilan tcer 6rnek t¢ kez PBS’den gecirilmis ve sonrasinda SCP-
2 geninin karakterizasyon ve ekspresyon analizleri amaciyla -80
°C’lik derin dondurucuya konulmustur.

SCP-2 Geninin Karakterizasyonu ve Ekspresyon
Analizleri

Total RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

SCP-2 geninin molekiiler karakterizasyonu amaciyla 50 adet disi
An. sacharovi 6rneginden 7’si kullamilmistir. Ayrica her gelisim
doénemi i¢in olugturulmus t¢ replikasyondan birisi molekuler
karakterizasyon c¢aligmasina dahil edilmis ve béylece toplam
14 izolata ait total RNA'lar sekans analizleri i¢cin kullanilmigtir.
Ekspresyon analizleri i¢cin insektaryumda yetistirilen tim gelisim
doénemlerine ait 6rnekler kullanilmigtir. Sahadan toplanan
ergin disilerden bireysel total RNA izolasyonu GeneJET RNA
Purification Kit (Thermo Scientific) ile gerceklestirilmis,
insektaryum hattindan ise ilgili gelisim dénemlerine ait
belirtilen sayida 6rnegi iceren havuzlar olusturulmus ve total
RNA izolasyonuna alinmigtir. Total RNA izolatlarindan ¢DNA
elde etmek icin iScript ¢cDNA Sentez Kiti (Bio-Rad) protokolii
uygulanmigtir. Ekstrakte edilen RNA’larin miktari, NanoDrop
spektrometresi kullanilarak analiz edilmis ve reaksiyon basina

100 ng RNA ilave edilmistir. cDNA sentezi, ticari kit protokoline
gore termal déngii 25 °C’de 5 dk, 46 °C'de 20 dk, 95 °C'de 1 dk
ve 4 °Cde sogutma olacak sekilde gerceklestirilmistir. Termal
déngt protokoliiniin tamamlanmasindan sonra 6rneklere ait elde
edilen cDNA’lar kullanilana kadar -20 °C’de muhafaza edilmigtir.
SCP-2 geninin An. sacharovi disi nesillerinin tukrik bezi, orta
bagirsak ve yag dokusu gibi organlarinda ekspresyon dizeylerinin
aragtirilmasi amaciyla insektaryum hattindan elde edilen toplam
30 ergin disiye ait ilgili dokular steril olarak diseke edilmis ve
her doku 10’arh olarak tiiplere yerlestirilmis ve ti¢ replikasyonun
olusumu saglanmigtir.

SCP-2 geninin amplifikasyonu ve sekanslanmasi

Elde edilen cDNA kaliplarinda SCP-2 gen bélgesinin amplifiye
edilmesi i¢in diger bazi Anopheles ve Culex tiirlerine ait ilgili
gen sekanslar1 tzerinde optimum 6zellikte primer dizaym
gerceklestirilmis ve sonrasinda SCP-2 geninin 216 bp kismim
¢ogaltan SCP76F (5-GTGCAGCAGATSTACAAGTTC-3’) ve SCP-
291R (5-CTCAACCTGTCCCTCCACRT CSAG-3’) primerleri
sentezletilmigtir. PCR reaksiyonlar1 25 uL final konsantrasyonda
hazir kullanimbk Dream Taq Hot Start Green PCR Master
Mix (2X) (12,5 pL) (Thermo Fisher Scientific), 0,4 pM her bir
primer (1,3 uL) ve 10-20 ng kalip cDNA (2 pL) olacak gekilde
hazirlanmistir. Ornekler C1000 Touch thermalcycler cihazina
(BioRad) yerlestirilerek, termal profil 95 °C'de 2 dk; 35 siklus
95 °C’de 30 sn, 57 °C’de 30 sn ve 72 °C'de 1 dk; 72 °C’de 10 dk
olarak ayarlanmis ve amplifikasyon gerceklestirilmistir. Elde
edilen PCR uiriinlerinin her birinden 5 pL alinip 130 V'de 30 dk, jel
elektroforeze tabii tutulmustur. Sonuglar Gene Snap from Syngene
analiz programi (UVP INC Uplant, CA) ile gorintillenip analiz
edilmigtir. PCR analizleri sonrasi, SCP-2 gen bélgesi amplikonlar
uygun konsantrasyonda hazirlanarak PCR primerleri ile birlikte
Macrogen Europe firmasinda cift yonlii olarak sekanslatilmigtur.

