1Z9] e101{0(

BARY[OY] UBYIIS

T.C.
ERCIYES UNIiVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
VETERINERLIK MiKROBIYOLOJI ANABILIM DALI

KOPEKLERDE CANINE DISTEMPER ViRUS ENFEI_(SiYO;}IUNUN .
ARASTIRILMASI, VIRUSA KARSI MONOKLONAL ANTIKOR URETIMI VE
ANTIJEN ELISA GELISTIRILMESI

Hazirlayan
Serkan KOKKAYA

Danisman )
Do¢. Dr. Ayse GENCAY GOKSU

Doktora Tezi

Kasim 2024
KAYSERI




T.C.
ERCIYES UNIiVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
VETERINERLIK MiKROBIYOLOJI ANABILIM DALI

KOPEKLERDE CANINE DISTEMPER VIRUS
ENFEKSIYONUNUN ARASTIRILMASI, VIRUSA KARSI
MONOKLONAL ANTIiKOR URETIMI VE ANTIJEN ELISA
GELISTIRILMESI

Doktora Tezi

Hazirlayan
Serkan KOKKAYA

Danmisman )
Doc¢. Dr. Ayse GENCAY GOKSU

Bu tez Erciyes Universitesi Bilin}sel Arastirma Projeleri Birimi TDK-
2022-12061 kodlu proje ve TUBITAK 1002-B tarafindan 120061
kodlu proje ile desteklenmistir.

Kasim 2024
KAYSERI



BILIMSEL ETiGE UYGUNLUK

Bu caligmadaki tiim bilgilerin, akademik ve etik kurallara uygun bir sekilde elde
edildigini beyan ederim. Ayni1 zamanda bu kural ve davranislarin gerektirdigi gibi, bu
caligmanin 6ziinde olmayan tiim materyal ve sonuglar1 tam olarak aktardigimi ve

referans gosterdigimi belirtirim.

Ad1 Soyadr: Serkan KOKKAYA

Imza:



YONERGEYE UYGUNLUK ONAYI

“’Kopeklerde Canine Distemper Virus Enfeksiyonunun Arastirilmasi, Virusa
Kars1 Monoklonal Antikor Uretimi ve Antijen ELISA Gelistirilmesi>’ adli Doktora

tezi, Erciyes Universitesi Lisansiistii Tez Onerisi ve Tez Yazma Ynergesi’ ne uygun

olarak hazirlanilmistir.

Tezi Hazirlayan Danisman

Aras. Gor. Serkan KOKKAYA Do¢. Dr. Ayse GENCAY GOKSU

Anabilim Dah Baskam

Prof. Dr. Fuat AYDIN



KABUL VE ONAY

Do¢. Dr. Ayse GENCAY GOKSU danismanliginda Aras. Gor. Serkan KOKKAYA
tarafindan hazirlanilan ‘‘Kopeklerde Canine Distemper Virus Enfeksiyonunun
Arastirllmasi, Virusa Karsi Monoklonal Antikor Uretimi ve Antijen ELISA
Gelistirilmesi’’ adl1 bu ¢alisma jiirimiz tarafindan Erciyes Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii  Veteriner Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda Doktora tezi olarak kabul

edilmistir.

JURI iMzZA

Danisman: Dog. Dr. Ayse GENCAY GOKSU ...

Uye: Prof. Dr. Hakan BULUT ...

Uye: Prof. Dr. Kezban CAN SAHNA e

Uye: Prof. Dr. Onder DUZLU

Uye: Dr. Ogr. Uyesi Ibrahim SOZDUTMAZ e,

ONAY:

Bu tezin kabulii Enstitii Yonetim Kurulunun .............. tarthive ................. sayili

karar1 ile onaylanmuistir.

Prof. Dr. Bilal AKYUZ



TESEKKUR

Doktora egitimim boyunca ve tez caligmasinin tamaminda bana destek olan, fikir veren
ve karsilastigim problemlerin ¢6ziilmesinde yardimei olan danismanim Dog. Dr.

Ayse GENCAY GOKSU hocama,
Egitimim siiresince destek olan Dr. Ogr. Uyesi ibrahim SOZDUTMAZ hocama,

Ayrica doktora egitimine basladigim yalnizca ilk yi1lda beraber calisabilmemize ragmen

daha sonra da her zaman destek olup yanimda olan Dr. Engin BERBER hocama,

Tez calismalart siiresince desteklerini esirgemeyen Tez Izleme Komitesi iiyesi Saym

Prof. Dr. Onder DUZLU hocama,

Saha 6rneklerin toplanmasinda desten olan Dr. Ogr. Uyesi Gencay EKINCI ve Dr.
Ogr. Uyesi Emre TUFEKCI basta olmak iizere tim I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali

Ogretim tiyeleri ve 6grencilerine,

Calismalarimda destek olan Viroloji Anabilim Dali doktora 6grencisi Muhammed Arif
TOY ’a, lisans 6grencisi Hatice Eylill AKKUBAK ’a

Bu doktora tez ¢alismasinin temeli Monoklonal antikor "un kasifleri olan Nobel 6diillii

César MILSTEIN ve Georges J. F. KOHLER’ e,

Bu calisma, Erciyes Universitesi Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Birimi (BAP) TDK-2022-12061 kodlu proje ve Tirkiye Bilimsel ve Teknolojik
Aragtirma Kurumu (TUBITAK) tarafindan 1240061 numarali proje ile desteklenmistir.
Projeye verdigi destekten otiirii ERU BAP ve TUBITAK’ a,

Egitim hayatim boyunca fedakarlik gosteren, desteklerini hi¢gbir zaman eksiltmeyen

anneme ve kardeslerime,

Kendisini tanidigim giinden itibaren her kosul ve sartta yanimda olan esim Seyma

KOKKAYA’ ya,

tesekkiir ederim.



KOPEKLERDE CANINE DISTEMPER VIiRUS ENFEKSIYONUNUN
ARASTIRILMASI, VIRUSA KARSI MONOKLONAL ANTIiKOR URETIiMi VE
ANTIJEN ELISA GELISTIiRILMESI
Serkan KOKKAYA

Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Veteriner Mikrobiyoloji Anabilim Dah
Doktora Tezi, Kasim 2024
Damisman: Dog. Dr. Ayse GENCAY GOKSU

OZET

Kopek genglik hastaligi Canidae ailesi (kopek, ¢akal, kurt) olmak iizere Ursidae (dev
panda), Ailuirdae (kirmizi panda), Mustelidae (ferret, mink), Felidae (aslan, leopar) gibi
bir¢ok aileyi etkileyen tiim diinyada olduk¢a yaygin viral bir hastaliktir. Yavru kopekler
basta olmak iizere tiim yas gruplarinda goriilebilmektedir. Solunum basta olmak iizer
karisik bir klinik belirti gosterir. Hastalik etkeni Canine distempervirus (CDV) olup
Paramyxoviridae ailesinden Morbillivirus genusu igerisindedir.

Bu c¢alismada CDV siipheli kopeklerden ornekler alinarak virusun varliginin
arastirilmasi, hiicre kiiltlirinde virusun izolasyonu, virusa karsi monoklonal-poliklonal
antikor treterek antijen-ELISA gelistirilmesi amaglanilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda
Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Egitim ve Arastirma ve Uygulama
Hastanesi’ne getirilen CDV siipheli 40 farkli kopekten kan ve swab ornegi alinmistir.
RT-PCR ile dogrulanan 6rnekler MDCK hiicre kiiltiirinde ekim yapilarak virus izole
edilmigtir. Daha sonra BALB/c disi fareler inaktif viruslar ile immunize edilerek
hibridoma teknolojisi ile monoklonal antikorlar iiretilmistir. Ayni zamanda Yeni
Zelanda 1rk1 tavsanlar yine inaktif virus ile immunize edilerek poliklonal antikorlar
iiretilmistir. Uretilen monoklonal antikor HRP enzimi ile isaretlenerek gelistiren ELISA
testinde konjugat olarak kullanilmistir.

Bu tez calismasinda kopek genglik hastaligi stipheli kopeklerden 6rnekler toplanilarak
RT-PCR yontemi ile dogrulama yapilmistir. 40 farkli kopekten 6rnek toplanilarak 29
(%72.5) adedi pozitif olarak dogrulanmustir. Orneklerin Klinik bulgusuna gére genel
tablosuna bakildiginda; hayvanlarin 25’1 (%62.5) solunum yolu belirtili, 6’s1 (%]15)
sinirsel belirtili, 9’u (%22.5) ise Karisik (solunum+sinirsel) belirtili olarak bulunmustur.
RT-PCR sonucuna gore ise; solunum problemi olan 20 (%68.96), sinirsel problemi olan
3 (%10.34), kanisik klinik tablo gosteren 6 (%20.68) olarak elde edilmistir. Yine RT-
PCR ile, yiiksek ates belirtileri (>38.5°C) gosteren 7 kopegin 6’s1 pozitif ¢ikarken, atesi
normal olan 33 kdpegin 23’ii pozitif olarak degerlendirilmistir. Orneklerin alindig1 40
kopegin yast 15’1 (%37.5) 0-6 aylik, 11’1 (%27.5), 8’1 (%20) 12-24 aylik ve 6’s1 (%15)
>24 ay olarak kaydedilmigstir. RT-PCR testine gore bu yas araliklarinda pozitif kopek
sayist sirasiyla; 14 (%48.27), 7 (%24.13), 5 (%17.24) ve 3 (%10.34) olarak
bulunmustur.

Pozitif 6rnekler MDCK hiicresine adsorpsiyonlu yontemle ekim yapilarak CPE
(sitopatik etki, cytopathic effect) yoniinden giinliikk olarak ters mikroskop altinda
incelenilmis ve 8. gilinden itibaren yuvarlaklasma ve vakuol seklinde CPE’ler
goriilmiistiir. RT-PCR ile dogrulanan ornek tekrarli ekimlerle MDCK34388 izolati
olarak ¢ogaltilmistir ve monoklonal-poliklonal antikor iiretimi i¢in kullanilmistir. Fare
izolasyonu sonrasi flizyona girilmis ve alt diliisyon ve pasajlamalar sonucunda 1G10-
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1A monoklonal antikoru elde edilerek Protein A ile saflastirilmistir ve Western blot
yontemi ile CDV F proteinine karst monoklonal antikor oldugu tespit edilmistir. Daha
sonra HRP enzimi ile isaretlenerek gelistirilen Antijen ELISA testinde konjugat olarak
kullanilmistir. Antijen ELISA testi sandvi¢ ELISA test yontemi seklinde tasarlanarak
poliklonal ve monoklonal antikorlarin ayri ayri optimizasyonlart yapilmistir. Antijen
ELISA optimizasyon sonucunda 1/200 ve 1/400 oraninda konjugat; 1/1000, 1/2000 ve
1/3000 oranlarinda poliklonal antikor pozitiflik goriilmiistiir.

Sahadan toplanan 6rnekler ve farkli zamanlarda izole edilen 11 farkli izolat pozitif
olarak, ayrica 40 farkli Ornekte negatif olarak gelistirilen antijen ELISA testi ile
arastirilmis ve gelistirilen ELISA testinin spesifite ve sensitivitesi hesaplanilmistir. Bu
sonuca gore; 36 gercek pozitif, 5 yanlis negatif, 4 yanlis pozitif, 35 gercek negatif tespit
edilmistir ve sensitivitesi %90, spesifitesi %87.5 belirlenilmistir. Ayrica yapilan
istatistiksel analiz sonucu pozitif tahmin degeri %87.8, negatif tahmin degeri ise
%89.74 olarak belirlenilmistir. Fisher’s Exact test yontemine gore ise p degeri anlaml
(p<0.05) gikmustr.

Bu sonuglar bolgemizde yaygin olan kopek gencglik hastaliginin hazir test kitleri ve RT-
PCR yontemleri ile birlikte gelistirilen antijen ELISA testinin CDV’ nin tespitinde
kullanilabilecegini gostermistir.

Anhtar kelimeler: Canine distempervirus; Monoklonal antikor; Hibridoma teknolojisi;
ELISA,; Poliklonal antikor
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INVESTIGATION OF CANINE DISTEMPER VIRUS INFECTION IN DOGS,
PRODUCTION OF MONOCLONAL ANTIBODIES AGAINST THE VIRUS,
AND DEVELOPMENT OF ANTIGEN ELISA

Serkan KOKKAYA

Erciyes University, Institute of Health Sciences
Department of Veterinary Microbiology
PhD Thesis, November 2024
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ayse GENCAY GOKSU

ABSTRACT

Canine Distemper is a widespread viral disease affecting various animal families,
including Canidae (dogs, jackals, wolves), Ursidae (giant pandas), Ailuridae (red
pandas), Mustelidae (ferrets, minks), and Felidae (lions, leopards). While it can affect
animals of all ages, puppies are particularly susceptible. The disease primarily manifests
with respiratory symptoms, though it can present a mix of clinical signs. The disease
agent is Canine distempervirus (CDV) and is in the Morbillivirus genus of the
Paramyxoviridae family.

This study aimed to investigate the presence of CDV in suspected dogs, isolate the virus
in cell culture, and develop an antigen-ELISA using monoclonal and polyclonal
antibodies. Blood and swab samples were collected from 40 dogs with suspected CDV
at Erciyes University's Veterinary Medicine Faculty Hospital. RT-PCR-confirmed
samples were cultured in MDCK cells for virus isolation. BALB/c female mice and
New Zealand rabbits were immunized with inactivated viruses to produce monoclonal
and polyclonal antibodies, respectively. The monoclonal antibody was labelled with
HRP enzyme for use in the ELISA test.

Of the 40 sampled dogs, 29 (72.5%) tested positive for CDV. Clinical findings showed
62.5% with respiratory symptoms, 15% with nervous symptoms, and 22.5% with mixed
symptoms. RT-PCR results revealed that 68.96% had respiratory issues, 10.34% had
neurological problems, and 20.68% presented mixed clinical pictures. Most positive
cases were found in dogs aged 0-6 months (48.27%).

Positive samples were cultured on MDCK cells with the adsorption method and
examined daily under an inverted microscope for CPE. CPEs in the form of rounding
and vacuoles were observed starting from the 8th day. The MDCK34388 isolate was
used for monoclonal-polyclonal antibody production. The 1G10-1A monoclonal
antibody was developed and confirmed with Western blot to target the CDV F protein.
An antigen ELISA test was optimized using both monoclonal and polyclonal antibodies.
Samples collected from the field and 11 isolates isolated at different times were
screened as positive, and 40 different samples as negative with the antigen ELISA test
developed. According to this result, 36 true positives, four false negatives, five false
positives, and 35 true negatives were detected. The sensitivity of the developed antigen
ELISA test was determined as 90% and the specificity as 87.5%. In addition, the
positive predictive value was determined as 87.8% and the negative predictive value as
89.74% as a result of the statistical analysis. According to Fisher’s Exact test method,
the p-value was found to be significant.
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These findings suggest that the developed antigen ELISA test, alongside existing test
kits and RT-PCR methods, can be effectively used for CDV detection in our region.
Key Words: Canine distempervirus; Monoclonal antibody; Hybridoma technology;

ELISA; Polyclonal antibody
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1. GIRIS ve AMAC

Kopek genglik hastaligi (Canine distemper, CD), kopeklerde oldukea yiiksek morbidite
ve mortaliteye neden olan, tiim diinyada yaygin olarak goriilen viral bir hastaliktir.
Ozellikle asilanmamis yavru kopeklerde solunum, sindirim ve sinir sistemlerini
multisistemik olarak etkileyebilmektedir. Asilar ile kontrol énemli olmasina ragmen
cografi bolgelere gore degisen H genine bagh gerceklesen mutasyonlardan kaynakli
suslart bulunmaktadir. Bu durum sonucunda kopeklerde Kuduz hastalifindan sonra en
yaygin goriilen ikinci hastalik 6zelligi tasimaktadir (Deem ve ark., 2000). Bu baglamda,
kopek genclik hastaligina karsi yeni ve etkili teshis ve tedavi yoOntemlerinin

gelistirilmesi 6nem arz etmektedir.

Monoklonal antikorlar (mAb) hedeflenen antijenin epitop bolgesine yiiksek 6zgiilliik ile
baglanabilen, laboratuvar ortaminda iiretilmesi miimkiin olan spesifik antikorlardir.
1970’lerde (Kohler ve Milstein, 1975) gelistirilen ilk mAb’ lardan sonra giinlimiize
kadar kanser, bakteriyel ve viral hastaliklar olmak iizere bir¢ok alanda teshis ve tedavi

yontemleri olarak kullanilmaktadir.

ELISA antijen-antikor reaksiyonuna dayanan mAb’lar ile ayni tarihlerde gelistirilmis
olan bir laboratuvar teshis yontemidir. Hastaliklarin teshislerinin yani sira, antikor
taramalari ile asilarin etkinligi, hastaligin yayginlhigi gibi bircok epidemiyolojik alanda

kullanilmaktadir.

Bu calismanin amaci; kdpeklerde CDV’ nin varligin1 arastirmak, sahadan elde edilen
ornekleri hiicre kiiltiirlinde ¢ogaltip izolata karst mAb iiretmek ve virusa karsi antijen
ELISA gelistirmektir. Bu baglamda, mAb iiretip at turpu peroksidaz (Horse radish
peroksidaz; HRP) enzimi ile isaretlemek, pAb firetip yakalayici antikor olarak

kullanmak, istatistiksel hesaplamalar ile ¢alismay1 sonlandirmak hedeflenilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kopek Genglik Hastahg

Kopek gencglik hastalign (KGH) basta kopekler olmak iizere yaklasik 20 alt tiiri
etkileyen bir hastaliktir. 1700’ li yillara kadar varlig1 bilinmekle birlikte hastaligin ilk
bildirisi 1746 yilinda Ispanya’da olmustur (Blancou, 2004). ilk defa Carre tarafindan
etkenin virus oldugu bildirilmesine ragmen hastalik etkeninin virus oldugu 1926 yilinda
ispatlanmistir (Laidlaw ve Dunkin, 1926). Kopek genglik hastaliginin Kuduzdan sonra
kopekler igin ikinci 6liimciil hastalik oldugu disiiniilmektedir (Deem ve ark., 2000).
Distemper kelime anlami olarak Ingilizcede ruh halinin (mizahin) dengesinin bozulmas:
anlamina gelen ‘distemperen’’ kelimesinden ve ayrica Latince ‘‘dis’’ ve ‘temperare’’
kelimelerinden olusmus ‘‘diizgiin karismamak’’ anlaminda da tiiretilmistir (Nandita,

2016). Ayrica hastalik hardpad disease olarak da bilinmektedir (Terio ve Craft, 2013).
2.1.1. Etiyoloji

KGH etkeni, Morbillivirus canis’tir. Uzun yillardir Canine distempervirus olarak
adlandirilan hastalik etkeni 2016 yilinda Canis morbillivirus, 2022 yilinda ise
Morbillivirus  canis olarak yeniden adlandirilmistir (ICTV, 2024). CDV,
Paramyxoviridae ailesinde bulunup bu ailede Avulavirinae, Metaparamyxovirinae
Orthoparamyxovirinae ve Rubulavirinae alt aileleri bulunmaktadir. CDV
Orthoparamyxovirinae alt ailesinde bulunup bu alt ailede Aquaparamyxovirus,
Ferlavirus, Henipavirus, Jeilong virus, Morbillivirus, Narmovirus, Respirovirus, ve

Salemvirus olmak iizere 8 adet genus bulunmaktadir.