Niikleotid ve amino asit sekanslarinin

karakterizasyonu

Cift yonla DNA dizisi belirlenen izolatlara ait kromotogramlar
dikkatlice analiz edildikten sonra Geneious 2022.1.1 yazilimi
(https://www.geneious.com) ile forward ve reverse dizilimler
DeNovo Assamble kullanilarak contig analizi yapilmis ve ilgili
gen icin final konsensus dizilimler ortaya ¢karilmigtir. Elde
edilen sekanslarin blastn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ Blast.
cgi) analizleri yapildiktan sonra GenBank’ta mevcut diger
sivrisinek ve yakin taksonlara ait SCP-2 sekanslariyla Geneious
yazilimi tzerinden ¢oklu hizalamalar1 yapilarak interspesifik
ve intraspesifik niikleotid ve aminoasit farkhiliklari ortaya
cikarilmigtir.  Filogenetik aga¢ olusturulmasinda maximum
likelihood (ML) analizi uygulanmgtir. Sekans evrimi i¢in en uygun
degisim modelijModelTest v.0.1.1'de (32) belirlenmistir. En diistik
AIC (Akaike Information, Criterion, correction) skoru gésteren
GTR+I modeli filogenetik aga¢ olusturulmasinda kullanilmigtir.
ML analizi Geneious yazilimi tizerinden PhyML plugini
kullanilarak yapilmigtir. ML analizleriyle olusturulan agacin
guvenilirligi 1,000 tekrarl Bootstrap testi ile gerceklestirilmistir.
Izolatlara ait amino asit dizilimleri; protein yapisi yoniinden analiz
edilmigtir. SCP-2 proteinin transmembran bélgelerindeki amino
asit dizilimlerinin sinyal peptid analizleri ve dizilimlerdeki tahmini
antijenik peptidlerin varligi Geneious yazilimi tizerinden EMBOSS
Protein Analysis 1.0 plugin yazilimi kullanilarak yapilmigtir. An.
sacharovi SCP-2 proteininin transmembran sarmallarinin yapisi
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ayni yazilim tzerinden Transmembrane Prediction Tool 0.9 ile
arastirilmistir. Izoelektrik nokta ve proteinin tahmini molekiiler
agirhg ExPASy programu ile hesaplanmigtir.

SCP-2 Geninin Ekspresyon Analizleri

istatistiksel Analiz

SCP-2 geninin An. sacharovinin farkhi gelisim evreleri ve
dokularindaki  ekspresyon analizleri kantitatif reverse
transkripsiyon-gercek zamanli-PCR ile gerceklestirilmistir. SCP-
2 geninin, An. sacharovi laboratuvar hatlarindan elde edilen
larva (1,2,3,4 instar larvalar), pupa ve ergin dénemleriyle ergin
digilerin titkuriik bezi, orta bagirsak ve abdomen karkaslar1 gibi
dokularinda transkripsiyonel diizeylerinin belirlenmesi icin
analizler gerceklestirilmistir. SCP-2 proteinini kodlayan hedef
gen bolgesinin biitiin olarak amplifikasyonu amaciyla sentezlenen
cDNA’lar kalip olarak kullanilarak karakterize edilen gen bélgesi
sekanslarindan sybergreen tabanli gPCR i¢in genetik yazilimlarla
optimum spesifik primer dizaym yapilmigtir. Dizayn edilen SCP-2
gen bolgesiicin AsacSCP-2sybrF (5'-TTCCGCATCCAGCAGAAC-3")
ve  AsacSCP-2sybrR  (5-CGAACATGATCTCATCGTCCAT-3")
primerleri qPCR analizleri i¢cin standardize edilmistir. Gercek
zamanl PCR analizleri CFX Connect™ Real-Time PCR Sisteminde
(BioRad) sybergreen tabanli olarak gerceklestirilip her érnek tg
tekrar caligilmigtir. Floresans okumalar1 her siklustan sonra 62
°C'de alinarak, PCR irtinlerinin identikliginin konfirmasyonu
icin melting curve analizleri gerceklestirilmigtir. mRNA
diizeyleri, Aktin (AdrtACTF2- 5-TCTGACCGACTACCTGAT-3'
ve AdrtACTR2 5'-CATCTCCTGCTCGAAGTC-3") ve Ribozomal
S17 (S17F-5-GGGTCGTGTACGTACCAAGACG-3' ve S17R2
5'-CATAGTTATCGCGACGCTCACG-3') referans genleri es zamanh
kullanilarak komperatif AACt metodu ile normalize edilmigtir
(33,34). Normalize edilmis mRNA diizeyleri, jenerasyon bazinda
farkli gelisim evreleri ile ergin disilerden izole edilen dokular
arasinda Student’s t-test ile istatistiksel olarak analiz edilmistir.

BULGULAR

Anopheles sacharovi Saha Ornekleri ve Morfolojik
Identifikasyon

Sahadan toplanan 283 adet disi Anopheles érneklerinden 50
sivrisinek yumurtlatma prosesine alinmigtir. Yumurtlayan
Anopheles disi nesiller stero-mikroskop altinda incelenmis ve An.
maculipennis grubunun diger tirlerinden (An. maculipennis s.s.,
An. melanoon, An. messeae) kanat lekelerinin daha az belirgin
olmasi, scutumun soluk kahverenginde olmasi, sucutumda soluk
dogrusal bir seritin bulunmamasi ve kanat ucu sacaklarimin tek
diize siyah olmas: gibi morfolojik karakterleri ile An. sacharovi
olarak teghis edilmigtir (Sekil 1). Ayrica her bir disi icin elde
edilen yumurtalar morfolojik olarak incelenmis ve yumurtalarin
desenlenme bi¢imleri ve yumurta ytzge¢lerinin bulunma yerleri
ve bicimleri ile An. sacharovi teghisi dogrulanmigtir. Yumurtalarin
bu 6zellikleri, elde edilen tiim yumurtalarin An. sacharovi disilerine
ait oldugunu gostermistir (Sekil 1).

Anopheles sacharovi Nesillerinde ITS-2 Gen
Bolgesinin Amplifikasyonu, Sekans ve Filogenetik
Analiz Sonuclar1

Morfolojik identifikasyonla An. sacharovi olarak teshis edilen ve
yumurtalar1 insektaryumda gelismeye alinan toplam 50 adet
disi 6rnegin ayrilan bacaklarindan elde edilen genomik DNA
izolatlarinin An. sacharovi spesifik ITS-2 PCR analizleri sonucu

Sekil 1. Anopheles sacharovi ergin disi ve yumurtalar: (orijinal)

agaroz jel uzerinde hedef buyuklikte (180 bp) amplikonlar
belirlenmigtir ($ekil 2). Sekans analizi i¢in tiim izolatlara ait
amplikonlarin PCR primerleri ile ¢ift yonli olarak sekanslanmas:
sonucu izolatlara ait forward ve reverse kromotogramlar
Geneious 2020.1.1 yazilminda de novo assamble ile islenerek
kalite skoru yiiksek konsensus dizilimler elde edilmistir. Elde
edilen tum niikleotid sekanslarin birbirine %100 benzer oldugu
gorilmustir. Yapilan blast analizi sonucunda izolatlara ait ITS-
2 niikleotid sekansinin GenBank veritabaninda kayith diger An.
sacharovi sekanslariyla yiiksek diizeyde benzer oldugu belirlenmis
ve béylece calismaya dahil edilen toplam 50 disi An. sacharovi
neslinin tiir konfirmasyonlar1 gerceklestirilmigtir.

An. sacharovi Nesillerinde SCP-2 Geninin Molekiiler
Karakterizasyonu

SCP-2 geninin amplifikasyon sonuclari

Galisma kapsaminda morfolojik ve molekiiler identifikasyonlar:
saglanan sahadan izole edilmis ve yumurtalar yetistirmeye
alinmug toplam 7 ergin disi ile insektaryumda gelisim dénemleri
icin olusturulmus replikasyonlardan secilen toplam 7 izolata
(L1-L4, Pupa, ergin disi, ergin erkek) ait cDNAlarin SCP-2 gen
bolgesi yoninden PCR sonuglarn Sekil 3’te verilmistir. PCR
amplifikasyonu sonucunda agaroz jel iizerinde tium izolatlar i¢in
hedef buytklikte (216 bp) amplikonlar belirlenmisgtir.