Morbilliviruslar hem insanlar i¢in hem de hayvanlar i¢in olduk¢a Onemli virus
gruplarim1 igermektedir; Kizamik virusu (Morbillivirus hominis), Sigir vebasi virusu
(Morbillivirus pecoris), Kiigtik ruminant vebasi virusu (Morbillivirus caprinae), Kedi

morbillivirusu (Morbillivirus felis), Fokgillerin morbillivirusu (Morbillivirus phocae)



ve Deniz memelilerinin morbillivirusu (Morbillivirus ceti) bu genusun diger tyeleridir
(ICTV, 2024). Canine distempervirus' un taksonomik siniflandiriimasi (ICTV, 2024)
Tablo 2.1. de bildirilmistir.

Tablo 2.1. Canine distempervirus' un taksonomik siniflandirilmasi (ICTV, 2024).

Taksonomik Simif Taksonomik Isim
Alem Riboviria

Krallik Orthornavirae

Sube Negarnaviricota

Alt Sube Haploviricotina

Sinif Monjiviricetes

Dizi Mononegavirales

Aile Paramyxoviridae

Alt Aile Orthoparamyxovirinae
Genus Morbillivirus

Tiir Morbillivirus canis (Canine distempervirus)

2.1.2. Virion Ozellikleri
Morfoloji

Morbilliviruslar genetik olarak birbirlerine benzerler. Morfolojisi, genleri ve transkribe
ettikleri proteinleri benzerdir. Virus ¢ap1 150-300 nm arasinda degismekte olup, helikal
bir niikleokapsid ve onu ¢evreleyen bir zarf morfolojisine sahiptir (Pardo ve ark., 2005;
Rendon-Marin ve ark., 2019). Bu nedenle de deterjanlara, UV 1sinlarina ve gevre
kosullarina kars1 oldukca hassastir ve hizlica inaktif olurlar (Yesilbag, 2017). Sekil 2.1.

de virionun morfolojisi verilmistir.
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Sekil 2.1. Morbillivirus canis’ in sematik gosterimi. (Viralzone, 2024)

Niikleik asit

CDV genomu 15690 baz niikleik asite sahiptir. Nikleik asiti tek iplik¢ikli (single
strand, ss) RNA olup, negatif polariteli ve segmentsizdir (MacLachlan ve ark., 2016)

Proteinler

Morbillivirus canis, 6 yapisal ve 2 yapisal olmayan protein olmak iizere toplam 8
proteine sahiptir. Yapisal proteinler; hemaglutinin (H), flizyon (F), Niikleokapsid (N),
Matrix (M), Polimeraz (L) ve Fosfoprotein (P)’dir. Yapisal olmayan proteinler ise P
proteini geni tarafindan kodlanan C ve V proteinleridir (Sekil 2.2.) Her bir proteinin

kendine 6zgili molekiiler agirlig1, amino asit sayis1 bulunmaktadir (Tablo 2.2.).
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Sekil 2.2. CDV proteinleri. (ViralZone, 2024)




Tablo 2.2. CDV protein ve genlerinin Ozellikleri. Kullanilan gen 6zellikleri
GenBankID: NC 001921.1 referans susundan alinmistir.

UniProt Veri

Protein I;i;l;:fotit g\;;i?loaSit Zlgoll:ﬁ(gi:l?];a) tabam Protein
Numarasi

N protein 108-1679 523 58139 P04865

P protein 1801-3324 507 54349 AOAG6B7FIL1

M protein 3432-4439 335 37774 P06943

F protein 4935-6923 662 72971 P12569

H protein 7079-8893 604 67988 P24306

L protein 9030-15584 2184 248190 P24658

Niikleokapsid Protein (N)

Paramyxoviruslarin RNA’s1 ¢iplak degildir ve N proteini ile kaplanmigtir (Gassen ve
ark., 2000). N protein geni 15690 bazlik virusun 108-1679 niikleotitleri arasinda
bulunur (GenBankID: NC 001921.1 referans sus). Ayrica protein 523 aminoasitten
olusup molekiiler agirligr ise 58139 Dalton (Da)’dur (UniProt, P04865). N proteini
replikasyon sirasinda ilk transkribe edilen proteindir. Paramyxoviruslarda N proteini
temelde katlanmis bir yap1 Neore ve diiz bir kuyruk olan Ni; olmak iizere iki yapidan
olusur. Ncye daha ¢ok RNA’nin oligomerizasyonundan ve niikleokapsidin ana
govdesinden sorumlu iken, N polimeraz kompleksinden sorumludur (Bloyet, 2021).
Bunun yan1 sira N, niikleokapsidden ¢ikint1 yaparak hiicresel proteinlerle etkilesime

girebilir (Iwasaki ve ark., 2009).

N proteininin RNA’ya sarmal bir sekilde baglanmasi, viral mRNA'nin komplementer
genomik RNA’ya baglanmasini en aza indirme ve niikleazlarin etkisinden korunmasini
saglamasi gibi bircok etkisi bulunmaktadir. Ayrica yeni olusan niikleokapsidlerin
tomurcuklanan virionlarin igerisine assembly’sinde rol aldigi diisiiniilmektedir (Liu,
2014). Bunlarin diginda ise diger viral yapilarin eksikliginde N proteini kendi kendine
birlesme 6zelliginden dolay1 niikleokapsid benzeri yap1 olusturabilir (Bloyet, 2021; Liu,
2014).



CDV’ nin otofaj1 ilizerine yapilan bir ¢aligmada ise UV ile inaktive edilen virusta N
proteininin mTOR (mammalian Target of Rapamycin)’a bagh bir sekilde otofajiyi
indiikledigi goriilmiistiir. Boylece viral replikasyonu kolaylastirdigi kanitlanmigtir

(Chen ve ark., 2023).
Fosfoprotein (P)

P proteini, N proteini ile birlikte RNA’nin kapsiillenmesi i¢in gereklidir ve RNA
polimeraz enziminin 6nemli bir bilesenidir (Devaux ve Cattaneo, 2004; Horikami ve
ark., 1992). P protein geni 1801-3324 niikleotitleri arasinda bulunur (GenBankID:
NC 001921.1 referans sus). Ayrica 507 aminoasitten olusup molekiiler agirligr ise
54349 Da’ dir (UniProt AOA6B7FIL1). P proteinin C terminal ucu L proteini ve N
proteini ile baghdir. Bu {i¢ protein essiz bir RNA kompleksi olusturur
(Ribonucleoprotein, RNP) ve mRNA transkripsiyonu i¢in 6nemlidir (MacLachlan ve
ark., 2016).

P proteini replikasyondan sorumlu olmayan ama konak¢1 immun sisteminden kagmada
etkili olan ve yapisal olmayan C ve V protein genlerini sentezler (Tao ve ark., 2020). V
protein RNA editlemede birlikte transkribe ederken, agik okuma cergevesi (open
reading frame, ORF) {izerinde sunulur (Gassen ve ark., 2000). Yapilan bir ¢caligmada V
proteininin virusun lenfositlerin etkinligini azaltarak replikasyonunu destekledigi, C
proteinin ise enfeksiyonun daha sonraki asamalarinda goérev aldigi gosterilmistir
(Messling ve ark., 2006). V proteini niikleer faktor kappa B’ yi (NF-xB) aktive ederek
ve tip 1 ve 2 interferonlar1 inhibe ederek dogustan gelen bagigiklik sisteminin tepkisini
de bastirmaktadir (Chinnakannan ve ark., 2013; Schuhmann ve ark., 2011) . Ayrica
Devaux ve Cattaneo ise C proteininin assembly isleminde ve infektivitede rol aldigini

gostermislerdir (Devaux ve Cattaneo, 2004).
Matriks Protein (M)

Paramyxoviruslarda M proteini olduk¢a bol bulunur ve plazma membrani ile iliskilidir.
M protein geni 3432-4439 niikleotitleri arasindadir (GenBankID: NC _001921.1 referans
sus). Ayrica 335 aminoasitten olusup molekiiler agirligi ise 37774 Da’dir (UniProt
P06943).



M proteini sitoplazmada sentez edildikten sonra viral replikasyon da goérev alir. Ayni
zamanda assembly’de de 6nemli rol oynamaktadir. (Bringolf ve ark., 2017; Iwasaki ve
ark., 2009). M proteini RNP ile iligkili olup onu viral zarfa baglayarak virus

partikiillerinin sagilmasinda 6nemlidir (Tao ve ark., 2020).

Kizamik virusu iizerine yapilan bir ¢alismada M proteininin inaktivasyonu sonucu

virusun persiste olabilecegi diisiiniilmektedir (Liu, 2014).
Fiizyon Protein (F)

F protein viral zarfin ylizeyinde bulunup flizyonda goérev almaktadir. Bu flizyon
sayesinde de replikasyon sonrasi genelde dev hiicreler (sinsityumlar) olusur (Martella
ve ark., 2008). F proteini geni 4935-6923 niikleotitleri arasinda bulunur (GenBankID:
NC 001921.1 referans sus). Ayrica 662 aminoasitten olusup molekiiler agirligi ise
72971 Da’dir (UniProt P12569).

Fiizyon proteini ¢ogu Paramyxoviruslarda sinif 1 glikoprotein yapisindadir ve bu sinifta
retroviruslar, filoviruslar, orthomyxoviruslar ve coronaviruslar bulunmaktadir (Colman

ve Lawrence, 2003).

Morbilliviruslarin F proteini yiiksek oranda benzerlik gostermektedir. F proteini F1 ve
F2 olarak alt iinitelere ayrilmis olup, ayrilma bolgesi tim Morbilliviruslarda ayn1 amino
asit dizilimine (R-R-H-K-R) sahiptir (Lee ve ark., 2010; Morrison, 2003). F
protomerleri baslangi¢ta uzun ve inaktif onciiler olarak sentezlenir. Trimerik fiizyona
uygun disiilfiir baglar1 iceren F1 ve F2 alt birimlerini elde etmek i¢in, Golgi aygitindaki
furin proteazlan tarafindan boliinmeleri gerekir. Trimerik F kompleksleri, genellikle
yar1 kararli olan prefiizyon konformasyonu olarak adlandirilir. Iyi karakterize edilmis F
protomerleri, (i) bir N-terminal sinyal peptiti, (ii) N- ve C-terminal yedili tekrar (HRA
ve HRB) alanlari, (iii) bir transmembran bdlgesi ve (iv) bir C-terminal sitozolik
kuyruktan olusan fonksiyonel alanlar icerir. Bunlarin disinda proteolitik bdliinme
sonucunda, fiizyon peptidi (FP) olarak da bilinen yeni bir N-terminal hidrofobik bdlge
tiretilir (Lozada ve ark., 2021; Plattet ve ark., 2016).

Hemaglutinin Protein (H)

H proteini F proteini ile birlikte kapsid yilizeyinde bulunur ve glikoprotein yapisindadir.

Paramyxoviridae ailesinin bazilarinda (Respirovirus) H proteininin Norominidaz (N)

7



aktivitesi bulunmaktadir ve protein HN seklindedir. Henipavirus, Jeilongvirus ve
Narmovirus genusunun bazilarinda ise H veya HN seklinde degil sadece bir
glikoprotein (G) yapisindadir. Ancak Morbillivirus ve Narmovirus genusunun

bazilarinda N aktivitesi bulunmayip yalnizca H seklindedir (Rima ve ark., 2019).

H proteini kani aglutine etme 06zelligine sahiptir. N aktivitesi ise yeni virionlarin
hiicreden ayrilmasini saglar (karbonhidratlardan sialik asit reseptdrlerini ayirarak). G
proteininin ise hemaglutinin 6zelligi ve norominidaz aktivitesi bulunmayip yalnizca

reseptore baglanma 6zelligine sahiptir (EI Najjar ve ark., 2014).

H proteini geni 7079-8893 niikleotitleri arasinda bulunur (GenBankID: NC 001921.1
referans sus). Ayrica 604 amino asitten olusup molekiiler agirligi ise 67988 Da’dir

(UniProt P24306).

CDV H geni, tim Morbilliviruslar icerisinde en yiiksek degiskenlige sahip gendir
(Pomeroy ve ark., 2008). CDV’ nin bir¢ok filogenetik analizi H geni ile yapilmistir.
Becker ve ark. eger tam sekanslama yapilamayacaksa filogenetik analizinde en uygun
genin H geni oldugunu in siliko analizlerle belirlemislerdir (Becker ve ark., 2023). von
Messling ve ark. tarafindan fiizyon reaksiyonu i¢in F proteininin yaninda H proteininin

de major belirleyici oldugunu gosterilmistir (von Messling ve ark., 2001).
Large Polimeraz Protein (L)

Paramyxoviridae ailesinde L protein en biiylik protein olma 6zelligine sahiptir. RNA
bagimli RNA polimeraz (RdRp) alani, poliriboniikleotid-transferaz alant (PRNT veya
capping alan1) ve metiltransferaz (MTase) alani olmak {izere {i¢ farkli korunmus
enzimatik alan barmdirir (Valle ve ark., 2020). L proteini 3’ ucuna poli-A kuyrugunun
eklenmesini ve metilasyonunu saglar (Green ve Luo, 2009; Liu, 2014). Large protein
viral RNA bagimli RNA transkriptaz aktivitesi (VRNAP) ile iligkilidir. N ve P
proteinleri ile birlikte RNP kompleksini olustururlar (von Messling ve ark., 2001). N
proteini RNA’ya bagli oldugu halde L proteini N-RNA kompleksine kofaktdr rolil
goren P proteini olmadan baglanamaz (Green ve Luo, 2009). RNP’ nin &zelligi ise
kompleks olusup sitoplazmaya gegis yaptiktan sonra viral enfeksiyon baglatmasidir
(Liang ve ark., 2015). L proteini geni 9030-15584 niikleotitleri arasinda bulunur
(GenBankID: NC 001921.1 referans sus). Ayrica 2184 aminoasitten olusup molekiiler
agirlig ise 248190 Da’ dir (UniProt P24658).



Bunun yani sira L proteinin C proteini ile baglandig1 goriilmistiir. Bu baglanma, RNA

sentezinin inhibisyonu ile iliskilendirilmistir (Liu, 2014).
2.1.3. Hiicre Kiiltiirii ve Virusun Kullandig1 Reseptorler

Morbilliviruslarin reseptor ¢alismalart ilk defa 1993 yilinda yapilmistir (Naniche ve
ark., 1993). Bu ¢alismada Human membran kofaktor proteine (CD46) kars1 gelistirilmis
olan monoklonal antikorun Kizamik virusu’ nun enfeksiyonunu inhibe ettigi gosterilmis
olup virusun CD46’y1 kullandig belirtilmistir. Ancak bu reseptorii virusun Edmonston
susunun kullandig1, vahsi tip viruslarin kullanmadigr gézlemlenmistir (Romanets-

Korbut ve ark., 2016).

CDV, replikasyon mekanizmasi i¢in temelde iki hiicre reseptorii kullanir; Signaling
Lymphocyte Activation Molecule (SLAM, CDI150) reseptorii ve Nectin-4 reseptorii
(CD46, poliovirus receptor-like protein 4 (PVRL4)) (von Messling ve ark., 2005;
Pratakpiriya ve ark., 2012). SLAM reseptorii genelde aktif T ve B lenfositleri,
makrofajlar ve dentritik hiicrelerin yiizeylerinde bulunurken epitelyal hiicrelerde
bulunmaz (Rendon-Marin ve ark., 2019). Nectin-4 ise polarize endotelyal hiicrelerin
apikal- bazolateral yiizeylerinde ve merkezi sinir sisteminde bulunur (Miihlebach ve
ark., 2011; Noyce ve ark., 2011). Merkezi sinir sisteminde Nectin-4’tin varligi
ozellikle koroid pleksusun epitelyal hiicrelerinde, meningeal hiicrelerde, noronlarda,
graniiler hiicrelerde ve purkinje hiicrelerinde bildirilmistir. Morbilliviruslar genelde
oncelikle SLAM reseptoriinii kullanarak hematopoetik hiicrelerini, daha sonra ise
Nectin 4 reseptorii kullanarak iist solunum yollarini ve diger hiicreleri enfekte ederler

(Siering ve ark., 2021) .

Lan ve ark. Onderstepoort susunu SLAM veya Nectin-4 reseptorleri olmaksizin Vero
hiicresine adapte etmeyi basarmiglardir (Lan ve ark., 2005). Bunun yani sira, ateniie
CDV’lerde lipoprotein reseptor iliskili proteinin (lipoprotein receptor-related protein 6,
LRP6) SLAM veya Nectin-4 reseptorii disinda fonksiyonel bir reseptor oldugu
gosterilmistir (Gradauskaite ve ark., 2023).

Virusun iiretilmesi i¢in genelde Vero ve MDCK hiicreleri kullanilmistir. Ancak bu
hiicrelere virusu adapte etmek genelde zor oldugu i¢in rekombinant teknoloji
kullanilarak SLAM ve Nectin-4 reseptorleri bir¢ok hiicre hattina transfekte edilerek

hiicre kiiltiir ¢alismalar1 yapilabilmektedir. Bunun i¢in bu hiicre kiiltiirlerinin yani sira
9



HeLa gibi insan hiicre kiiltiirlerinde de rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak
SLAM reseptorii eklenilip virus tretilmesi gergeklestirilmistir (Siering ve ark., 2021;
Sultan ve ark., 2009) .

2.1.4. Replikasyon Stratejisi

Tiim Paramyxoviridae ailesi RNA genomuna sahip oldugu i¢in viral replikasyon hiicre

sitoplazmasinda gergeklesir.

CDV, oncelikle lenfoid dokuda ve {ist solunum yollarinda replike olur. Daha sonra 1-2

hafta boyunca immiin-sistem iliskili bir sekilde hastalik ilerler (Kapil ve Yeary, 2011).