Sekil 2. An. sacharovi 6rneklerinin ITS-2 gen bélgesini amplifiye
eden primerler ile PCR sonucu elde edilen pozitif amplikonlarin
jel elektroforezde géruniimi. M: Marker (100 bp); 1-6: Ergin
disi An. sacharovi izolatlari; 7: No DNA

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu
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Sekil 3. An. sacharovi nesillerine ait izolatlarin SCP-2 gen

bolgesi yoniinden PCR sonuglar:
PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu

An. sacharovi Nesillerinde SCP-2 Geninin Niikleotid
ve Amino Asit Sekans Karakterizasyonu Sonuclar1

Niikleik asit sekans karakterizasyonu ve filogenetik
analizi

Karakterizasyonu yapilan 14 izolata ait niikleotid sekanslarinin
hizalama analizlerinde 12’sinin %100 benzer oldugu, aym
niikleotid dizilimine sahip kalan 2 izolatin ise 183. bazda “T”
yerine “C” degisimi gosterdigi belirlenmistir. Elde edilen bu
verilerle karakterize edilen An. sacharovi SCP-2 sekanslari sirasiyla
TR_Ansacl_SCP-2 (GenBank aksesyon: OL957181) ve TR_
Ansac2_SCP-2 (GenBank aksesyon: OL957182) izolat adlariyla
GenBank veritabanina kayit edilmigtir. TR_Ansacl_SCP-2 ve
TR_Ansac2_SCP-2 sekanslar1 arasinda %0,5 genetik farklilik
saptanmugtir. Caligmada karakterize edilen An. sacharovi SCP-2
gen bolgesi sekanslariile GenBank veritabaninda kayith Anopheles,
Aedes ve Culex soylarindaki diger baz: tiirlere ait SCP-2 gen bolgesi
sekanslar kullanilarak olusturulan filogenetik agacta izolatlarin
tir ve soy bazli olarak kiimelenme gosterdigi ve monofiletik
yap1 sergiledigi gorilmiistiir (Sekil 4). Calismamizda karakterize
edilen An. sacharovi izolatlarinin Anopheles kimesi icerisinde
An. stephensi ve An. funestus’la birlikte alt kiime olusturdugu ve
bu tirlerin SCP-2 gen bélgesi sekanslarinin birbirine daha yakin
oldugu tespit edilmigtir. Anopheles soyu icersinde incelenen
tarlere ait SCP-2 sekanslarinin ortalama genetik farklilig: %10,45
belirlenmigtir.

SCP-2 geninin kodladig1 proteinin in-silico analiz
sonuclar1

Anopheles sacharovi SCP-2 geninin in-silico analizleri sonucu SCP-
2 gen sekanslar icerisinde belirlenen tek niikleotid degisiminin
amino asit diziliminde farklihga yol agmadigi goralmiistiir.
Anopheles sacharovi SCP-2 genin 216 bp gen diziliminin kodladig:
72 aa zincirinin ifade ettigi proteinin 7,915 kDa buyukliginde
oldugu, transmembran boélge icermeyip tamamen sitoplazmik
karakterde oldugu belirlenmistir (Sekil 5). SCP-2 geninin
aminoasit zinciri icerisinde 13 ve 18 aa uzunlugunda ve antijenik
skorlar1 da swrasiyla 1,089 ve 1,143 olan 2 antijenik bolge
bulundugu gérilmistir. flgili proteinin izoelektronik noktasinin
4,26 oldugu ve pH 7'de aktivasyon degerinin de -4,08 oldugu
tespit edilmigtir.

Anopheles sacharovi’de SCP-2 Geninin Ekspresyon
Analiz Sonuclar1

SCP-2 geninin qPCR amplifikasyon sonuclar1

An. sacharovi SCP-2 geninin ekspresyon analizlerii¢in dizayn edilen
qPCR primerli ile normalizasyon genleri Aktin ve ribozomal S17
i¢in primerlerin hem gelisim dénemleri hem de dokulardan izole
edilen total RNA izolatlarinda etkin olarak ¢ahstifi ve spesifik
melt pik gosterdikleri gorilmistir (Sekil 6).

Gelisgim donemlerinde SCP-2 geninin ekspresyon
analizi

SCP-2 geninin An. sacharovi gelisim dénemlerindeki ekspresyon
diizeyleri Sekil 7'de gosterilmistir. gPCR'de ekspresyon analizleri
sonucunda SCP-2'nin en yitksek ergin erkeklerde ifade oldugu
bunu sirasiyla ergin disi, L4, L3, L2, L1 ve pupa dénemlerinin
izledigi belirlenmigtir. Tam gelisim dénemleri arasindaki SCP-2
ekspresyon kat degisimi arasindaki farkhiliklar istatistiksel olarak
6nemli (p<0,05) bulunmustur.

Ergin disi dokularinda SCP-2 geninin ekspresyon
analizi

SCP-2 geninin An. sacharovi ergin disi tikritk bezi, orta bagirsak
(midgut) ve yag (fat body) dokularindaki ekspresyon dizeyleri
Sekil 8'de gosterilmistir. qPCR'de ekspresyon analizleri sonucunda
SCP-2’nin en yiiksek fatbody'de ifade oldugu bunu sirasiyla
midgut ve titkriik bezinin izledigi belirlenmigtir. Ergin disi
dokular1 arasindaki SCP-2 ekspresyon kat degisimi istatistiksel
olarak 6nemli (p<0,05) bulunmustur.

TARTISMA

SCP-2, her birinin sterol-baglayici alan tasidigs SCP-2, SCP-x,
SCP-like-2, SCP-like-3, 17f-hydroxysteroid dehydrogenase tip
IV, ve stomatin’i iceren SCP-2 gen ailesinin bir uyesidir (35).
SCP-2 geninin insan kromozom bandi 1p32.3'de yerlestigi ve 18
exon ve 123 amino asitten olustugu belirlenmigtir (36). SCP-x
veSCP-2'yi bir genin kodladigi ve SCP-x’in diger bir transkripsiyon
bolgesinden geldigi bilinmektedir. Her bir mRNA ortak bir C-
terminus yapisi gosteren bir prekiirsor 15 kDa pro-SCP-2 proteini
ve tiim-uzunlukta 58 kDa SCP-x proteinine transkribe olur.
58-kDa SCP-x kismi post-translasyonel modifakasyon gecirir
ve takiben tam fonksiyonel 13 kDa SCP-2 ve 46-kDa proteine
ayrilir (37). Agikca, 15-kDa pro-SCP-2’nin aktivitesi yoktur
ve tamamen post-translasyonel olarak iglenmesiyle bir 2-kDa
peptid ve bir matiir 13-kDa SCP-2 olusur (15). Guntimuze kadar
omurgali SCP-2 genlerinin bircok 6zelligi ortaya ¢ikarilmig olup,
SCP-2'nin inanlar, kurbagalar, zebra baliklari, képekler, tavuk
ve fareler arasinda evrimesl olarak yiiksek dizeyde korunmus
oldugu belirtilmektedir (36). Omurgalilarda SCP-2'nin sterol
metabolizmas: ve steroid biyosentezinin 6nemli bir bileseni
oldugu gosterilmistir (37,38). Ayrica omurgalilarda SCP-2'nin
kolesterol, doymus asitler ve doymus acyl CoA’a baglandig:
da tespit edilmigtir (37,39). Ayrica SCP-2’nin mitokondride
kolesterolun steroidlere déndiriilmesini mitokondri icine girisi
artirarak hizlandirdig belirlenmistir (40,41). Buna ilaveten SCP-
2’nin mikrozom ve plazma membrani arasinda sterol déngistuni
artirdign (42), ve kolesterol veya steroid biyosentezine dahil olan
dokularda yiksek duzeyde SCP-2 ekspresyonu oldugu ortaya
ckarilmigtir (37,43).
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XM_041931498, An. merus

°XM_040366404, An. coluzzii

100} XM_040295160, An. arabiensis

XM_312778, An. gambiae

0X031310, An. nili (reversed)

TR_Ansac2_SCP2, OL957182

TR_Ansac1_SCP2, OL957181

100 CP032299, An. stephensi (reversed)
XM_049429487, An. funestus

XM_035927850, An. albimanus

100
XM_049681090, An. darlingi
AF539993, Cx. pipiens
80
80 XM_038262134, Cx. quinquefasciatus

XM_039588077, Cx. pipiens

XM_029857494, Ae. albopictus

100 XM_019706831, Ae. albopictus

AF539988, Ae. aegypti

Sekil 4. Calismada karakterize edilen An. sacharovi izolatlar1 (kirmizi kalin karakter) ile Anopheles, Culex ve Aedes soylarindaki diger bazi

tiirlerin SCP-2 gen sekanslarina gore filogenetik iliskisi. Nodelarin 6niindeki rakamlar 1000 boostrap destegini gostermektedir. Olcek
cizgisi bolgeye gore nitkleotid degisimini ifade etmektedir
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Sekil 5. Anopheles sacharovi SCP-2 amino asit sekans ve in-silico 6zellikleri

tizerinde SCP-2 genin metabolik yolaklar1 ve cesitli SCP-2
inhibitéri maddelerin sivrisinek gelisim parametreleri tizerine
etkisi temelinde sivrisinek kontrolii icin yenilik¢i yaklagimlarla