Paramyxoviruslar genelde litik enfeksiyona neden olurlar. Virus, H proteini ile SLAM
reseptoriine tutunduktan sonra hiicreye girer (MacLachlan ve ark., 2016). H-SLAM
etkilesiminden sonra F proteini ile de Nectin 4 reseptoriine tutunur ve sinsityum
olusmasina neden olur. Virus hiicre i¢ine girdikten sonra negatif polariteli RNA
araciligi ile mRNA sentez edilir ve ilgili proteinler iiretilir. N, M, P ve L proteinleri
sitoplazmada {iretilirken H ve F proteinleri endoplazmik retikulumda iretilir. H ve F
proteini hiicre yiizeyinde bulunup virusun hiicreden ¢ikarken olusturdugu kapsid ile
beraber virus yapisina eklenilirler (Chen ve ark., 2023; Otsuki ve ark., 2013; Yadav ve
ark., 2021)

Replikasyonda ilk once N proteini iiretilir ve RNA ile birleserek RNP kompleksini
olusturur. Daha sonra transkripsiyonu desteklemek ve dogal bagisikligi kontrol etmek
icin P (V ve C yapisal olmayan proteinler dahil) iiretilir. Ugiincii olarak hem RNP
yapisina katilan hem de hiicre fiizyonunda rol alan H ve F proteinleri ile iligki olan M
proteini Uretilir. M proteinin ana gorevi ise assembly’ yi saglamaktir. Dordiincii protein
F proteinidir. Reseptorlere tutunma ve sinsityum olusumu disinda proteinlerin eksprese
edilmesini destekledigi diisiiniilmektedir. Besinci protein olarak H proteini tiretilir.
Morbilliviruslarda Norominidaz aktivitesi olmadig: icin HN seklinde degil yalnizca H
proteini olarak {iretilir ve hiicre reseptorlerine baglanmada gorev alir (Bamford ve

Zuckerman, 2020; Liu, 2014; MacLachlan ve ark., 2016).
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Sekil 2.3.’de Morbillivirus’ larin replikasyon stratejisi sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 2.3. Morbilliviruslarin replikasyon stratejisinin sematik gosterimi (Bamford ve
Zuckerman, 2020).

2.1.5. Epidemiyoloji

Kopek genclik hastaligi, oldukca bulasici, yiiksek mortalite ve morbidite ile seyreden
tiim diinyada yaygin bir viral hastaliktir (Deem ve ark., 2000).

CDV, Paramyxoviridae ailesinde bulunup Morbillivirus genusunda yer almaktadir. Bu
genus da en son kesfedilen Feline morbillivirus (Woo ve ark., 2012) dahil olmak iizere
Kizamik virusu (Morbillivirus hominis), Sigir vebast virusu (Morbillivirus pecoris),
Kiigiik ruminant vebasi virusu (Morbillivirus caprinae), Fokgillerin morbillivirusu
(Morbillivirus phocae) ve Deniz memelilerinin morbillivirusu (Morbillivirus ceti) tiirleri
bulunmaktadir (Rima ve ark., 2019) (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4. Morbillivirus genusunda bulunan virus tiirleri ve konakgilar1 (Isimlendirme
giincel ICTV’ ye gore diizenlenmistir) (Bamford ve Zuckerman, 2020).

Canine distemper virus basta Canidae ailesi (kopek, cakal, kurt) olmak iizere Ursidae
(dev panda), Ailuridae (kirmizi panda), Mustelidae (ferret, mink), Felidae (aslan,
leopar) gibi bir¢ok aileyi etkilemektedir (MacLachlan ark., 2016). Tiirler arasi ¢apraz
gecisin yiiksek oldugu i¢in bir¢ok ¢alisma yapilmistir (Beineke ve ark., 2015; Duque-
Valencia ve ark., 2019).

CDV, evcil olmayan tiirlerde ilk defa 1937 yilinda Giiney Afrika’da gliimiis cakal
tirtinde (Vulpes chama) bildirilmistir. 1942 yilinda Amerika’da Amerikan porsugu
(Taxidea taxus), 1972 yilinda Isvicre’de Kedigillerde (Felidae) bildirilmistir. (Martinez-
Gutierrez ve Ruiz-Saenz, 2016). Ozellikle son yillarda yaban hayatinda CDV varligi
icin c¢aligmalar artmistir. CDV’ nin ilk olarak Canidae ailesinde ortaya c¢iktig
diistiniilmektedir. Tiirler aras1 geciste H proteinin 549. bolgesinde Canidae ailesinde
tirozin aminoasiti bulunurken, diger ailelerin ¢ogunda histidin bulundugu goézlenmistir

(Nikolin ve ark., 2012).

Hastaligin  yaygmligi bolgeden bolgeye degismekle birlikte 6zellikle soguk
mevsimlerde artmaktadir. Bu durum as1 ge¢cmisi ve yasa (genglerde yetiskinlere gore

daha yiiksek) bagl olarak degismektedir (Martella ve ark., 2008).

Farkl1 cografi bolgelerden izole edilmis viruslarin H geni sekansina gore en az 21 sus
bulunmustur; Amerika-1, Amerika-2, Kuzey Amerika-3, Giiney Amerika/Kuzey
Amerika-4, Amerika-5, Kanada 1 ve 2, Asya-1, Asya-2, Asya-3, Asya-4, Asya-5, Asya
6, Avrupa Yaban Hayati, Arktik, Afrika-1, Afrika-2, Avrupa-1/Giliney Amerika-1,
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Giliney Amerika-2, Giliney Amerika-3 ve Rockborn benzeri (Echeverry-Bonilla ve ark.,
2022; Giacinti ve ark., 2022).

CDV en etkili olarak oral/nazal sivilarla direkt temas ile bulagmaktadir. Bunlarin

haricinde idrar, digki gibi birgok sekilde de bulasabilir (Lanszki ve ark., 2021).
2.1.6. Patogenez

CDV, aerosol yollarla bulagsma sonrasi iist solunum yollarinda bulunan mononiikleer
hiicrelerde ilk replikasyonu gerceklestirir. Dentritik hiicreler, timositler, makrofajlar ve
aktif lenfositlerde oldukca fazla bulunan SLAM reseptoriine tutunarak replike olurlar
(MacLachlan ve ark., 2016). SLAM reseptorii susturulmus gelinciklerde sistemik bir

enfeksiyon goriilmemistir (Messling ve ark., 2006).

CDV, bolgesel lenf yumrularinda ¢ogalip B ve T hiicrelerini enfekte eder ve bunlar
vasitasiyla sistemik olarak yayilir. T hiicrelerinin B hiicrelerinden daha fazla etkilendigi
bulunmustur (Martella ve ark., 2008). Vahsi tip virusun kontrol altina alimamadig
durumlarda B ve T hiicrelerinde enfeksiyonun %80 ni astig1 goriilmistiir (Pillet ve von
Messling, 2009).

Ik viremi hiicre aracilidir ve viremi ile birlikte ilk ates 6 giin sonra goriilerek lenfoid
dokularin enfeksiyonu ile sonuglanir (Von Messling ve ark., 2004). Yeni enfekte olmus
kan mononiikleer hiicreleri, ikinci ates ve viremiye neden olur. Akciger, mesane ve
derideki epitel hiicrelerinin enfeksiyonu, bu hiicrelerin bazolateral ylizeyinde eksprese
edilen Nektin-4 ile yoluyla meydana gelir ve boylece enfekte olmus dolasimdaki kan
mononiikleer hiicreleriyle dogrudan etkilesimi kolaylastirir. Merkezi sinir sistemi
enfeksiyonu, ge¢ olmakla birlikte her zaman ger¢eklesmeyebilir (Bamford ve
Zuckerman, 2020; MacLachlan ve ark., 2016). Ayrica CDV, kaspas-3 ve kaspas-8’i
aktive ederek apoptosisi uyarmaktadir (Kajita ve ark., 2006).

2.1.7. Klinik Bulgular

Kopek genclik hastaligl 6zellikle yavru kopekleri etkileyen bazen de yasli kdpeklerde
de ortaya cikabilen persiste bir hastaliktir. Hastalik etkeni aerosol yolla CDV
organizmaya girdikten sonra mukoz membranlar ve lenfoid dokular asil hedef yerleridir.

Bu alanlarda primer replikasyonu sonrasi solunum yollari, mesane, gastrointestinal
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sistem veya merkezi sinir sistemine tropizm gosterirler (Elia ve ark., 2015). Sekil 2.5.

de CDV ile enfekte olmus kdpekten enfeksiyon modeli gosterilmistir.

Virusun inkiibasyon siiresi hayvanin yasi, anneden aldigi maternal antikorlar, as1 olma
durumu veya norolojik bulgularin ortaya ¢ikmasina bagli olarak 1 haftadan 4 haftaya
kadar degisebilmektedir. Klinik bulgularin baslangicinda ates, burun akintisi, gozlerde
cift tarafli serdz bir akint1 dikkat ¢eker. Hayvan genelde istahsiz ve halsizdir. Bilateral
serdz okiiler akintilar, 6ksiiriik ile birlikte zor nefes almanin yaninda mukopuriilent hale
gelebilir ve bu belirtiler genellikle "kennel cough" (kopeklerde akut solunum yolu
hastalig1) ayirt edilemeyen belirtilerdir (MacLachlan ve ark., 2016).

Hastaligin siddetli olmas1 durumunda enfekte kopeklerde ilk olarak 3 ila 6 gilinliik bir
inkiibe doneminden sonra ates gelisir, virusun biitiin sistemlere yayilmasi ile 16kopeni
sekillenir ve ikinci bir ates yiikselmesi (39°C-41°C arasi) ortaya ¢ikar. Cogu kopekte
oncelikle solunum belirtileri goriiliir; list solunum yollarinda enflamasyon ve hasara
bagl olarak asir1 bir oksiiriige, ardindan bronsit ve interstisyel pndmoniye neden olur.
Baz1 kopeklerde gastrointestinal bulgular goéziikiir; kusma ve sulu ishal olusabilir.
Hastaligin  siiresi, siklikla ikincil bakteriyel enfeksiyonlarin neden oldugu
komplikasyonlara bagl olarak degisir. Enfekte hayvanlardan virus sagilimi sindirim ya
da solunum yolu ile gergeklesir (Can Sahna ve ark., 2008; Martinez-Gutierrez ve Ruiz-
Saenz, 2016; Von Messling ve ark., 2004; Pillet ve von Messling, 2009).

Baz1 kopeklerde ise ayak taban yastig1 ve burun ucunda hiperkeratoz goriilmesine bagl

olarak hardpad disease goriilebilmektedir (Koutinas ve ark., 2004).

Solunum ve gastro-intestinal bulgularin yan1 sira nérolojik bulgular da géziikmektedir.
Eger hayvanin bagisiklig1 yeterince giicli olmazsa virus merkezi sinir sistemine
ulasabilir. Sinirsel hastalik nobetleri, serebellar ve vestibiiler belirtiler, duyusal ataksiler
norolojik klinik bulgu gdsteren hayvanlarda yaygindir. Oliim oram ise duyarh
hayvanlara gore degismekle birlikte %30-80 arasi1 degismektedir (MacLachlan ve ark.,
2016; Martella ve ark., 2008). Son yillarda hastaliga karsi as1 uygulamasi rutin olarak
yapilmaktadir fakat asi %100 etkili degildir (Comakli ve ark., 2020). CDV’ nin
norolojik bulgulart genetik olarak yakin iliskili oldugu Kizamik enfeksiyonu ile

benzerlik gostermektedir  (Summers ve Appel, 1994). Kizamikta persiste durumda
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goriilen Subakut skleroz panensafalit, kopeklerde yasli kdpek ensefaliti olarak kargimiza
cikmaktadir (Beineke ve ark., 2009; Laksono ve ark., 2021).

Ferret’ lerde vahsi tip CDV ve epitelyal hiicrelerde ¢ogalmasi engellenen rekombinant
CDV nin kullanildig1 bir karsilastirma c¢alismasinda vahsi tipin klinik belirti
gosterdikten sonra 6liime neden oldugu gozlenirken, rekombinant CDV verilen Ferret’
lerde klinik belirti gozlenmeksizin immunsupresyon belirlenmistir. Sonug olarak epitel
hiicrelerde virusun tiremesi klinik belirtiler i¢in gerekli olup, immun sistemi baskilamak

igin gerekli olmadigi ortaya ¢ikmistir (Sawatsky ve ark., 2012).
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Sekil 2.5. CDV ile enfekte olmus kopekten enfeksiyon modeli. CDV aerosol yol ile
organizmaya girer (1), ve ilk replikasyon olarak solunum yollarindaki SLAM
reseptOriinii ve tonsilleri (2) kullanir. Viremi yoluyla enfekte olan immun hiicreler
(makrofaj vb.) dalak gibi (3) immun sistem ile iliskili organlara giderler. Buradan tekrar
ikinci viremi sonrast immun hiicre ile iligkili olarak bagirsak, akciger ve trakea (4) gibi
diger organlara yayilir. Bu dokularda daha ¢ok Nektin-4 reseptoriinii kullanarak epitel
hiicrelerine gecer. Bu ikinci asama birgok klinik belirtinin (kusma, ates vb.) olusmasina
neden olur. En son asamada ise olusan yeni nesil CDV’ler sindirim veya solunum yolu
ile sacilarak yeni konakgilar1 enfekte ederler. Bazi kopeklerde sinirsel bulgular ortaya
cikabilmektedir (gorselde belirtilmemistir) (Bamford ve Zuckerman, 2020)

2.1.8. Teshis Yontemleri

CDV tiim diinyada olduk¢a yaygin oldugu i¢in teshis ve tedavi yontemlerine yonelik

caligmalar, virusun kesfedildigi glinden itibaren arastirmacilar tarafindan yapilmaktadir.

19.yy. baslarinda tanimlanabilen CDV ig¢in 1973 yilinda mikrondétralizasyon testi (Appel
ve Robson, 1973), 1999 yilinda RT-PCR (Frisk ve ark., 1999), 2004 yilinda plak

rediiksiyon testi (Oyedele ve ark., 2004), 2013 yilinda Sandvi¢ dot ELISA (Li ve ark.,
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2013), 2021 yilinda cELISA gibi yontemler gelistirilmistir (Sekil 2.6.) (Karki ve ark.,
2022).

Bunlarin disinda yeni teknoloji yontemleri ile birlikte bir¢ok ydntemle CDV hem

serolojik hem de virolojik arastirilmistir (Elia ve ark., 2015).
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Sekil 2.6. CDV test yontemleri tarihsel siireci (Karki ve ark., 2022).

2.1.9. Kontrol ve Korunma, Kimyasal ve Fiziksel Ajanlara Duyarhhk

Kopek genclik hastaligina karsi ilk agi Puntoni tarafindan 1923 yilinda gelistirilmistir.
Bu asiy1 gelistirmek icin ensefalit olan kopekten beyin dokusu alinip formalinde
inaktive edilmistir. Laidlaw ve Dunkin de 1928 yilinda benzer asi c¢alismalari
yapmalarina ragmen kayda deger sonuclar alamamigslardir. Uzun yillar inaktif asilar
kullanilmasma ragmen hastalik kontrol altina alinamadigi i¢in canli asilara ihtiyag

duyulmustur (Appel, 1999).

1952 yilinda Cabasso ve Cox ilk modifiye-canli asiy1 gelistirdmislerdir (Lederle susu)
(Cabasso ve Cox, 1941). Embriyolu tavuk yumurtasina adapte ettikleri virusu daha
sonra doku kiiltiiriine de adapte etmislerdir. Benzer sekilde Haig 1956 yilinda
Onderstepoort as1 susunu gelistirmistir (Haig, 1956). 1960 yilinda ise Rockborn kendi
adimi verdigi Rockborn susunu kdpek bobrek hiicre kiiltiirline adapte etmeyi bagarmistir

(Rockborn, 1960). Bu canli agilara giiniimiizde hala kullanilmaktadir.
2.1.10. Tiirkiye’de CDV Calismalari

Ulkemizde CDV’ nin varligma iliskin yapilmis farkli calismalar bulunmaktadir. Ertiirk
1960 yilinda yayinladigi calismada 1933-1958 yillar1 arasi Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi’ne gelen toplam 617 kdpege yapilan nekropsi sonucu 159 kopekte
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Genglik Hastaligini tespit etmistir (Ertiirk, 1960). 2000-2002 yillar1 arasinda Tiirkiye'nin
Ankara, Mugla ve Istanbul illerinde yasayan 609 saghikli sokak kopegi serum
orneklerinde ndtralize edici antikorlarin prevalansi %9.03 (n=55) olarak tespit edilmistir
(Gencay ve ark., 2004). Baska bir ¢alismada klinik olarak ishal tablosu gésteren yavru
kopeklerde viral etken olarak CDV nin RT-PCR ile varlig1 %15 olarak tespit edilmistir
(Can Sahna ve ark., 2008). Caliskan ve Burgu; 2007 yilinda yaptiklar1 RT-PCR
calismasinda 157 kdpegin 51°inde CDV pozitiflik tespit etmislerdir (Caliskan ve Burgu,
2007). Hasircioglu ve Aslim 2021 yilinda yaptiklari real-time RT-PCR caligmasinda 65
kopekten 33’liniin CDV pozitif oldugunu belirlemislerdir (Hasircioglu ve Aslim, 2021).
Salttk ve Kale’nin 2021 yilinda yaptiklar1 c¢alismada 50 hayvanda yapilan
orneklemelerden (kan, nasal swab, okiiler swab, idrar) toplam 250 6rnekleme igin
yapilan one-step RT-PCR sonucu %42 pozitiflik tespit edilmistir (Saltik ve Kale, 2021).
Sayin ve Erol 2021 yilinda Antalya ilinden topladiklar1 érnekleri incelediklerinde CDV’
ye karst IgG ve IgM ELISA vyapildiginda 92 ornekte ortalama %98’lik pozitif
bulmuslardir. Ayrica toplanan orneklerden yapilan immunokromotografik yontemle
yapilan hizl testte %5,43 CDV pozitif olarak belirlenmistir (Saymn ve Erol, 2021). Kog¢
ve ark. (2021) Ankara’da kopek barmagindan aldiklari 6rneklerden yapilan RT-PCR
sonucu i¢in CDV H genine kars1 yaptiklar1 filogenetik analizde ilk defa Tiirkiye’de
Arktik benzeri susu bildirmislerdir. Benzer ¢alismay1 Karapinar ve ark. 2022 yilinda
yapmistir. Bu calismaya goére 11 asilanmamig ve CDV klinik bulgularn gdsteren
kopeklerden aldiklar: 6rnekler i¢in H ve F genlerine kars1 yaptiklar filogenetik analizde
Arktik benzeri ve Avrupa cografi suslarini tespit etmislerdir (Karapimar ve ark., 2023).
Ayrica 2022 yilinda Esin ve ark. Karadeniz bélgesinde bulunan iki porsukta CDV tespit
etmiglerdir (Esin ve ark., 2022).

Bu c¢alismalar gostermektedir ki CDV diinyada oldugu gibi iilkemizde de oldukga
yaygin durumdadir.