Insketler kolesterol biyosentez yolaginda énemli olan
enzimlerden yoksundur ve bu sebeple kolesterolun hiicre ve
dokularda sentezi i¢in uygun canlilar degildir (44). Bu faktor,

insektlerin viicut yapilar1 ve biiyiime hormanlar1 gibi énemli
biyobilesenler icin zorunlu olan kolesteroliin dig kaynaklardan
saglanmasimmi zorunlu kilmaktadir (45). Giinimiize kadar
Anopheles, Aedes ve Culex soylarindaki cesitli sivrisinek tiirleri

aragtirmalarin yapildig: gérilmektedir (46). Ancak SCP-2 geninin
farkl sivrisinek turlerinde molekiler yapisi ve gelisim dénemleri
ile ¢esitli viicut dokularindaki ifade duzeyleri tizerine arastirma
acig1 bulundugu dikkati cekmigtir. Gunimuze kadar Gen
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Sekil 6. SCP-2 geninin qPZR ekspresyon analizinde belirlenen amplifikasyon grafikleri ve SCP-2 ve normalizasyon genlerinin melt pik
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Sekil 8. SCP-2'nin An. sacharovi gelisim dénemlerindeki ifade diizeyleri (FB: Fat body, MG: Midgut, TB: Tiikriik bezi)

veritabani incelendiginde SCP-2 geninin cesitli Anophel es tiirleri
ile Cx, pipiens, Cx. quinquefasciatus ve Ae. albopictus turlerinin
genom ve/veya transkriptom calismalarinda anotasyonlandig:
gorilmektedir. Diger yandan GenBank veritabaninda direkt
SCP-2 geni tizerine odaklanan Cx. quinquefasciatus, Ae. aegypti
ve An. quadrimaculatus turleri icin gen sekanslar1 bulunmakta
olup bunlardan yalmzca Ae. aegypti izerine bir caligmanin
yaymnlandigi gériilmektedir (19). Mevcut bu veriler dikkate
alindiginda cesitli sivrisinek tiirlerinde SCP-2 geninin agik
okuma cercevesinin yaklasik 335 bp uzunlukta oldugu ve 110 aa