2.2.  immun Sistem ve Monoklonal Antikorlar

Immun sistem enfeksiyonlarla miicadelede onemli bir aractir ve dogal bagisiklik ve
edinsel bagisiklik olmak iizere ikiye ayrilir (Aksoy, 2013). Edinsel bagisiklik ise
humoral ve hiicresel bagisiklik olmak {izere ikiye ayrilir. Hiicresel immunite 6zellikle

viruslara, hiicre i¢i bakterilere ve kansere kars1 koruma saglar. Burada T lenfositler ve
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makrofajlar 6nemli rol oynar. Dentritik hiicreler, makrofajlar, B lenfositler gibi antijen
sunan hiicreler (ASH) tarafindan antijenler yakalanir, naif T lenfositlerine sunulur ve
burada sitokinlerle etkinlesip klonal cogalma sonrasi antijeni yok etmeye yonelik

farklilagirlar (Abbas ve ark., 2016; Hughes ve ark., 2016; Songu ve Kat, 2012).

Antijen sunan hiicrelerin antijen sunmasi sonrasi olgunlasmamis B lenfositler antijenleri
tanir, yardimer T hiicreleri ve diger uyaranlarla etkin B hiicrelerine doniistirler. Klonal
bir ¢ogalma sonrasi antikor salgilayan plazma hiicrelerine farklilagirlar (Abbas ve ark.,
2016; Songu ve Kat, 2012). Humoral immun yanitla gelisen antikorlarin antijenlere
baglanmas1 ile presipitasyon, notralizyon veya lizis gibi farkli etkiler ortaya

cikabilmektedir (Songu ve Kat, 2012).

Antikor terimi ilk defa Paul Ehrlich tarafindan Ekim 1891 yilinda yayimnlanan
“Bagisiklik  Konusunda Deneysel Calismalar’® adli  c¢alismasinda  kullanildi
(Lindenmann, 1984). Immunoglobulinler olarak da bilinen antikorlar, B hiicresinin
yiizeyinde bulunabilen veya ekstraselliiler boslukta bulunup antijenleri notralize
edebilen glikoprotein yapisindaki molekiillerdir. Memeli organizmalar infeksiydz bir
etkenle karsilastig1 zaman B hiicreleri ve plazma hiicreleri tarafindan antikor salgilarlar.
B hiicreleri ise kemik iliginden koken alirlar. Memelilerde 5 ¢esit (IgM, 1gG, IgA, IgD
ve IgE), kuslarda ise 3 c¢esit (IgY, IgA ve IgM) antikor bulunmaktadir. Bir antikor
molekiilii birbirine es iki agir (~55 kDa) iki hafif zincir (~24 kDa) bulunur. Her bir
zincir bir degisken ve bir sabit bolge iceren dort tane polipeptit zincirinden olusur.
Ayrica bir antikorun, antijen baglanma bolgesi Fab (Fragment Antigen Binding) ve
kristalize bolge Fc (Fragment Crystaline) olmak {izere iki bolgesi vardir. Bu ikisin
birbirine baglayan esnek yapida ‘‘Mentese (Hinge)’’ bolgesi vardir. Fab bolgesinde 6
tane (L1, L2, L3, HI, H2 ve H3) antijenin taniyip baglayan °‘‘Tamamlayicilig
Belirleyen Bolge (Complementary Determining Region, CDR)’’ bulunur ve antijeni
tanimak i¢in bunlarin bazen hepsini bazen birkagini kullanir (Cohen, 1975; Hanack ve
ark., 2016; Hoffman ve ark., 2016; Lipman ve ark., 2005) .
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Sekil 2.7. Antikorlarin yapisi; salgilanan IgG (A) ve membrana bagh IgM (B)'nin
sematik gosterimi (Abbas ve ark., 2016).

Monoklonal antikorlar ise sadece bir epitopa karsi reaksiyon gosteren antikorlardir ve
sadece bir adet B lenfosite dayanan hiicre klonundan elde edilirler. Monoklonal
antikorlar Kohler ve Milstein tarafindan 1975 yilinda kesfedilmistir (Kohler ve Milstein,
1975). Arastirmacilar siirekli ¢ogalan dalak hiicreleri ile fare kokenli P3-X63-Ag8
miyeloma hiicrelerini flizyon islemine tabi tutarak hibridomalar gelistirmislerdir. Elde
edilen hibridomalar1 klonal olarak ¢ogaltip, her bir klonu se¢mislerdir. Bu sayede her
klon ayni epitopa Ozgii antikor iiretmistir. Monoklonal antikor iiretimi hibridoma
teknolojisi olarak da adlandirilmaktadir. Hibridoma teknolojisinin temeli antikor
tiretebilen B hiicresi ile siirekli ¢ogalabilen miyeloma hiicresinin birlestirilip yeni hibrit
hiicre (hibridoma) iretilmesine dayanmaktadir. Bunun i¢in fareler en az 3 defa
immunize edilir. Steril bir ortamda farenin dalagi ¢ikarilip dalak hiicreleri ayristirilir.
Fize edici etkisi bulunan polietilen glikol (PEG) yardimi ile miyeloma ve dalak
hiicreleri birlestirilir. Flizyon sonrasi hiicreler 24 saat Hipoaksantin-Aminopterin-
Timidin (HAT) igeren besiyerinde bekletilir. Daha sonra yari1 kat1 bir ortama alinir veya
normal ortam da devam ettirilerek sinirlayici diliisyon yapilarak olusan klonlar secilip

antikor yoniinden tarama yapilir (Pandey, 2010; Selimoglu ve ark., 2016).
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HAT, fiizyona girmemis miyeloma hiicrelerinin 6lmesi i¢in kullanilir. Normal
hiicrelerde HGPRT (hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase) geni bulunur.
Ancak bu genden eksik miyeloma hiicreleri HAT igerisinde bulunan Aminopterin ile
baskilanarak oliirler. Burada de novo sentezinden niikleotitleri baskilayarak yaparlar.
Fiizyona girmis hiicreler ve B hiicreleri ise salvage yolu ile boliinmeye devam ederler
(Mitra ve Tomar, 2021). Fiizyona girmemis dalak ve B hiicreleri ise birka¢ giin

igerisinde Oliir ve yalnizca hibridomalar yagamaya devam ederler (Tablo 2.3.)

Tablo 2.3. HAT ortamindaki hiicrelerin durumu.

DNA Sentezi
Hiicreler HAT besiverinde
Salvage -
De Novo Sentez
Sentez
Yolu
Yolu*
Miyeloma HGPRT- DNA zentezi olmaz; dliir
DNA sentezi var ama in
Dalak HGPRT ~ vitro ortamda vzun sire
yagavamaz
Miyeloma-
o HGPRT - Aminopterine Bolinmeye devam eder
Dalak -Hibrit
tarafindan
Miyeloma- . o
_ baskilamir DNA sentezi olmadifi igin
Miyeloma- HGPRT-
o i
Hibrit
DNA sentezi var ama in
Dalak- Dalak -
o HGPRT - vifro ortamda uzun siire
Hibrit
yagayamaz

*HGPRT pozitif hiicreler de novo sentez yolu baskilaninca salvage sentez yolu ile DNA sentezine devam

edebilir.
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2.3.  Enzim Bagh immunosorbent Testi (ELISA)

ELISA, protein yapidaki antijen ve antijene spesifik enzim isaretli antikorun varliginda
enzime spesifik substrat temelli; analitik duyarliligi yiiksek ve cihaz yardimi ile
sonucun degerlendirmesine dayanan bir testtir. ELISA yontemi ilk defa birbirinden
bagimsiz iki farkli arastirma ekibi tarafindan tanimlanmustir (Engvall ve Perlmann,
1971b; Weemen ve Schuurs, 1971). Aslinda arastirmacilar daha 6nceden kullanilan
Radyoimmun testi (radioimmunoassay, RIA) yontemini gelistirmislerdi fakat RIA
yonteminde kullanilan radyoizotoplar kansere neden olabilecegi icin HRP gibi bir

enzime dayali yontem gelistirmislerdir (Aydin, 2015).

ELISA yonteminde bilinen bir antijen veya antikor karbonat/bikarbonat tampon
soliisyonu gibi yliksek bazik degerli (pH 9.6) bir soliisyon icerisinde 96 kuyucuklu
mikropleytin tabanina baglanilir. Daha sonra yikama soliisyonu (PBS icerisinde Tween
20 gibi) ile yikama yapilarak yiiksek protein igeren bloklama sollisyonu (sigir serum
albiimin, yagsiz siit tozu vb.) kuyucuklara eklenir. Baglanmayan antikorlar veya
antijenler yikama ile uzaklastirilip enzimle (HRP, alkalin fosfataz vb.) isaretli antikor
(konjugat) eklenilerek inkiibe edilir. Yikama sonrasi enzime spesifik substrat
eklenilerek karanlik sahada yaklasik 10 dk inkiibasyon sonrasi durdurma soliisyonu (2M
stlfirik asit vb.) eklenerek enzime bagli olarak dalga boylarinda spektrofoto metre
cthazindan optik dansidite (OD) degeri i¢in 6l¢iim yapilir. Kuyucuklara eklenen en az 2
tane negatif kontroliin OD degerlerinin aritmetik ortalamasi alinir ve 2 kat1 tizeri cut-off

degeri olarak hesaplanilir. Cut-off degerinin Ustli pozitif 6rnek olarak kabul edilir
(Hornbeck, 2015).

ELISA yonteminin sensitivitesi yliksektir. Ayni1 anda c¢ok fazla 6rnek c¢aligabilmesi
testin saha oOrneklerinde kullanimimi arttirmaktadir. Ancak yapilabilmesi i¢in uzman
kisilerin  gerekliligi, uygun malzemenin olmast gibi durumlar dezavantaj

olusturmaktadir (Yesilbag, 2017).
ELISA yontemi i¢in tespit edilecek amaca bagl olarak farkli yontemler gelistirilmistir.

Direkt ELISA ve indirekt ELISA yonteminde, tabana antijen baglanilir. Farkli olarak;
direkt ELISA’ da bir tane antikor (konjugat) kullanilip antijen taramalarinda
kullamlmistir. ELISA’ y1 gelistiren ilk arastirmacilarin yaptigi ydntemdir. Indirekt

ELISA’ da iki farkli antikor kullanilarak antikor taramasi yapilmaktadir. 1978 yilinda
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Lindstrom ve Wager insan serum albumin IgG aragtirmasi i¢in bu yoOntemi
gelistirmislerdir (Lindstorm ve Wager, 1978). Sandvi¢ ELISA’da ise tabana antikor
baglanilip daha sonra antijen eklenilir ve sekonder antikor (konjugat) ile sandvi¢ benzeri
sistem olusturulur. Sandvi¢ ELISA yo6ntemi ilk defa 1977 yilinda Kato ve ark. (Kato ve
ark., 1977) tarafindan gelistirilmistir. Bunun disinda ilk defa Yorde ve ark. tarafindan
tanimlanan yarismali ELISA (cELISA) bulunmaktadir (Yorde ve ark., 1976). Diger
yontemlerden farkli olarak pleyte antijen baglandiktan sonra daha onceden bilinen
antikor ve arastirilacak 6rnek ayni anda eklenilir. Pleytte bir yarisma ortami saglanilmis
olur. Bilinen antikora spesifik konjugat ve substrat eklenildikten sonra OD degerlerine
gore karar verilir. Eger bilinen antikor antijene baglanmigsa OD degeri yiiksek ¢ikar ve
arastirdigimiz ornekte antikor yok veya az seklinde karar verilir. Eger OD degeri diisiik
c¢ikarsa, arastirilan 0rnekte antikor seviyesi yiiksek olup bilinen antikorun baglanmasini
engellemis anlamina gelmektedir (Aydin, 2015). Diger ELISA yontemlerinden farkli
olarak OD degerinin diisiik olmas1 arastirilan ornekte antikor varliginin yiiksekligini

gostermektedir (Sekil 2.8.).

Antijen taramalar1 i¢in iki farkli antikor kullanilmasindan dolay1 bu tez ¢alismasinda

Sandvi¢ ELISA tercih edilmistir.

b Substrat Aragtirilan Antikor
G IL(' N
Substrat { Substrat
/AN /AN (‘
Bilinen Antikor
‘ VAN 4 )(\

Direkt ELISA Indirekt ELISA Sandvig ELISA Yanigmali ELISA

—_— (
Y, /

Sekil 2.8. ELISA yontemlerinin sematik gosterimi.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Cahsma izni

Hayvan deney ¢alismalarmin tamami Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulu onay1 kapsaminda (Karar No: 22/117, Tarih: 05/05/2021) yapilmustir.
3.2. Kullamlan Hayvanlar ve Orneklerin islenmesi

Calismada oOrnekleme hayvani olarak; Kayseri bolgesindeki pet klinik ve Erciyes
Universitesi (ERU) Veteriner Fakiiltesi Hayvan Hastanesi’ne gelen disi/erkek, cift
tarafli géz yasi, solunum problemi, ates ve bazi hayvanlarda da merkezi sinir sistemi
bulgulart gosteren, CDV siipheli kopekler kullanilmistir. CDV siipheli kopeklerden kan
16kosit drnegi ve goz swabi ornekleri toplamlmistir. Ornekler ERU Veteriner Fakiiltesi
Viroloji laboratuvarinda islenilmistir. Lokosit ve swab ornekleri virus izolasyonu ve

identifikasyonu amaciyla ve gelistirilen antijen ELISA testi i¢in kullanilmistir.

Ayrica monoklonal antikor {iretimi amaciyla saf virus inokiilasyonlar1 i¢in ii¢c adet 4-6
haftalik disi BALB/c fareleri ve poliklonal antikor iiretmek amaciyla bir adet 4-8 aylik
Yeni Zelanda ki disi tavsan kullanilmistir. Deney hayvanlarindan kan ve doku

orneklemeleri yapilmaigstir.

CDV siipheli kopeklerin kanlar1 EDTA’ll kan tiiplerine (BD Vacutainer, 367525)
alinmistir. Viroloji laboratuvarinda kan 6rnekleri 1500 rpm’de 10 dk +4 °C’de santrifiy
edilmistir. Lokosit tabakas1 steril bir pipet yardimiyla toplanarak steril mikrosantrifiij
tiiplerine alinip virus izolasyonu ve RT-PCR testine tabii tutulmak iizere -20 °C’de

buzdolabinda saklanilmistir.

Goz swapi, %10 penisilin-streptomisin- amfoteresin B igeren (BI Technology, 03-33-
1B) steril 1x PBS ile sulandirildiktan sonra 0.45 um enjektor filtre (GVS,
FJ13BNPPS004AHO01) ile filtre edilip virus izolasyonu ve RT-PCR testine tabii



tutulmak tizere -20 °C buzdolabinda saklanilmigtir.  RT-PCR pozitif Ornekler

gelistirilmis olan Antijen-ELISA testinin etkinlik kontrollerinde de kullanilmistir.
3.3.  Virolojik Calisma
3.3.1. Kullanilan Hiicreler ve Vasatlar

Calismada CDV siipheli kopeklerden alinarak inokulum haline getirilen 16kosit ve goz
swap1 orneklerinden virus izolasyonu igin laboratuvar stoklarinda bulunan Madin-Darby
kopek bobrek (MDCK, Madin-Darby Canine Kidney, ATCC, NBL-2) hiicre hatt1
kullanilmistir. Monoklonal antikorlarin {iretilmesi asamasinda ise FO miyeloma (ATCC,

CRL-1646) hiicre hatt1 kullanilmistir.

Ayrica hiicre kiiltiir vasati olarak Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, Diisiik
glikoz) (Capricorn, DMEM-LPA-P10), Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640)
(Gibco, 51800-035) ve Dulbecco’s PBS (ThermoFisher, 14190250) kullanilmistur.
Vasat igerisine Fetal Bovine Serum (FBS) (BI Technology, 04-007-1A) ve penisilin-
streptomisin-amfoteresin B (antibiyotik-antimikotik) eklenmistir.

3.3.2. Hiicre Kiiltiirii Uretimi

Hiicre kiiltiirli calismalarinda oncelikle 50 ml santrifiij tiiplerine (Jetbiofil, CFT011500)
%1 antibiyotik-antimikotik ve %10 FBS iceren DMEM vasat1 hazirlanilmustir.

Laboratuvar stoklarinda bulunan MDCK hiicreleri -80°C derin dondurucundan (Haier,
DW-86L628) c¢ikarilarak 37 °Cde hizlica c¢ozdiiriilmiistiir. Daha sonra 25 cm?
(ThermoFisher, 130189) hiicre kiiltiir kaplarina (flask) ayr1 ayr1 aktarilmistir ve 2 giin

boyunca ¢ogalip monolayer hale geldikten sonra pasajlama yapilmistir.

Bunun i¢in flask icerisindeki vasat dokiilerek 2 defa D-PBS ile 2 ml ile yikamak
yapilmistir ve 1 ml tripsin-EDTA (%0.25) (Sigma, T3924) eklenerek 37 °C CO,
inkiibatore kaldirilmistir. Yaklasik 10 dk inkiibe edildikten sonra yapisan hiicrelerin
kalkt1g1 ters mikroskop (Olympus, CKX41)altinda goriilmiistiir. Uzerine 5 ml %10 FBS
iceren DMEM vasati eklenerek flaskin i¢i yikanmis ve tamami alinip 15 ml steril
santrifiij tiipline aktarilmistir. Santrifiij dengeleri ayarlandiktan sonra 1000 rpm’de 10 dk
santrifiij cihazinda (Niive, 1200R) santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonras1 siipernatant atilarak tiipiin dibinde bulunan pelet parmak darbeleriyle

¢ozdiiriilmiistiir. Uzerine %10 FBS igeren DMEM vasatindan 1 ml eklenerek resiispanse
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edilmistir. Daha sonra tamam almip 75 cm?® (Orange Scientific, 5520200) flaska

gecilmistir. %5 CO; 37 °Cinkiibatorde 3 giin boyunca inkiibe edilmistir.

75 cm? flaskin tamamima yakini doldugu ters mikroskop altinda gériiliip tekrar tripsin-
EDTA (%0.25) ile pasajlama yapilmistir. Daha sonra 175 cm? (Orange Scientific,
5520300) hiicre kiiltiir flasklarinda ¢ogaltilmistir.

3.3.3. Virus izolasyonu

Sahadan toplanan g6z swabi ve 16kosit Orneklerinin inokulumlari, MDCK hiicre
hatlarina ekim yapilmigtir. Bu amagla MDCK hiicreleri 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir
kaplarina 10°/ml oraninda gecilerek bir giin boyunca %5 CO; 37 °C inkiibatorde
(ESCO, CCL-170B-8) inkiibe edilmis ve %70-80 arasi monolayer hale gelen hiicrelere
inokulumlardan %1 oraninda ekim yapilmistir. Kiiltiirler inkiibatore kaldirilip giinliik
olarak ters mikroskop altinda yuvarlaklasma, vakuol olusumu ve sinsityum (dev hiicre)
seklindeki sitopatik etki (cytopathic effect, CPE) agisindan gozlem yapilmistir. 10.
giinden sonra hiicreler -20 °C’ye kaldirilip ¢ozdiirme islemi yapilarak hiicre kiiltiirii
kaplarindaki vasat alinmis ve santrifiij tliplinde +4 °C’de 7500 rpm’de 30 dk santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatantin iistiinden 1 ml alinarak steril mikrosantrifiij

tiiptine aktarilmstir.

Mikrosantrifiij tlipline almman oOrneklere RT-PCR uygulanarak virusun varligi

arastirilmastir.
3.3.4. Virus identifikasyonu

Sahadan toplanilan 6rnekler ve hiicre kiiltiiriinde izole edilen ornekler ters-transkriptaz
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile identifiye edilmistir. Bunun igin oncelikle
guaninidin-tiyosiyonat-fenol-kloroform yontemi (Chomczynski ve Sacchi, 2006)

kullanilarak RNA ekstraksiyonu yapilmistir.

RNA ekstraksiyonu i¢in hazirlanan malzemeler:

1. Soliisyon D

> 3 ml %10’luk N-Laoril sarcosin (Sarkozil) (Sigma, L9150-100G)
<> 0.3 g alimp 3 ml dH,0 ile ¢6ziilmiistiir

> 0.75 M sodyum sitrat (dihidrat) (Sigma, W30260)

+¢+ 0.45 g al 2 ml dH,0 ile ¢6ziilmiistiir
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> 25 g Guanidin tiyosiyanat (Merck, 8.20613.1000)

Soliisyon D protokol: Hazirlanan %10’luk N-Laoril sarcosin’den 2.64 ml, 0.75 M
sodyum sitrat’ dan 1.75 ml ve 25 g Guanidin tiyosiyanat’ da bir cam siseye eklenip
tizerine 29.3 ml dH,0 eklenilip karistirilmigtir. Daha sonra otoklav edilmistir ve otoklav

sonrasi sogumaya birakilmistir ve tlizerine 0.25 ml betamerkaptoethanol (Merck,

8.05740.0250) eklenilmistir.

2. 3M Sodyum Asetat (pH<5) (Sigma, S2889)
3. Asit fenol (Merck, 100201.1000)
Bir miktar fenol 60 °C’de eritilmistir. Otoklavlanmis dH,O (ddH,O) eklenerek magnetik

karigtiricitda 30 dk boyunca opak renk berraklagsana kadar karistirilmigtir. Oda 1sisinda
bekletildiginde olusan 2 fazdan iistteki faz dikkatlice ¢ekilerek yeni ddH,O eklenilmistir. pH

Olciiliip 4.5-5¢ ayarlanilip kullanilmak tizere kaldirilmstir.
RNA Ekstraksiyon Metodu

Bu amagla 400 pl 6rnekten alinip steril mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir. Uzerine 400
ul soliisyon D ve 50 pl sodyum asetat (3M) ilave edilip vortex cihazinda karistirtlmistir.
Daha sonra sirastyla 400 pl asit fenol ve 200 pl kloroform/izoamil alkol (49/1) eklenilip
tekrar vortex ile karistirilmistir. 6000 rpm’de 10 dk santrifiij edilip tistteki fazdan 750 pl
alinarak yeni steril mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir. Uzerine 750 ul izopropil alkol

eklenip vortex ile karistirilmistir.

Daha sonra -80 °C’de 1 saat inkiibe edilip 8000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasi siipernatant atilip tizerine 500 pl %70 etanol eklenilerek vortex ile

karistirilmistir. Sonra tekrar 8000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.

Stipernatant atilip kurutma kagidi lizerine ters cevrilerek etanol’ iin ugmasi
saglanilmistir. Uzerine 20 pl niikleaz icermeyen su (ddH,O) eklenilip vortex ile

karigtirilmistir ve kullanilmak iizere +4 °C’ e kaldirilmistir.

Daha sonra elde edilen RNA, tamamlayict DNA’ya (complementary DNA, cDNA) kit
prosediiriine uygun olarak (ThermoFisher, k1622) doniistiiriilmiistiir (Tablo 3.1.).

RNase enzimi igermeyen mikrosantrifiij tlipline asagidaki karigim hazirlanilmigtir. Tiim

calisma buz iizerinde kabin igerisinde yapilmistir.
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Tablo 3.1. cDNA karisimu.

Eklenen Uriin Miktar
RNA 5ul
Random Primer 1 ul
ddH,0 6 ul

5x Reaksiyon Buffer 4 ul
RNase inhibitor 1 ul

10 mM dNTP 2ul
RevertAid M-MLV RT 1 ul
Toplam 20 ul

Mikrosantrifiij tiipiindeki karisim 25 °C’de 5 dk, 45 °C’de 60 dk inkiibe edilmistir.
cDNA elde edildikten sonra RT-PCR asamasina geg¢ilmistir.

Fiizyon geni igin tasarlanilmis primerler kullanilmistir (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. RT-PCR igin primerler (Romanultti ve ark., 2016).

Primer Ad1 Primer Dizilimi
FP1 5 TGGGATTATCGGGACTGA 3’
FP2 3’ GGGCCAAATATTGACAAC 5’

PCR karisimi hazirlanilarak 1s1 dongiileyici de PCR islemi yapilmistir. Bunun igin

Transgen Biotech (Ap111-01) kiti kullanilmistir (Tablo 3.3.).

Tablo 3.3. PCR karigimu.

Eklenen iiriin Miktar Oran
cDNA 5ul -

FP1 (10 uM) 1 ul 200 nM
FP2 (10 uM) 1l 200 nM
10 mM dNTP 1 ul 200 uM
10x Easy Taq Buffer 5ul 1x

Tag DNA polimeraz (5U/ ul) 0.5 ul 2.5U
ddH,0 36.5 ul -
Toplam 50 pl

Is1 dongiileyici (Biorad, T100) de ayrisma i¢in: 94 °C’de 1 dk, yapisma icin 54 °C’de 1
dk ve uzatma i¢in 72 °C’de 1 dk toplam 35 dongii ayarlanilmistir. En son uzatma 1s1s1
72 °C’de 10 dk ayarlanilarak PCR islemi tamamlanilmistir (Romanutti ve ark., 2016).
PCR sonucunda ¢cDNA firiinleri %1.7 Agaroz jel kullanilarak 120V da 20 dk
elektroforez edilerek UV transilluminatorde (Vilber Lourmat) CDV F genine spesifik

556 bp bant uzunlugu bakimindan incelendi.
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RT-PCR ile pozitif bulunan Srnekler ayirilip 75 cm? hiicre kiiltiir kaplarina gegilerek
cogaltilmistir. Bu sekilde elde edilen izolatlar tekrar dondur-¢6z yontemi yapilip RT-
PCR ile dogrulamas1 yapilmistir.

3.3.5. Virus izolatinin Molekiiler Karakterizasyonu ve Biyoinformatik Analiz

Proje calismasinda elddilen izolatin RT-PCR F gen iiriinii jelden piirifiye edilerek
Sanger sekanslama yontemi ile hizmet alimi olarak sekans yaptirilmistir (Genoks,

Lifescience).

PCR amplifikasyonu agaroz jelde yiiriitiildiikkten sonra Nucleogene NGE-019 Kkiti ile
jelden DNA piirifikasyonu yapilmistir.

Jelden DNA Piirifikasyonu YOntemi:

RT-PCR sonrasi1 amplikonlar agaroz jelde yiiriitiilmistiir. UV transilluminator bantlar
jelden kesilip steril mikrosantrifiij tiipiine eklenerek iizerine 300 pl Binding buffer
eklenilmistir. Jelin ¢6ziilmesi i¢in; 30 s boyunca vorteks cihazinda karistiritlmistir. Daha
sonra 56 °Cde 10 dk inkiibe edilmistir. Jel tamamen ¢ozdiiriildiikten sonra iizerine 150
ul izopropanol alkol eklenerek tekrar vorteks cihazinda karistirilmistir. Elde edilen sivi
kismin tamami aliip spin kolona yerlestirilmistir. Santrifiij cihazinda 1 dk 20 °Cde
12000 g’de santrifiij edilmistir. Daha sonra toplama tiiplinde biriken sivi atilarak
column iizerine 500 pl wash buffer eklenilmistir. Tekrar 1 dk santrifiij yapilarak
toplama tiipiinde biriken siv1 atilmistir. Tekrar 200 pl wash buffer eklenerek santrifiij
sonrast toplama tiipii atilmistir. Spin kolon yeni mikrosantrifiij tlipiine yerlestirilerek

tizerine 50 pl elution buffer eklenilerek santrifiij yapilmistir.
Elde edilen DNA sekanslama i¢in primerlerle birlikte ticari sirkete gonderilmistir.

Dizileme sonrasi1 gonderilen dizi DNA NCBI/BLAST ile GenBank veri tabaninda
arastirilmistir. Elde edilen sekanslarda en yakin sus ve referans suslara gore izolatin

mutasyonlar1 belirlenilmis ve Sekans GenBank’a eklenilmistir.

Daha sonra MEGAI11 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) programi
kullanilarak Clustral W parametreleri kullanilarak alignment edilmistir. Alignment

sonrasi elde edilen veriler ‘“.mas’’ ve ‘‘fasta’” formatinda ayr1 ayr1 kaydedilmistir.

Kaydedilen alignment sekanslar1 filogenetik analiz yapilmistir. Filogenetik analizler

MEGAL11 programinda (Tamura ve ark., 2021), Maximum Likelihood yontemi ve
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Tamura 3 parametreli model kullanilarak c¢ikarilmigtir (Tamura, 1992). Bootstrap
konsensiis agact 1000 tekrarlama ile c¢ikarilmigtir (Felsenstein, 1985), analiz edilen
sekanslarin evrimsel ge¢misini temsil etmek igin almmustir. Iliskili sekanslarm
bootstrapt testinde (1000 tekrar) birlikte kiimelendigi tekrar agaclarinin yiizdesi dallarin
iistlinde gosterilmistir (Felsenstein, 1985) . Sezgisel arama i¢in ilk agaglar, Tamura 3
parametre modeli kullanilarak tahmin edilen ciftler aras1 mesafeler matrisine Neighbor-
Join ve BioNJ algoritmalar1 uygulanarak ve ardindan istiin log olasilik degerine sahip
topoloji segilerek otomatik olarak elde edilmistir. Bolgeler arasindaki evrimsel oran
farkliliklarin1 modellemek i¢in ayr1 bir Gama dagilimi kullanilmistir (5 kategori (+G,
parametre = 2,7099).

Daha sonra elde edilen filogenetik aga¢ newick formatinda kaydedilip, iToL (Interactive
Tree of Life) biyoinformatik veri tabani ile renklendirme yapilmistir. lgili renklendirme
ve susg tayini Saltik ve Atli” nin ¢alismasi ile birlikte (Saltik ve Atli, 2023) Lanszki ve
ark. (Lanszki ve ark., 2022) calismasina gore yapilmistir.

3.3.6. Polietilen Glikol 8000 ile Virus Konsantre Edilmesi

Hazirlanacak Materyaller

> %23 (w/v) oraninda NaCl (Merck, 1.06404.1000)

23 g NaCl 100 ml dH,O igerisinde ¢dzdiiriilmiistiir. Otoklav cihazinda (NUVE, NF
1200R) otoklav edilerek steril hale getirilmistir.

> %50 (w/v) oraninda Polietilen glikol 8000 (Bioshop, PEH8000.1)

25 g PEG 8000, 50 ml dH0 igerisinde 50 °C sicaklikta ¢ozdirilmiistiir.

> 10xTEN (Tris/EDTA/NaCl) Soliisyonu
% 0.1 M Tris-HCI (pH 8.0) (Sigma, 1081286001)
% 0.01 M EDTA (pH 8.0) (Sigma, E9884)
% 1M NaCl

dH,0 igerisinde hazirlanilmistir. Daha sonra 100 ml 10xTEN soliisyonundan alinarak
900 ml dH,0 ile tamamlanip 1XTEN soliisyonu hazirlanilmistir. pH 7.4’e ayarlanarak
0.22 pm enjektor filtreden filtre edilmistir.
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CDV izolat1 -80 °C’de dondur ¢6z yapildiktan sonra 3000 rpm’de 30 dk +4 °C’de
santrifiij edilmistir. Daha sonra siipernatant ayri bir steril cam erlenmeyere alinarak

¢oktiirme islemine baslatilmistir.

Toplam hacim 20 ml oldugu i¢in %15°1 kadar 3 ml 6nceden hazirlanan %23 NaCl
soliisyonundan yavas bir sekilde eklenilmistir. Daha sonra toplam hacim 23 ml oldugu
icin %10 oraninda PEG 8000 soliisyonundan 2.3 ml yavas bir sekilde eklenilmistir.
Virus-PEG-NaCl karisimi, manyetik karigtirici da bir gece boyunca +4 °C’de 100
rpm’de karigtirilarak inkiibe edilmistir (Berber, 2014).

Ertesi sabah karisim steril 50 ml santrifiij tiiplerine alinarak 3950’ de rpm’de santrifiij
edilmistir. Daha sonra ilk siipernatant atilmis ve dipteki pelet 2 ml 1xTEN soliisyonu ile
yavas bir sekilde ¢ozdiiriilmiistiir. Iki farkli mikrosantrifiij tiipiine aktarilarak 14500
rpm’de 2 saat boyunca +4 °C’de santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonunda siipernatantlar atilarak 500 pul 1XTEN soliisyonundan eklenilmistir ve

2 saat boyunca +4 °C’de yavas bir sekilde ¢ozdiirtilmiistiir.

Daha sonra elde edilen ornekler tekrar RT-PCR yontemi ile dogrulanip konsantre
protein miktar1 Bradford protein test yontemi (Bradford, 1976) temelli Biorad Kiti ile

Olgiilmiistiir.
3.3.7. Konsantre Protein Miktarinin Olciilmesi

Farelere ve tavsanlara verilecek antijen miktarini1 belirlenmesi i¢in Bradford protein
yontemi yapilmistir. Bu amagla 0.1 mg/ml, 0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml, 1 mg/ml, 2.5 mg/ml
ve 5 mg/ml sigir serum alblimin (bovine serum alblimine, BSA) (Serva, 11943.01)

standartlar1 hazirlanilmistir.

Standartlar ve virus Ornekleri 96 kuyucuklu mikropleyte (SPL, 32296) S’er pl
eklenilmistir. Daha sonra Biorad Dc Protein Assay (Kat: 500-0113) protein protokoliine
gore Reagent A’dan 20’°ser pl daha sonra 200’er pl Reagent B’den tizerlerine eklenilip
spektrofotometre cihazinda (Allsheng, AMR100) 650 nm dalga boyutunda

okutulmustur.
3.3.8. Virus inaktivasyonu

Izole edilen ve PEG8000 ile konsantre edilen izolat Biyogiivenlik kabininde UV altinda

10 dk bekletildikten sonra kabinden kaldirilmistir (Heaney ve ark., 2002).
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Inaktivasyonun kontrol edilmesi amaciyla MDCK hiicrelerine tekrar inokiile edilerek
virusun cogalmadigi ve inaktive oldugu hem CPE hem de RT-PCR yontemi ile
dogrulanilmistir. CPE kontrolii i¢in 12. giine kadar beklenilmistir. PCR 6rnekleri i¢in 3.,
5.,7.,9. ve 12. giinlerde ayr1 ayr1 kaldirilip dondur ¢6z yapilarak RT-PCR yapilmaistir.

3.4.  Monoklonal Antikor Uretimi
Monoklonal antikor iiretimi i¢in elde edilen izolat inaktif virusu kullanilmistir.

Fare imunizasyonundan itibaren mAb’larin dretilip saflagtirillmasina kadar gegen

islemler asagidaki Sekil 3.1.’de belirtilmistir.

Sekil 3.1. CDV ile fare imunizasyondan fiizyon islemine kadar siirecin semasi.
Biorender programu ile olusturulmustur.

3.4.1. Fare immunizasyonu

Inaktive edilen CDV izolat1 ile 6-8 haftalik 3 farkli disi BALB/c fare immunize
edilmistir. Her immunizasyon 50 pg antijen olacak sekilde diliisyon yapilarak

immunizasyon yapilmistir (Liu ve ark., 2017).

[lk immunizasyon 1:1 oraninda Freund’s Complete Adjuvant’s (ThermoFisher, 77140)
ile yapilmistir. Daha sonraki 2 immunizasyon, bir 6nceki imunizasyondan 2 hafta sonra
1:1 oraninda Freund’s Incomplete Adjuvant’s (ThermoFisher, 77145) ile immunizasyon
yapilmustir. Flizyondan 3 giin once ise 1:1 oraninda PBS + antijen karisimu ile arttirici

doz (boost) yapilmistir (Singh ve O’Hagan, 2003; Stills, 2005).
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Her immunizasyon Oncesi farelerden kan alinarak serumlari ¢ikarilmigtir. Bunun igin

kanlar kuyruktan alinarak, oda 1sisinda 30 dk bekletilmistir ve 2000 rpm’de 15 dk

santrifiij edilmistir. Santriflij sonrasi istte ¢ikan serumlar steril yeni mikrosantrifiij

tiiplerine aktarilarak -20 °C’de saklanilmistir (Sekil 3.2.).

Bu serumlar flizyon 6ncesi farenin antikor titresini belirleyebilmek i¢in antikor-ELISA

testinde kullanilmustir.

1 immamicarym 2 immat cunyo. Limmunieryom (rtrornce do (bt

~~ ;’/iolf(' { x/’ IFA }_//, 1A ,{;/’tll-il
o £
O.giin H4.giin 28.giin Fiizyondan

ii¢ giin once

/ Her immunizasyon oncesi farelerden kan alinarak serumlar: cikarimgtir.

* FCA: Freund's Complete Adjuvant, IFA: Freund's Incomplete Adjuvant

Sekil 3.2. Immunizasyon semasi. ilk immunizasyon FCA ile adjuvanize edilmis olup,
diger immunizasyonlari IFA ile adjuvanize edilmistir.

Antikor-ELISA

Hazirlanilan soliisyonlar

>
>
>

Yikama soliisyonu: 1xPBS igerisinde 9%0.05 Tween 20 (Merck, 34321284)
Bloklama soliisyonu: Yikama soliisyonu igerisinde %35 yagsiz siit tozu (Serva, 4259.01)
50 mM Karbonat buffer (1L icin)

X Sodyum karbonat (Na,COs): 1.59 g

X Sodyum bikarbonat (NaHCO3): 2.93 g

<> 1 L distile su igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra pH 9.6° ya ayarlanilmistir.

0.05 M Substrat Soliisyonu

< 0.2 M Sodyum dibazik fosfat dihidrat (Na,HPO, +2 H,0) (ISOLAB,
969.183.1000), 3.55g 100ml de ¢ozdiiriilmiistiir.