uzunlugunda bir proteini kodladig: gériilmektedir. Calismamizda
Maculipennis grubun en 6nemli tyelerinden biri olan ve P
vivax i¢cin en etkin vektérlerden birisi olan An. sacharovi i¢in
SCP-2 geni ilk kez karakterize edilmigtir. Yukarida bahsi gecen
mevcut sivrisinek SCP-2 gen sekanslar1 tizerinde yiirtttigimiiz
primer dizayni ¢alismalarinda SCP-2 gen bolgesi ORF sekansini
butin olarak cogaltan veya kapsayan bir fragmentin ¢cDNA
kalib: icerisinde ¢ogaltilmasi mimkin olmamigtir. Ancak ilgili
dizilimler icerisinde gerceklestirilen analizlerde diger Anopheles
tirleri ve diger soylardan tiirlere ait gen sekanslarn arasinda
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gerceklestirilen analizlerle korunmus bélgeler tespit edilmis ve
bu yénuyle de SCP-2 geninin degisken bolgeleri de iceren 216
bp fragmenti etkin olarak ¢cogaltilmigtir. SCP-2 gen boélgesi ORF
sekansi cesitli sivrisinek tirlerinde 110 aa uzunlugunda ve 12.3
kDa buyikligunde bir proteni ifade etmekte olup ¢calismamizda
cogalttigimiz gen fragmenti bunun icerisinde 76 aa uzunlugunda
ve yaklasik 8 kDa buyuklugiinde bir proteini ifade ettigi in silico
analizlerle gosterilmistir. Sivrisineklerde SCP-2 ORF amino asit
sekanslariin antijenite analizlerinde 5 antijenik bélge icerdigi,
karakterize ettigimiz An. sacharovi parsiyel amino asit sekansinda
diger turlerin sekans bélgeleriyle de 6rtiigen 2 antijenik bslgenin
bulundugu gérulmistiir. Ayrica An. sacharovi SCP-2 amino asit
sekansinin ifade ettigi proteinin diger sivrisinek tiirlerinde oldugu
gibi transmembran bélge icermedigi ve stoplazmik karakterde
oldugu dikkati cekmistir. Krebs ve Lan (19), karakterize ettikleri
Ae. aegypti SCP-2 amino asit sekansinin filogenetik analizinde,
SCP-2’'nin rat SCP-2’sine %30, memeli SCP-2’sinin sterol-transfer
domainine %46 benzerlik gosterdigini, ayrica insan genomunda
SCP-2-like geni (XM_115847.1) ile %50, An. gambiae (EAA08376)
ile %79 ve ti¢ Drosophila geni CG11151 (AE003493) ile de %25-
38 benzerlik gosterdigini belirtmislerdir. Ayrica arastinicilar
(19), SCP-2 gen sekansinin Ae. aegypti nesilleri icerisinde yiiksek
diizeyde korunmus oldugunu gostermislerdir. Benzer olarak
calisgmamizda sahadan izole edilmis olan ergin disi nesiller ve
bunlardan elde edilen jenerasyonlardan alinan érnekleri iceren
toplam 14 izolata ait SCP-2 niikleotid sekanslarinin yiiksek
dizeyde korunmus oldugu, yalnizca 2 izolatta 183. bazda tek
niikleotid degisimi oldugu ancak bu degisiminde amino asit
sekansinda farkhiliga yol agmadigi ve tiim ziolatlarin homolog
amino asit dizilimi gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica ¢calismada
karakterize edilmis olan An. sacharovi SCP-2 niikleotid sekanslar1
ile GenBank veritabaninda mevcut sinirh sayida diger sivrisinek
tirlerine ait SCP-2 sekanslarimin filogenetik analizinde SCP-
2 sekanslarinin tir ve soy bazli olarak izolatlar1 monofiletik
kiumelere yerlestirdigi gorilmustur. Bu sonu¢ SCP-2 geninin
sivrisinek tiirleri icerisinde korunmus yap: sergiledigine dair
destekleyici kamit saglamigtir. Bunun yaninda SCP-2’nin
Anopheles tiirleri arasinda %10,45 oraninda genetik farklilik
gosterdigi, bu farklihgin Culex turleri ile yaklagik %23,0 Aedes
tirleri ile ise yaklagik %29’a ytkseldigi dikkati ¢cekmistir. Ayrica
SCP-2 gen bolgesi filogenetik analiz sonuglar1 An. sacharovi'nin
Anopheles turleri icerisinde An. stephensi’ye genetik olarak daha
yakin oldugunu géstermistir.

Bu c¢alismada ekspresyon analizlerinde SCP-2’nin An.
sacharovi'nin tum gelisim dénemleri ve ergin disilerin titkriik bezi,
orta bagirsak ve yag dokusunda farkhi dizeylerde ifade oldugu
gosterilmigtir. Omurgalilarin aksine insekt hiicreleri kolesteroli,
lipoproteinlerin reseptér aracili endositozu yoluyla orta bagirsak
ve yag doku arasinda transfer edemez (47). Hidrofobik yapisi
sebebiyle kolesterol, hazir olarak hiicre membraninin dis yuzeyi
icine dogru dagilir ve SCP-2 gibi proteinler ilgili molekiilleri
membrandan ayrigtirir ve depolanacaklar bélgeye ve metabolik
yolaklarina teslim eder (48). Ae. aegypti SCP-2 proteini
iizerine yapilan bir aragtirmada (21), SCP-2’'nin orta bagirsak
epitelinde sitozol icinde lokalize oldugu ve overekspresyon
sonucunda kolesterol seviyesinin yiikseldigi gosterilmistir.
Buna ilaveten, Ae. aegypti SCP-2 ekspresyonunun larval
beslenme déneminde orta bagirsakta yiiksek seviyede oldugu
gosterilmis (19), ve SCP-2’'nin kolesterolin déniigtiriilmesi
icin orta bagirsakta pyhtosterollerin iglenmesine dahil