<> 0.1 M Sitrik Asit monohidrat (ISOLAB, 910.046.1000), 2.10 g 100 ml
¢Ozdiirilmiistiir.

<> Hazirlanan 0.2 M Sodyum dibazik fosfat dihidrat’tan 25.7 ml, 0.1 M Sitrik

Asit monohidrat’tan 24.3 ml alinip karistirhir. pH 5.0’ ayarlanilip +4 °Cde

saklanilmisgtir.

32



Hazirlanan karbonat/bikarbonat buffer igerisinde diliie edilmis 500 ng/ml CDV
eklenilerek +4 °Cde bir gece inkiibe edilmistir. Ertesi sabah yikama soliisyonu ile 200
ul/kuyucuk olacak sekilde mikropleyt kuyucuklart 3 defa yikanilmistir. Daha sonra
tizerine 200 ul/kuyucuk bloklama soliisyonu eklenilip mikropleytin iizeri kapatilarak 37

°Cde 1 saat inkiibe edilmistir.

Siire sonunda tekrar yikama soliisyonu ile 200 ul/kuyucuk olacak sekilde 5 defa
yikanmistir. Daha sonra iizerine asagidaki sekilde belirtilen sekilde fare serumlar log;
tabaninda sulandirma yapilarak 100 ul/kuyucuk olacak sekilde ekleme yapilmis ve 1
saat 37 °Cde inkiibe edilmistir (Sekil 3.3.).

14 Ll LN | Koatrsl 1.1 N | LY | Komtrel 1.1 N | Al hontral
Y I K PR 5
B K I3 K
« K LO K| & MK LO
D | 5000 |S5000 |S000 |NK LD | 5000 | S000 | 5000 K 1LO. | s000 5000 |s000 |NELO
[ d | o NEBS B ] ik B
F | 32000 | 32000 | 32000 | NKBS | 32000 | 30000 | 52000 | NKBS | 52000 | 32000 | 30000 | NKBS
G .a...un .'.L.II -'-;-I'i- -‘.'F,H‘. --..nl- -f..' LI -ll.'.lul -‘\.:\H& -l-.'.ll --.;Iill -I-; L} -‘h.'p_Hh
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Sekil 3.3 Immunize farelerin antikor titrelerini belirlemek igin dilﬁsxon oranlari. PK:
3.immunizasyondan 2 hafta sonraki serum 1/500 diliisyonu, NK 1.O: immunizasyon
oncesi fare serumu, NK B.S: bloklama soliisyonu

Bu sirada bloklama soliisyonu igerisinde konjugat hazirlanilmigtir. Konjugat olarak
HRP (Horseradish peroxidase) enzimi ile isaretli Goat-antimouse 1gG (Southern
Biotech, 1030-05) kullanilmistir. Konjugat 1/3000 oraninda bloklama soliisyonu
igerisinde sulandirilmistir (Dunn ve ark., 2001; Ginkel ve ark., 1999).

Inkiibasyon sonunda yikama soliisyonu ile 200 pl/kuyucuk olacak sekilde 5 defa yikama
yapilmistir. Daha sonra 100 pl/kuyucuk olacak sekilde hazirlanan konjugat
soliisyonundan eklenilmistir ve 1 saat 37 °C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda 5

defa yikama soliisyonu ile 200 pl/kuyucuk olacak sekilde yikama yapilmustir.
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Yikama sonunda substrat sollisyonundan eklenilmistir. Bunun i¢in 3,3'5,5'-
Tetramethylbenzidine (TMB) (Sigma, T5525-50TAB) tableti 1 ml DMSO igerisinde
vortex cihazinda karistirilarak ¢ozdiiriilmiistiir. Daha sonra 6nceden hazirlanilan 0.05 M
substrat soliisyonundan 9 ml eklenilerek karistirilmistir. TMB’ nin aktiflesmesi icin
kuyucuklara eklenmeden hemen o6nce 2 pul %30 Hidrojen peroksit (H20,)

sollisyonundan eklenilip karistirilmigtir.

Son yikama sonrasi hazirlanilan TMB substrat soliisyonundan 100 pl/kuyucuk olacak
sekilde eklenilerek 10 dk karanlik sahada inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
sonunda reaksiyonu durdurma soliisyonu (2 M siilfirik asit) ile 50 pl/kuyucuk olacak
sekilde eklenilerek reaksiyon durdurulmustur. Daha sonra 450 nm dalga boyunda
spektrofotometrede optik dansite (OD) degerleri Olciilmiistiir. Cut-off degeri asagidaki

gibi hesaplanilmstir.
Cut-off: Negatif kuyucuklarin aritmetik ortalamasi x 2
3.4.2. Miyeloma Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Calismaya baglamadan 6nce 50 ml steril santrifiij tiiplerine %1 antibiyotik-antimikotik
ve %10 FBS igeren RPMI 1640 vasat1 hazirlanilmistir.

Laboratuvar stoklarinda bulunan FO miyeloma hiicreleri (ATCC, CRL-1646) -80 °C
derin dondurucundan ¢ikarilarak 37 °C’ de hizlica ¢oziilmistiir. Steril 15 ml santrifiij
tiplerine ¢ozdiiriilen hiicre aktarilip hazirlanilan vasattan 9 ml eklenilmistir. 1000
rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir ve santrifiij sonrasi siipernatant atilip pelet ¢ozdiiriilerek

1 ml vasat eklenilerek resiispanse edilmistir.

Daha sonra 25 cm? hiicre kiiltiir flasklarma gecilmistir ve 2 gilin boyunca cogalip
monolayer hale geldikten sonra pasajlama yapilmistir. Bunun igin hiicre kiiltiir
kaziyicilart (Isolab, 1.121.12.030) kullanilarak yapisan FO miyeloma hiicreleri
kaldirilmistir. Daha sonra steril 5 mI’lik pipet ile flasklarin i¢i yikanarak tamami alinip
15 ml santrifiij tiiplerine aktarilmistir. Santrifiij dengeleri ayarlandiktan sonra 1000
rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 slipernatant atilarak tiipiin dibinde
bulunan pelet %10 FBS iceren RPMI-1640 vasatindan 1 ml eklenerek resiispanse
edilmistir. Daha sonra tamami alinip 75 cm?® flaska gecilmigtir. %5 CO, 37 °C

inkiibatorde 3 giin boyunca bekletilmistir. Hiicreler 75 cm? flaskin tamamina yakin
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kapladiginda tekrar pasajlama yapilmigtir. Bu asamada miyelomalara 50 ml’ye 1 ml
Azaguanine (Sigma, AS5284) eklenip fiizyona kadar vasat igerisine Azaguanine
eklenilerek devam edilmistir (Greenfield, 2021). Daha sonra 2 tane 175 cm? hiicre
kiltir flasklarinda ¢ogaltilmistir ve yeterli hiicre elde edildikten sonra fiizyona
girilmistir.

Hiicreler fiizyona girmeden yaklasik 24 saat Oncesinde pasajlama yapilmistir. Ciinki

Hurrell, miyeloma hiicrelerinin G2+M fazinin fiizyon isleminde onemli oldugunu

belirtmistir (Hurrell, 1982).

Hiicre sayim1 KOVA-GRID (Kova grid, 27144E) ile yapilmistir. Bunun icin 6ncelikle
flasklarda bulunan hiicreler kaldirilmistir (Piccinini ve ark., 2017). Hiicreler 1000
rpm’de 5 dk santrifiij edilmis ve siipernatantlart atilmigtir. Daha sonra hiicreler
cozdiriilerek her bir santrifiij tiipi 1 ml %10 FBS igeren RPMI-1640 vasati ile
reslispanse edilmistir. Daha sonra santrifiij tliplerinde bulunan hiicrelerden 10 pl alinip
tizerine Tripan Mavisi (Biocencept, 5-72F00H) boyasindan 90 pl eklenilmistir ve ters
mikroskop altinda mavi tabla tlizerine bulunan parlak hiicreler sayillmistir. Sayim lanu
tizerinde 3x3 toplam 9 olmak {izere biiylik kare ve her karenin igerisinde 3x3 toplam 9
kiigiik kare vardir. Hiicreler sayildiktan sonra asagidaki formiile gore hesaplama

yapilmuistir.
3.4.3. Makrofaj Hiicrelerinin Hazirlanilmasi

Bu asamada 8 haftalik disi BALB/c fare herhangi bir immunizasyon yapilmadan
kullanilmigtir. Fare oncelikle 40-50 mg/kg intraperitonal yolla Sodyum Pentobarbital
(Cerriliant, 01-001-826) ile anesteziye alinmistir (Dutton ve ark., 2019). Birka¢ dakika
parmak kistirma yanitlari, palpebral ve kornea refleksleri ile anestezi derinligi test

edilmistir.

Anestezi sonrasi fare servikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye edilmistir. Sakrifizasyon
isleminden sonra fare %70 ethanol icerisine almmistir. Biyogiivenlik kabinine
alindiktan sonra ayaklar1 igneyle sabitlenip orta-abdominal bolgesi Oncelikle %10
povidon (Konix) ile temizlenip daha sonra derisi agilarak periton igerisine 5 ml
serumsuz RPMI 1640 vasatindan verilmistir. Vasatin karin igerisine dagilimini
saglamak i¢in yavas bir sekilde parmak uclariyla basing yapilmistir. Daha sonra

yaklagik 4 ml vasat tekrar enjektor igerisine ¢ekilmistir. (Sekil 3.4.)
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Sekil 3.4. Fareden makrofaj eldesi i¢in periton ici RPM1640 vasatindan enjekte
edilmesi.

Elde edilen bu vasat 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda
siipernatant atilarak 1 ml vasat ile resiispanse edilmistir ve hiicreler Tripan Mavisi ile

sayilmistir.

Elde edilen hiicreler hazirlanan makrofaj vasati (Tablo 3.4.) ile 6000 hiicre / kuyucuk
olacak sekilde siispanse edilerek 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleytine 100 pl/kuyucuk
olacak sekilde paylastirilmistir. Hiicreler 100 pl/kuyucuk dagitildiktan sonra 1 gece 37°C
%5 CO; inkiibatorde inkiibe edilmistir.

Tablo 3.4. Makrofaj hiicreleri i¢in hazirlanilan vasat.

Eklenen Uriin Oran

FBS %20
L-glutamin %2

D-glukoz %2
Antibiyotik (penisilin-streptomisin) %2

Sodyum Priivat (50 mM) 0.45 mM/ pl
Insiilin (100U) 0.2 U/l
RPMI 1640 ile tamamlanir
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3.4.4. Fiizyon

Yapilan tim islemler Yiicel’in galismasi optimize edilerek gergeklestirilmistir (Yucel,
2010)

Hazirlanan soliisyonlar

» ML: %2 penisilin-streptomisin antibiyotik + RPMI 1640

» M2: %2 penisilin-streptomisin antibiyotik + RPMI 1640 + %20 FBS

» Hemolitik Vasat
0.2 g Tris +0.88 g Amonyum Kloride (Isolab, 903.033.1000) 100 ml distile su
icerisinde ¢ozdiiriliip 0.45 uM enjektor filtreden filtre edilip kullanilmistir.

Fiizyon islemi i¢in antikor titresi en yiiksek ¢ikan fare kullanilmistir.

Fare oncelikle 40-50 mg/kg intraperitonal yolla Sodyum Pentobarbital (Cerriliant, 01-
001-826) ile anesteziye alinmistir. Birka¢ dakika parmak kistirma yanitlari, palpebral ve

kornea refleksleri ile anestezi derinligi test edilmistir.

Anestezi sonrasi servikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye edilmistir. Sakrifizasyon
isleminden sonra fare %70 ethanol igerisine alinmistir. Daha sonra steril sartlarda ve
kabin igerisinde orta abdominal bdlgesi Once derisi daha sonra peritonu kesilerek

abdomen boélgesinden i¢ organlarin ortaya ¢ikarilmasi saglanmigtir.

Farenin sol tarafindan bulunan dalagi yaglarindan ayrilarak dikkatli bir sekilde
cikartlmistir. Steril petri kabmin igerisinde bulunan 5 ml M1 igerisine birakilmistir.
Kontaminasyonu engellemek amaciyla hazirlanan M1 vasati igeren 2. petri kabina

dikkatli bir sekilde alinmistir (Sekil 3.5.).

Sekil 3.5. Fare sakrifikasyonu sonrasi elde M1 vasati igerisindeki dalak.
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Daha sonra iki farkli 5 ml’lik enjektor icerisine 5’er ml M1 ¢ekilmistir. Dalak enjektor
ucundaki igne ile 40-50 adet delinerek icerisine her bir enjektdrde 5 ml M1 bulunan
vasattan enjekte edilmistir. Boylece dalak hiicreleri yani splenositlerin petri icerisine
cikarilmast saglanilmistir. Daha sonra kalan dalak hiicrelerini ¢ikarmak i¢in doku-
parcalayici (tissue-grander) icerisine alinip hiicreler tamamen ¢ikana kadar (dalak koyu

kirmiz1 renkten agik seffaf renge donene kadar) pargalanmustir.

Petri kab1 igerisindeki hiicreler M1 ile birlikte siispanse edilerek steril 50 ml santrifiij
tiptine almmistir. 1000 rpm’de 5 dk santriftij edilerek hiicrelerin dibe ¢dkmesi
saglanmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant atilarak pelet parmak darbeleriyle

ayristirtlmistir.

Kan hiicrelerinin yikimi i¢in hemolitik vasatindan oncelikle 1 ml eklenerek resiispanse
edilmistir. Daha sonra iizerine 4 ml daha hemolitik vasati eklenip 10 dk oda 1sisinda
inkiibe edilmistir. Siire sonunda 5 ml M1 vasatindan {izerine eklenip tekrar 1000 rpm 5
dk santrifiij yapilmistir. Santriflij sonrasi slipernatant atilarak pelet ¢ozdiirilmiustiir ve 1

ml M1 vasatindan eklenerek resiispanse edilmistir.

Daha sonra Tripan Mavisi ile hiicre sayimi yapilmistir. Bunun igin KOVA grid
kullanilmistir. 1 ml hacimde bulunan hiicre sayimi i¢in 10 pl hiicre alinmistir. Daha
sonra 90 ml M1 igerisinde sulandirilmigtir. Sulandirilan hiicreden tekrar 10 pl alinip
tizerine 90 ul Tripan Mavisi boyasi eklenmistir. Boylece sulandirma oranit 100 kat

olmustur.

Lam {tizerinde hiicreler sayilarak aritmetik ortalamasi alinmis ve asagidaki formiile gore

hesaplama yapilmustir.
Hiicre sayis1 x sulandirma orani x 9 x 10*= 1ml hiicre say1si

Bu islem birlikte FO miyeloma hiicreleri 3 defa serumsuz RPMI 1640 vasati ile yikama
yapilarak hazirlanilmistir. Hiicreler kaldirilip 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten
sonra siipernatanti atilmistir. Serumsuz RPMI 1640 vasati ile resiispanse edilerek 10
ml’ye tamamlanilmigtir ve tekrar santrifiij edilmistir. Bu sekilde toplam 3 defa serumsuz
vasat ile FO miyeloma hiicreleri yikanarak hiicrelerde bulunan serum kalintilari

atilmstir.
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Daha sonra splenositler, FO miyeloma hiicrelerinin iizerine aktarilmistir. M1 ile 20
ml’ye tamamlanarak 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 stipernatant
dokiilerek parmak darbeleriyle pelet ¢ozdiiriilmiistir ve 37 °C benmari igerisine

konulmustur.

Daha 6nceden 1sitilan 1 ml PEG 4000 (%50 w/v) (Roche, 60852500) 1 dk igerisinde
yavas bir sekilde ve karistirilarak hiicrelerin {izerine eklenilmis ve 1 dk 37 °C benmari
icerisinde inkiibe edilmistir. Uzerine 4 ml M1 2 dk icerisine karistirilarak eklenilmistir.
Daha sonra yine M1 vasatindan 20 ml 3 dk igerisinde karistirilarak eklenilmigtir. M2

vasatindan tizerine 20 ml 3 dk igerisinde yine karistirilarak eklenilmistir ve 1 saat 37 °C

%5 CO; inkiibatorde inkiibe edilmistir.

Siire sonunda 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edilip santrifiij sonras1 siipernatant atilmistir.
Pelet parmak darbeleriyle ayristirtlip 1 ml M2 vasati ile resiispanse edilmistir.
HAT besiyeri hazirlanarak igerisine fiizyon sonrast hazirlanan hiicreler eklenip
karigtirilmistir. Daha sonra bir giin onceden hazirlanan makrofaj hiicrelerini igeren

pleytlere 150 pl /kuyucuk olacak sekilde kuyucuklara dagitilmistir (Tablo 3.5.).

Tablo 3.5. HAT besiyeri i¢in hazirlanilan karisim ve oranlari.

Eklenen Uriin Oran

HAT %2

FBS %20
L-glutamin %2

D-glukoz %2
Antibiyotik (penisilin-streptomisin) %2

Sodyum Piriivat (50 mM) 0.45 mM/ pl
Insiilin (100U) 02U/ ul
RPMI 1640 Ile tamamlanir
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3.4.5. Pozitif Klonlarin Belirlenmesi ve Cogaltilmasi

Fiizyonun 10. gilinli sonunda klon olusan kuyucuklar Antikor-ELISA yontemi ile antikor

yoniinden taranmaistir.
Antikor-ELISA

Hazirlanilan soliisyonlar

» Yikama soliisyonu: 1x PBS igerisinde % 0.05 Tween 20

» Bloklama soliisyonu: Yikama soliisyonu igerisinde %5 yagsiz siit tozu

Bir gece oncesinden ELISA pleytine karbonat/bikarbonat buffer (pH 9.6) igerisinde
diliie edilmis 1 pg/kuyucuk olacak sekilde CDV izolat1 eklenilerek +4 °Cde bir gece
inkiibe edilmistir. Ertesi sabah yikama soliisyonu ile 200 pl/kuyucuk olacak sekilde
pleyt kuyucuklar1 3 defa yikanilmistir. Daha sonra iizerine 200 pl/kuyucuk bloklama

soliisyonu eklenilip pleytin tlizeri kapatilarak 37 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir.

Siire sonunda tekrar yikama soliisyonu ile 200 ul/kuyucuk olacak sekilde 5 defa
yikanmistir. Daha sonra segilen kuyucuklardan 100 ul 6rnek kuyucuklara eklenilmistir

ve 37 °Cde 1 saat inkiibe edilmistir.

Bu sirada konjugat soliisyonu hazirlanilmistir. Konjugat olarak HRP (Horseradish
peroxidase) enzimi ile isaretli Goat-antimouse IgG kullanilmigtir. Konjugat 1/3000
oraninda bloklama soliisyonu igerisinde sulandirilmistir (Ginkel ve ark., 1999; Dunn ve
ark., 2001).

Inkiibasyon sonunda yikama soliisyonu ile 200 pl/kuyucuk olacak sekilde 5 defa yikama
yapilmistir. Daha sonra 100 pl/kuyucuk olacak sekilde hazirlanan konjugat
soliisyonundan eklenilmis ve 1 saat 37 °C'de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 5
defa yikama soliisyonu ile (200 ul/kuyucuk) yikama yapilmistir. Yikama sonunda
substrat sollisyonu igerisinde hazirlanilmigs TMB 100 pl/kuyucuk olacak sekilde
eklenilerek 10 dk karanlik sahada inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 2M
stilfirik asit reaksiyonu durdurma soliisyonu (50 pl/kuyucuk) eklenilerek reaksiyon
durdurulmustur. Daha sonra 450nm dalga boyunda spektrofotometrede optik dansite

(OD) degerleri Olciilmiistiir.

Pozitif klonlarin belirlenebilmesi i¢in Cut-off degeri hesaplanmistir. Cut-off degerinin

tizeri pozitif olarak belirlenmistir.
40



Cut-off = Negatif kuyucuklarin OD’ lerinin aritmetik ortalamasi x 2

ELISA sonucunda 96 kuyucuklu pleytte (CellStar, 655.180) bulunan pozitif klonlar
kuyucuklarda pipetleme yapilarak kaldirilmig ve tamami 24 kuyucuklu pleyte
(SPL13485) aktarilmistir. Uzerine hibridoma biiyiitme ortamindan 1 ml eklenerek 2-3
giin boyunca ¢ogalmalar1 takip edilmistir. Cogalan klonlar tekrar antikor-ELISA ile test

edilmistir.

Daha sonra pozitif bulunan klonlarm tamami alinip sirast ile 25 cm? ve 75 cm? flasklara
gecilerek c¢ogaltilmistir. Bunun i¢in HT igeren hibridoma besiyeri hazirlanilmigtir

(Tablo 3.6.).

Tablo 3.6. HT medyumun hazirlanilmas1 ve oranlari.

Eklenen Uriin Oran

HT %2

FBS %20
L-glutamin %2

D-glukoz %2
Antibiyotik (penisilin-streptomisin) %2

Sodyum Priivat (50 mM) 0.45 mM/ pl
Insiilin (100U) 02U/ ul
RPMI 1640 ile tamamlanir

Tekrar antikor-ELISA testi ile kontrol edildikten sonra pozitif bulunan klonlar %90 FBS
+%10 dimetil siilfosit (DMSO) (Serva, 39757.02) vasati ile dondurulmustur.

3.4.6. Antikor Saflastirilmasi

Elde edilen pozitif klonlar flasklarda cogaltilarak her 2 giinde bir olmak iizere
siipernatantlar1 toplanilmistir. Daha sonra toplanan siipernatantlar amonyum siilfat ile

(ThermoFisher, 45216) konsantre edilmistir (Harlow ve Lane, 1989).
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Yontem:

>

>

Hiicre kiiltiirlerinden toplanan vasat 4 °C'de 30 dakika boyunca 3000 rpm'de
santrifiij yapilmistir.

Siipernatantlarin iizerine yavas bir sekilde satiire edilmis amonyum siilfat
soliisyonundan 1:1 oraninda eklenilmistir.

Oda sicakliginda manyetik karistiric izerinde 30 dk boyunca karistirilmistir.
Daha sonra karistm 50 ml santriflij tiiplerine alinarak 4000 rpm'de 30 dk
boyunca santrifiij edilmistir.

Stipernatant1 dikkatli atilmistir ve steril 1x PBS ile resiispanse edilmistir.
Resiispanse edilmis ¢okelti diyaliz membranina (Sigma, D9402) aktarilarak 1x
PBS icerisinde tuzlari giderilmesi saglanilmigtir. Bunun i¢in toplam 2 defa 2
saatte bir 1x steril PBS’ i degistirmek {izere oda 1sisinda karigtirici iizerinde
inkiibe edilmistir. Daha sonra +4 °C'de bir gece steril 1x PBS igerisinde inkiibe
edilmistir.

Ertesi sabah membrandan antikor alinarak steril santrifiij tiipiine aktarilmistir.

Mevcut ¢alismada kullanilacak antikorlar MabTrap Kiti (Cytiva, 71-5003-43 AK)

kullanilarak saflagtirllmistir. Kit prosediirine gore Oncelikle kit icerisindeki

soliisyonlarin diliisyonlar1 hazirlanilmistir.

Hazirhk

>

>
>
>

2.5 ml binding buffer’a 22.5 ml ddH,O eklenerek karistirilmstir.

0.5 ml eliisyon buffer’a 4.5 ml ddH,O eklenerek karistirilmistir.

Daha sonra buffer’lar 0.45 um enjektor filtreden gegirilmistir.

Antikorlarinda korunmasi i¢in toplanacak her 1 ml 6rnek i¢in yaklagik 100 pl

noétralizan buffer kolonlardan gegirilmistir.

Yontem

>

A\

Ust kapak cikarilarak ddH,O ile tiip doldurulmustur. Daha sonra kolonun
ucundaki tipa ¢ikartilarak 1 damla/saniye olacak sekilde ethanol eklenilmistir.
Kolonu dengelemek icin tekrar iizerine binding buffer’dan 3 ml eklenilmistir.
Amonyum siilfat ile konsantre edilen 6rnek damla damla eklenilmistir.

Daha sonra yaklasik 5 ml binding buffer ile yikama yapilmistir.
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> Uzerine 3 ml Eliisyon buffer’dan eklenerek steril 15 ml santrifiij tiipe
aktartlmistir.

» Kolondan 5 ml binding buffer’dan tekrar gegirilerek kaldirilmistir.
Daha sonra Bradford test yontemi (Bradford, 1976) ile antikor miktar1 belirlenilmistir.

Bu amagla 0.1 mg/ml, 0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml, 1 mg/ml, 2.5 mg/ml, 5 mg/ml, 10
mg/ml, 15mg/ml ve 20 mg/ml sigir serum albiimin (bovine serum albumine, BSA)
(Serva, 11943.01) standartlar1 hazirlanilmistir. Standartlar ve 6rnekler 96 kuyucuklu
mikropleyte (SPL, 32296) 5’er pl eklenilmistir. Daha sonra Biorad Dc Protein Assay
(Kat: 500-0113) protein protokoliine gore Reagent A ve Reagent S karigiminda 20 ul ve
200’er pl Reagent B’den iizerlerine eklenilip spektrofotometre cihazinda 650nm de

okutulmustur.
3.4.7. SDS ve Western Blot Yontemi

Elde edilen mAb’1n karakterizasyonunu yapmak i¢in Western Blot yontemi yapilmaistir.
Oncelikle sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel (SDS PAGE) hazirlanmistir. Bunun
i¢in;

SDS PAGE Hazirligi;

» %30 akrilamid karigimi1

o 29 g akrilamid (CHEMSOLUTE, 9912.500) + 1 g bisakrilamid
(AppliChem, A3636.0100)

o 100 ml dH;O igerisinde ¢ozdiiriiliip 0.45 um enjektor filtreler ile filtre
edilmistir.

» 1.5 M Tris (pH 8.8)

o 18.17 g Tris (AppliChem, A2264.0500) 100 ml dH0 ile ¢ozdiiriilmistiir.

Daha sonra HCl asit ve NaOH kullanilarak pH 8.8’e ayarlanilmistir.
» 1M Tris (pH 6.8)

o 12114 g Tris (AppliChem, A2264.0500) 100 ml dH,O ile
¢Ozdiirtilmiistiir. Daha sonra HCI asit ve NaOH kullanilarak pH 6.8’e
ayarlanilmistir.

» %10 SDS
o 10g SDS 100 ml dH2O igerisinde ¢ozdiiriilmiistir.
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» %10 Amonyum persiilfat (APS)
o 1g APS (Sigma, A3678) 10 ml dH,0 igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir.

SDS PAGE

Oncelikle toplam 10 ml hacimde %10’luk Resolving jel hazirlanilmistir (Tablo 3.7.).

Tablo 3.7. Resolving jel hazirlama.

Eklenen Uriin Miktarn

H,O 4 ml

%30 akrilamid mix 3.3ml

1.5M Tris 2.5 ml

%10 SDS 0.1 ml

%10 APS 0.1 ml
TEMED 0.0004

Resolving jel 15 ml santrifiyj tiipiinde hazirlanilmistir. Daha sonra 6nceden hazirlanilan
Western blot sistemine aktarilmistir. Daha sonra polimerlesmenin olmasi i¢in yaklasik
30 dk oda 1sisinda bekletilmistir. Bu sirada proteinlerin bantlarinin ayrilmast ig¢in %5

oraninda 5 ml stacking jel hazirlanilmistir (Tablo 3.8).

Tablo 3.8. Stacking jel hazirlama.

Eklenen Uriin Miktar:

Hzo 3.4ml

%30 akrilamid mix 0.83 ml

1.5M Tris 0.63 ml

%10 SDS 0.05 ml

%10 APS 0.05 ml
TEMED 0.0005

Resolving jel polimerlestikten sonra stacking jelden {izerine eklenilmistir ve drneklerin
kuyucuklara yiiklenebilmesi i¢in tarak yerlestirilmistir. Oda 1sisinda polimerlesmesi i¢in

30 dk inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.6.).
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Sekil 3.6. SDS PAGE i¢in hazirlanilan Biorad sistem. Resolving jel hazirlanildiktan
sonra 2 jel i¢in ayr1 ayri cam arasina eklenilmistir.

Bu sirada 6rnekler 4x laemmli buffer (Biorad, 161-0747) ile hazirlanilmistir.
Bunun i¢in;

» 3 ornek : 1 laemmli buffer (beta merkaptoethanol iceren) olacak sekilde 9 pl
ornek + 3 pl buffer eklenilmistir.
» Daha sonra 95 °C'de 5 dk inkiibe edilmistir.

Stacking jel polimerlestikten sonra camlar Western blot sistemine yerlestirilmistir.
Taraklar c¢ikarilarak hazirlanilan Ornekler eklenilmistir. Tampon soliisyonu olarak

Tris/Glisin buffer (ThermoFisher, 28363) eklenilmistir (Sekil 3.7.).

Sekil 3.7. Camlar Western blot sistemine yerlestirip 6rnekler eklenildikten sonra.

Elektroforez cihazinda 120 V’ da 130 dk yliriitiilmiistiir.
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Orneklerin camin en asagisina indigi goriildiikten sonra cihaz durdurulmustur. Camlar
dikkatli sekilde agildiktan sonra bir tane jel commassie boyama i¢in ayrilmigtir. Digeri

ise Western blot tekniginde kullanilmistir.
Commassie Boyama

Commassie Mavisi boyamasi Brunelli ve Green’in yontemine gére yapilmistir (Brunelle

ve Green, 2014).
Hazirhik

» %50 hacim methanol, %10 hacim glicial asetik asit, %40 su i¢eren karigim
hazirlandiktan sonra 1 g commassie boyas1 eklenip yaklasik 4 saat karistirilarak
¢Ozdurilmiistiir.

» Daha sonra filtre kagidi ile filtre edilerek oda 1sisinda depolanilmistir.
Yontem:

Jel bir kaba dikkatlice alindiktan sonra iizerine yaklasik 50 kat oraninda hazirlanan
commassie soliisyonu eklenilmistir. Mikrodalga firinda kaynayana kadar beklenilip oda

1s1sinda sogumaya birakilmistir.
Daha sonra hazirlanan destaning soliisyonunda jel boyasi ¢ikarilmistir.
Destaning soliisyonu:

> 250 ml metanol + 50 ml asetik asit + 200 ml dH,O karigimi

hazirlanilmistir.
Western Blot Yontemi
Hazirlik

» Yikama Soliisyonu
o IxPBS igerisinde (%0.05 Tween 20)
» Bloklama Soliisyonu

o Yikama soliisyonu icerisinde %1 BSA

Western blot i¢in ayrilan jelin iist stacking kismi kesilip atilmistir. Jel ile es boyutta 0.45
pum polivinil diflériir membran (PVDF) kesilerek jelin lizerine yerlestirilmistir. Sandvig

olarak hazirlanan western sistemi agagida bildirilmistir (Sekil 3.8). Daha sonra sandvig
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tanka yerlestirilmistir. Tris/glisin ylriitme tamponu tank eklenilip 100V elektroforez de

1 saat boyunca jelden membrana aktarim saglanilmigtir.

Slnger Anot (=)
Emdirme kigidi
Filire kigic
SDS PAGE jeli
PVDF membran
Filtre kiigid
Emdirme kigid
Katot (+)
sfingen Y

Sekil 3.8. Western blot transfer asamasi semas.

Stire sonunda membran c¢ikarildiktan sonra membranda protein marker bantlari

goriilerek aktarimin gerceklestirildigi dogrulatilmistir.

Yeni bir kaba alinan membranin iizerine bloklama soliisyonundan eklenilerek 1 saat oda
isisinda galkalayici karistirlarak da inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi yikama
soliisyonundan membranin iizerini kaplayacak kadar eklenerek 10 dk’da bir

degistirilmek tlizere 3 defa yikama soliisyonu ile yikama yapilmuigstir.

Daha sonra membran iizerine elde edilen monoklonal antikorlardan 40 pg olacak
sekilde eklenilmistir. 1 saat oda 1sisinda ¢alkalayicida karistirilarak inkiibe edildikten

sonra 10 dk’da bir degistirilmek tizere 3 defa yikama soliisyonu ile yikama yapilmistir.

Bu sirada konjugat hazirlanilmistir. 1/1000 oraninda goat antimouse HRP konjugati
bloklama soliisyonun igerisinde sulandirilmistir. Yikama sonrasi konjugat eklenilip

calkalayici icerisinde 1 saat oda 1s1sinda inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasi tekrar 3 defa 10’ar dk araliklarla yikama yapilmistir. Yikama
sonunda ECL substrat (ThermoFisher, 32209) eklenilmistir. 1 dk karanlik saha
inkiibasyonu sonrasi1 Kemiliiminesans cihazinda (Invitrogen iBrightTM CL750
Imaging System) goriintiileme yapilmistir.
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3.5. Poliklonal Antikor Uretimi
3.5.1. Tavsan immunizasyonu

Bu asamada 6-8 aylik disi Yeni Zelenda 1rki tavsana ¢alismada elde edilmis olan CDV

izolatindan 100 pg antijen ile adjuvanize edilerek inokiile edilmistir (Sekil 3.9).

O.giin 14.giin 28.giin

/ Her immunizasyon oncesi tavsanlardan kan alinarak serumlart ¢ikarimugtir.

*FCA: Freunds Complete Adjuvant, IFA: Freunds Incomplete Adjuvant

Sekil 3.9. Tavsan immunizasyon semast.

Tavsanlara toplamda ikiser hafta araliklarla 3 immunizasyon yapilmustir. Ilk
immunizasyon FCA adjuvani ile 1:1 oraninda sulandirilarak yapilmistir. Diger iki
immunizasyon ise IFA adjuvani ile 1:1 oraninda sulandirma yapilarak immunize
edilmistir (Greenfield, 2020). Her immunizasyon 6ncesi kulak venasindan kan 6rnekleri
alinarak 3000 rpm’de 15 dk santrifiij edilerek serumlar1 yeni steril santrifiij tiiplerine

alimmustir. Serumlar kullanilana kadar -20 °Cbuzdolabinda saklanilmistir.
3.5.2. Tavsan Poliklonal Antikorlarin Titrelerinin Belirlenmesi

Tavsan {li¢ defa immunize edildikten sonra elde edilen poliklonal antikorlarin titrelerinin

belirlenmesi i¢in Antikor-ELISA yontemi yapilmistir
Antikor-ELISA

Hazirlanilan soliisyonlar

» Yikama soliisyonu: 1x PBS igerisinde %0.05 Tween 20

» Bloklama soliisyonu: Yikama soliisyonu icerisinde %5 yagsiz siit tozu

Bir gece oncesinden ELISA pleytine karbonat/bikarbonat buffer (pH 9.6) igerisinde
diliie edilmis 1 pg/kuyucuk olacak sekilde CDV eklenilerek +4 °C'de inkiibe edilmistir.
Ertesi sabah yikama soliisyonu ile 200 pl/kuyucuk olacak sekilde pleyt kuyucuklar1 3
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defa yikanmistir. Daha sonra iizerine 200 pl/kuyucuk bloklama soliisyonu eklenilip

pleytin iizeri kapatilarak 37 °C'de 1 saat inkiibe edilmistir.

Siire sonunda tekrar yikama soliisyonu ile 200 pl/kuyucuk olacak sekilde 5 defa
yikanmistir. Daha sonra asagidaki sekildeki gibi tavsanlardan elde edilen serumlar
bloklama soliisyonu igerisinde sulandirilarak 100 pl/kuyucuk olacak sekilde
eklenilmistir ve 37 °Cde 1 saat inkiibe edilmistir (Sekil 3.10).

l.immunizasyon | 2. immunizasyon | 3. immunizasyon | Kontrol
A 1/2000 1/2000 1/2000 PK
B 1/4000 1/4000 1/4000 PK
C 1/8000 1/8000 1/8000 NK 10
D 1/16000 1/16000 1/16000 NK 10
E 1/32000 1/32000 1/32000 N.KBS
F 1/64000 1/64000 1/64000 N.KBS
G 1/128000 1/128000 1/128000 N.KBS
H 1/256000 1/256000 1/256000 N.KBS

Sekil 3.10. Tavsan immunizasyonlart sonrasi antikor titreleri ig¢in serumlarin
sulandirilmasi ve Orneklerin ELISA pleytine eklenilme semasi. 1.0: Immunizasyon
oncesi fare serumu, B.S: bloklama soliisyonu.

Bu sirada konjugat soliisyonu hazirlanilmistir. Konjugat olarak HRP (Horseradish
peroxidase) enzimi ile isaretli Goat-antirabbit (Southernbiotech, 4030-05) IgG
kullanilmistir. Konjugat 1/4000 oraninda bloklama soliisyonu igerisinde sulandirilmistir

(Wimer-Mackin ve ark., 2006; Beauchemin ve ark., 2014).

Inkiibasyon sonunda yikama soliisyonu ile 200 pl/kuyucuk olacak sekilde 5 defa yikama
yapilmigtir. Daha sonra 100 pl/kuyucuk olacak sekilde hazirlanan konjugat
soliisyonundan eklenilmis ve 1 saat 37 °Cde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 5
defa yikama sollisyonu ile 200 ul/kuyucuk olacak sekilde yikama yapilmistir. Yikama
sonunda TMB substrat sollisyonundan 100 pl/kuyucuk olacak sekilde eklenilerek 10 dk
karanlk sahada inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda reaksiyonu durdurma

soliisyonu ile 50 pl/kuyucuk olacak sekilde eklenilerek reaksiyon durdurulmustur.
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Daha sonra 450 nm dalga boyunda spektrofotometrede optik dansidite (OD) degerleri

Olciilmiistiir.