oldugu belirtilmistir (35). Nitekim aragtirmamizda ergin disi
dokularinda gergeklestirdigimiz ekspresyon analizlerinde Ae.
aegyptide aragtirialarin (19) elde ettikleri bulgulara paralel
olarak orta bagirsakta SCP-2 ekspresyonu yitksek belirlenmis
ve titkritk bezine oranla yaklagik ti¢ kat daha yiiksek diizeyde
ifade oldugu belirlenmistir. Diger yandan ¢alismamizda ergin
disi dokularindan en yiksek ifade dizeyi yag dokusunda (fat
body) belirlenmis, SCP-2'nin titkrik bezi ve orta bagirsaktaki
ifade diizeyinden sirasiyla yaklagik 15 ve 5 kat daha yiiksek ifade
oldugu gérulmustiir. Bu sonug ergin digilerde SCP-2’nin yag
dokusunda kolesterol metabolizmasinin regiilasyonunda 6nemli
bir fonksiyona sahip olabilecegine dair kanitlar saglamigtir. Diger
yandan Krebs ve Lan (19), Northern ve dot blotting analizleri ile
gerceklestirdikleri ekspresyon analizlerinde 4. dénem Ae. aegypti
larvalarinda ortabagirsaga gore fatbody deigeren viicut duvarinda
SCP-2'nin ifade diizeyini olduk¢a disitk belirlemiglerdir. Bu
sonug da géz éntine alindiginda sivrisineklerin gelisim dénemleri
boyunca kolesterol metabolizmasinin regiilasyonunda bagirsak
epiteli digindaki organ ve dokularda da SCP-2’nin énemli bir
fonksiyona sahip olabilecegi hipotez edilebilir. Calismamizda
ayrica An. sacharovinin tuim gelisim dénemlerinde SCP-2'nin
ekspresyon diizeyleri analiz edilmis olup en yiiksek ifade dizeyi
ergin erkeklerde oldugu bunu sirasiyla ergin disi, L4, L3, L2,
L1 ve pupa dénemlerinin izledigi belirlenmistir. Krebs ve Lan
(19), Ae. aegypti uizerinde gerceklestirdikleri SCP-2 ekspresyon
analizlerinde metodoloji ve yéntem farkli olmakla birlikte
calismamizda elde edilen sonuca paralel olarak 4. dénem
larvadan pupaya geciten sonra SCP-2 ifade diizeyinin olduk¢a
distiguni belirtmislerdir. Arastiricilar (19), pupadan ¢kan
ilk giin disi ve erkeklerde SCP-2’'nin esit diizeyde eksprese
oldugunu ancak 7. giinde yalmzca disilerde saptanabilir diizeyde
transkripsiyon gézlemlediklerini belirtmigler, protein diizeyinin
ise her iki cinsiyet i¢in de saptanabilir oldugunu kaydetmiglerdir.
Calismamizda SCP-2 ekspresyonu gen dizeyinde spesifik gPCR
analizleri ile gerceklegtirilmis olup insektaryumda yetistirilen ve
%10 sekerli su ile beslemeleri saglanan ergin erkeklerde disilere
oranla yaklagik 3,5 kat daha yiiksek ifade duizeyi saptanmustir. Bu
sonug ergin erkek bireylerin kolesterol metabolizmasinda SCP-2
aracili regiilasyonun ¢ok daha yiiksek olabilecegine dair kanitlar
ortaya ¢itkarmig olmakla birlikte bu hipotezin ilgili transkripsiyon
ve protein sentez vyolaklar1 tzerine detayli c¢aligmalarla
aydinlatilmas: gerektigi diigtintlmistir.

SONUC

Bu calisma ile vektér potansiyeli yiksek olan An. sacharovi igin
kolesterolin hidrofilik ortama taginmasinda ve metabolize
olmasinda en énemli proteinlerden birisi olan ve bu yéniiyle de
ozellikle yeni biyoteknolojik ila¢ yaklasimlar: i¢in énemli bir
hedef olarak nitelenen SCP-2’yi eksprese eden gen bolgesi ilk
kez karakterize edilmis ve ilgili sivrisinegin gelisim evreleri ve
dokularindaki ekspresyonel farkliiklar ortaya konulmustur.
Galisma ile SCP-2'nin farkh sivrisinek tiirlerinde genetik yapis
ve ¢esitliligi tizerine mevcut bilgi birikimine katk: saglanmis ve
ozellikle Anopheles soyu icerisinde korunmus yapisi ile SCP-2'nin
bu soy icerisindeki tiirlere kars: gelistirilecek yenilik¢i miicadele
yaklagimlarinda hedef bir protein olarak kullanilabilecegine dair
destekleyici kanitlar saglanmisgtir.
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