Pozitif klonlarin belirlenebilmesi i¢in NK 10 ve NK BS igin ayr1 ayr1 Cut-off degeri

hesaplanmistir. Cut-off degerinin iizeri pozitif olarak belirlenmistir.

Cut-off = Negatif kuyucuklarin OD’ lerinin aritmetik ortalamasi x 2

3.5.3.

Tavsan Poliklonal Antikorunun Saflastirilmasi

Immunize tavsandan elde edilen serumlar amonyum siilfat ile (ThermoFisher, 45216)

konsantre edilmistir.

Yontem:

>

A\ 4

Tavsan serumlar1 ilizerine yavas bir sekilde satiire edilmis amonyum siilfat
sollisyonundan 1:1 oraninda eklenilmistir.

Oda sicakliginda manyetik karistiricr tizerinde 30 dk boyunca karistirilmistir.

4 °C'de karistirict da gece boyunca yavas bir sekilde karistirilmistir.

Daha sonra karistim 50 ml santrifiij tiiplerine alinarak 4000 rpm'de 30 dk
boyunca santrifiij edilmistir.

Stipernatant1 dikkatli atilmistir ve steril 1x PBS’den ile resiispanse edilmistir.
Resiispanse edilmis ¢okelti diyaliz membranina (Sigma, D9402) aktarilarak 1x
PBS igerisinde tuzlar1 giderilmesi saglanilmistir. Bunun i¢in toplam 2 defa 2
saatte bir 1x steril PBS’1 degistirmek iizere oda isisinda karistirict {izerinde
inkiibe edilmistir. Daha sonra +4°C’de bir gece steril 1x PBS igerisinde inkiibe

edilmistir.

Mevcut caligmada kullanilacak antikorlar MabTrap Kiti (Cytiva, 71-5003-43 AK)

kullanilarak protein G kolunu ile saflagtirilmistir. Kit prosediiriine gore oncelikle kit

icerisindeki soliisyonlarin diliisyonlart hazirlanilmistir.

Hazirlik

v

YV V V

2.5 ml binding buffer’a 22.5 ml ddH,O eklenerek karistirilmistir.

0.5 ml eliisyon buffer’a 4.5 ml ddH,O eklenerek karistirilmistir.

Daha sonra buffer’lar 0.45 um enjektor filtreden gegirilmistir.

Antikorlarinda korunmasi i¢in toplanacak her 1 ml 6rnek i¢in yaklasik 100 pl

noétralizan buffer kolonlardan gegirilmistir.
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Yontem

> Ust kapak ¢ikarilarak ddH,O ile tiip doldurulmustur. Daha sonra kolonun
ucundaki tipa ¢ikartilarak 1 damla/saniye olacak sekilde ethanol eklenilmistir.
Kolonu dengelemek i¢in tekrar iizerine binding buffer’dan 3 ml eklenilmistir.
Coktiiriilen 6rnek damla damla eklenilmistir.

Daha sonra yaklasik 5 ml binding buffer ile yikama yapilmistir.

Uzerine 3 ml eliisyon buffer’dan eklenerek steril 15ml tiipe aktariimistir.

Y V. V V V

Kolondan 5 ml binding buffer’dan tekrar gecirilerek kaldirilmastir.
Daha sonra Bradford test yontemi ile antikor miktar1 belirlenilmistir.

Bu amagla 1 mg/ml, 2.5 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 15 mg/ml, sigir serum albiimin
standartlar1 hazirlanilmistir. Standartlar ve ornekler 96 kuyucuklu mikropleyte (SPL,
32296) S’er ul eklenilmistir. Daha sonra Biorad Dc Protein Assay (Kat: 500-0113)
protein protokoliine gore Reagent A ve Reagent S karisiminda 20 pl ve 200’er pl
Reagent B’den tizerlerine eklenilip spektrofotometre cihazinda 650 nm dalga boyutunda

okutulmustur.
3.6.  Saflastirlmis Monoklonal Antikorlarin HRP Enzimi ile isaretlenmesi

Elde edilen mAb’lar ayr1 ayri saflastirildiktan sonra ThermoFisher EZ-Link, (Cat:

31497) kit prosediiriine gore HRP enzimi ile isaretlenmistir.

» Kit igerisinde bulunan toz haldeki PBS ddH>O ile ¢6zdiiriilmiistiir.

» Liyofilize haldeki HRP enzimi 100 pl ddH,O ile sulandirilmistir.

» 1Img mAb 1 ml PBS igerisinde hazirlanilmigtir. Daha sonra iizerine hazirlanilmis
olan 100 pl hacimdeki HRP enziminin tamami aktarilmistir.

» Ceker ocak igerisinde 10 pl Sodyum Siyanoborohidrat eklenilip 1 saat oda
1s1sinda inkiibe edilmistir.

» Daha sonra lizerine 20 ul Quenching soliisyonundan eklenilip 15 dk oda 1sisinda

inkiibe edilmistir.
Tuzlarindan arindirilmak i¢in diyaliz yapilmistir. Bunun igin;

HRP isaretli mAb diyaliz membranina (Sigma, D9402) aktarilarak 1x PBS igerisinde
tuzlarin giderilmesi saglanilmigtir. Bunun igin toplam 2 defa 2 saatte bir 1x steril PBS
ile (otoklav edilmis) degistirmek iizere oda 1sisinda karistirict tlizerinde inkiibe
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edilmistir. Daha sonra +4 °Cde bir gece steril 1x PBS igerisinde inkiibe edilmistir.
Ertesi sabah diyaliz membranindaki konjugatin tamami alinip kontrol edilmek tizere +4

°Cye kaldirilmistir.
3.7.  Antijen ELISA Testinin Gelistirilmesi

Hazirlanilan soliisyonlar

» Yikama soliisyonu: 1x PBS igerisinde %0.05 Tween 20

» Bloklama soliisyonu: Yikama soliisyonu igerisinde %5 yagsiz siit tozu

Bir gece oncesinden ELISA pleytine tavsan poliklonal antikorlar asagidaki sekilde
belirtildigi gibi 1/1000, 1/2000, 1/3000, 1/4000, 1/5000, 1/6000 diliisyonlarda
karbonat/bikarbonat buffer (pH 9.6) igerisinde diliie edilerek 100 pl/kuyucuk olacak
sekilde eklenilmistir ve +4 °Cde inkiibe edilmistir. Ertesi sabah yikama soliisyonu ile
200 pl/kuyucuk olacak sekilde pleyt kuyucuklari 3 defa yikanmistir. Daha sonra iizerine
200 pl/kuyucuk bloklama soliisyonu eklenilip pleytin {izeri kapatilarak 37 °C’'de 1 saat
inkiibe edilmistir. Siire sonunda tekrar yikama soliisyonu ile 200 ul/kuyucuk olacak
sekilde 5 defa yikanmistir. Daha sonra sekilde belirtildigi gibi ilk 4 serit 500ng CDV
PEGB8000 piirifiye antijeni bloklama soliisyonu icerisinde diliie edilerek 100 pl/kuyucuk
olacak sekilde eklenilmistir. Sema da belirtilen yatay son dort serit (E-H) negatif kontrol
olarak belirlenmistir ve sadece bloklama soliisyonu eklenilmistir. Daha sonra 37 °Cde 1

saat inkiibe edilmistir.

Bu sirada laboratuvar da elde edilen HRP enzimi ile isaretli mAb konjugat1 diliisyonlari
hazirlanilmistir.  Konjugat 1/50, 1/100, 1/200 ve 1/400 olacak sekilde bloklama

sollisyonu igerisinde sulandirilmigtir (Sekil 3.12.).

Inkiibasyon sonunda yikama soliisyonu ile 200 pl/kuyucuk olacak sekilde 5 defa yikama
yapilmigtir. Daha sonra 100 pl/kuyucuk olacak sekilde hazirlanan konjugat
soliisyonundan eklenilmis ve 1 saat 37 °Cde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 5
defa yikama soliisyonu ile 200 pl/kuyucuk olacak sekilde yikama yapilmistir. Yikama
sonunda substrat soliisyonundan 100 pl/kuyucuk olacak sekilde eklenilerek 10 dk
karanlik sahada inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda reaksiyonu durdurma

soliisyonu ile 50 ul/kuyucuk olacak sekilde eklenilerek reaksiyon durdurulmustur.
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Daha sonra 450 nm dalga boyunda spektrofotometrede optik dansidite (OD) degerleri
Olciilmiistlir. Pozitif kuyucuklarin belirlenebilmesi i¢in Cut-off degeri hesaplanmustir.

Cut-off degerinin lizeri pozitif olarak belirlenmistir.
Cut-off = Negatif kuyucuklarin OD’ lerinin aritmetik ortalamasi x 2

Gelistirilen antijen-ELISA testinin sematik goriinlimii Sekil 3.11.’de verilmistir.

{?m}? Y\N """ # Tr';#

1. pAb Baglama 2. Antijen ekleme 3. HRP igaretli mAb
ekleme

\Y’ ———— pAb

CDV antijen

Sekil 3.11. Gelistirilen Antijen ELISA testi semasi.

1/1000 1/2000 1/3000 1/4000 1/5000 1/6000

17 2113 alls 6]]7 89 101 12|
EACXXXXXXXE% % % % j
|_ kuyucuklar
] L. Negatif
' kuyucuklar

Kirmizi: 1/50, 1/100, Mavi: 1/200, Siyah: 1/400

Sekil 3.12. Antijen ELISA testi i¢in optimizasyon semasi. Poliklonal Antikor: Dikey
diizlemde 1/1000 — 1/6000 aras1 sulandirilmigtir. Konjugat: Yatay diizlemde 1/50,
1/100, 1/200, 1/400 olacak sekilde sulandirilip eklenilmistir. A-E arasi pozitif
kuyucuklar, E-H aras1 negatif kuyucuklar (bloklama soliisyonu).
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3.8.  Antijen ELISA ile Orneklerin Taranmasi

RT-PCR ile pozitif olarak belirlenen 29 pozitif 6rnek ve 11 adet virus izolati pozitif
olarak kullanilmistir. Laboratuvara farkli zamanlardan gelen RT-PCR ile negatiflikleri
belirlenen 40 farkli 6rnek negatif olarak kullanilmistir. Toplam 80 farkli 6rnek Antijen-

ELISA ile taranilmustir. Her ornek alt alta gelecek 2 kopya olarak eklenilmistir.

11 |12
A PK
B PK
c NK

HK
D NK
HK
E BOS "Nk
BS
F NK
BS
G NK
BS
H NK
BS
ORNEKLER

Sekil 3.13. Antijen ELISA icin pleytletlere orneklerin yiiklenmesi. Her 6rnek ikiser
kopya olarak alt alta eklenilmistir. RT-PCR sonucuna gore Kirmiz1 renkler pozitif, Mavi
renkler negatif olarak eklenilmistir. PK: MDCK34388 izolati, NK HK: Hiicre kiiltiir
vasati, NK BS: Bloklama soliisyonu.

Hazirlanilan soliisyonlar

» Yikama soliisyonu: 1x PBS igerisinde %0.05 Tween 20

» Bloklama soliisyonu: Yikama soliisyonu igerisinde %5 yagsiz siit tozu

Bir gece oncesinden ELISA pleytine tavsan poliklonal antikorlar optimize edilmis
oranda karbonat/bikarbonat buffer (pH 9.6) icerisinde diliie edilerek 100 pl/kuyucuk
olacak sekilde eklenilmistir ve +4 °Cde inkiibe edilmistir. Ertesi sabah yikama
soliisyonu ile 200 pl/kuyucuk olacak sekilde pleyt kuyucuklar1 3 defa yikanmigtir. Daha
sonra iizerine 200 ul/kuyucuk bloklama soliisyonu eklenilip pleytin {izeri kapatilarak 37
°Cde 1 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda tekrar yikama soliisyonu ile 200
ul/kuyucuk olacak sekilde 5 defa yikanmistir. Daha sonra sahadan toplanilan k&pek

ornekleri eklenilmistir ve 37 °Cde 1 saat inkiibe edilmistir.
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Bu sirada laboratuvar da elde edilen HRP enzimi ile isaretli mAb konjugati dilisyonlari
hazirlanilmistir. Konjugat optimize edildikten sonra etkin oranda bloklama soliisyonu

icerisinde sulandirilmstir.

Inkiibasyon sonunda yikama soliisyonu ile 200 pl/kuyucuk olacak sekilde 5 defa yikama
yapilmistir. Daha sonra 100 pl/kuyucuk olacak sekilde hazirlanan konjugat
soliisyonundan eklenilmis ve 1 saat 37 °C'de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 5
defa yikama soliisyonu ile 200 pl/kuyucuk olacak sekilde yikama yapilmistir. Yikama
sonunda TMB ile hazirlanilan substrat soliisyonundan 100 pl/kuyucuk olacak sekilde
eklenilerek 15 dk karanlik sahada inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 2M
siilfirik asit reaksiyonu durdurma soliisyonu ile 50 pl/kuyucuk olacak sekilde
eklenilerek reaksiyon durdurulmustur. Daha sonra 450 nm dalga boyunda

spektrofotometrede optik dansidite (OD) degerleri 6l¢iilmiistiir.

Pozitif kuyucuklarin belirlenebilmesi i¢in Cut-off degeri hesaplanmistir. Cut-off

degerinin tizeri pozitif olarak belirlenmistir.
Cut-off = Negatif kuyucuklarin OD’ lerinin aritmetik ortalamas1 x 2
3.9. Antijen ELISA Testinin istatistiksel Sonuclar

Istatistiksel sonuglar kopeklerden elde edilen rneklerin RT-PCR testi ve gelistirilen
Antijen ELISA testi verilerinin karsilagtirilmasi ile elde edilmistir. Bu karsilastirmaya
gore Sensitivite (Duyarlilik) ve Spesifite (6zgilinliik) hesaplamalart Graphpad Prism 10
programu ile yapilmustir. Istatistiksel analizler yapilmistir. p degeri (p <0.05) Fisher’s

exact test ile analiz edilmistir.

Iki farkli test yonteminde elde edilen sonuglar ile hayvanlarin genel klinik bulgularinimn

yiizdeleri hesaplanilmstir.
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4. BULGULAR
4.1. Kopeklerden Elde Edilen Ornekler ve PCR ile Dogrulanmasi

Tez ¢alismast siiresince Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Egitim, Arastirma ve
Uygulama hastanesine gelen CDV siipheli/pozitif kopeklerden 6rnekler alinmistir. Sekil
4.1.’de solunum problemli CDV pozitif kdpeklerin klinik goriinlimleri verilmistir.
Omek alinan kdpeklerin genel bilgileri Tablo 4.1°de bilgileri bulunmaktadir ve Sekil
4.2.°de klinik bulgularin grafigi verigsmistir.

a) L\

Sekil 4.1. Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan Hastanesi'ne gelen CDV
pozitif kdpekler. a) ser6-miikoz goz yast akintisi, b) nasofarengeal buruntu akintisi.

Tablo 4.1. Ornek alinan kopeklerin genel klinik bilgileri.

RT-PCR | Antijen ELISA | CPE
Ornek Yas | Ates Klinik Sonugclari | Sonuclar: Fjosz
(Ay) | (>38.5) | Bulgulan Ornekler*
1. |6 38.5 Solunum | Pozitif Pozitif
2. |14 Norolojik | Pozitif Pozitif +++
3. |7 Norolojik | Pozitif Pozitif
4. 19 Norolojik | Pozitif Pozitif
5 |12 |393 Solunum | Pozitif Pozitif +++
6. |11 |39 Karigik Negatif Pozitif




Tablo 4.1. Devam

7. |6 Karigik Negatif Pozitif

8. |3 38.6 Karisik Pozitif Pozitif +++
9. |24 Norolojik | Negatif Pozitif

10. | 10 Solunum | Pozitif Pozitif +
11. | 12 Norolojik | Negatif Negatif

12. | 29 Solunum Negatif Negatif

13. | 37 Karisik Pozitif Pozitif ++
14. | 49 Solunum | Pozitif Pozitif +++
15. | 6 Solunum | Pozitif Pozitif

16. | 15 Karigik Negatif Negatif

17. 19 Norolojik | Negatif Pozitif

18. | 24 Solunum Pozitif Pozitif +++
19. |3 Solunum | Pozitif Pozitif ++
20. | 8 Solunum | Negatif Negatif

21. | 8 Solunum | Pozitif Pozitif +++
22. | 23 Karigik Pozitif Negatif

23. |5 Karigik Pozitif Negatif

24. | 6 40.6 Solunum Pozitif Pozitif +++
25. | 8 41 Solunum | Pozitif Pozitif +++
26. | 6 Solunum Pozitif Negatif

27. | 4 Solunum Pozitif Pozitif
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Tablo 4.1. Devam

28. | 4 Solunum Pozitif Pozitif

29. | 5 Solunum Pozitif Negatif

30. |5 Solunum | Pozitif Pozitif +++
31. | 8 39.5 Karisik Pozitif Pozitif +++
32. 118 Solunum Pozitif Pozitif

33. 195 Solunum Negatif Negatif

34. |15 Solunum Negatif Negatif

35. |71 Solunum | Pozitif Negatif

36. | 4 Solunum | Pozitif Pozitif +++
37. |15 Solunum | Negatif Negatif

38. | 13 Solunum | Pozitif Pozitif +++
39. |6 Karigik Pozitif Pozitif

40. | 4 Solunum | Pozitif Pozitif

* CPE pozitif orneklerin kaginci pasajda pozitif oldugu + isareti ile gosterilmistir.

+:1.kor pasaj, ++: 2.kor pasaj, +++: 3.kor pasaj

m0-6ayhk m®6-12 aylik 12-24 aylik m >24 aylik Normal

Yiiksek H Solunum  HSinirsel B Karigik

oM
(32}

N
i
—
—
D
0

YAS ATES KLINIK BULGULAR

Sekil 4.2. Ornek toplanan kdpeklerin genel 6zellikleri.
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Orneklerin genel dzellikleri;

» Klinik bulgusuna gore; solunum problemi olan 25 (%62.5), sinirsel problemi
olan 6 (%]15), karistk bulgu gosteren (solunum-sinirsel) 9 (%22.5) ornek
bulunmustur.

» 40 hayvanin 15’1 (%37.5) 0-6 aylik, 11’1 (%27.5) 6-12 aylik, 8’1 (%20) 12-24
aylik ve 6’s1 (%15) >24ay olarak kaydedilmistir.

» 7 hayvanda (%]17.5) yiiksek ates (>38.5°C) saptanmustir.

4.2.  Virus Izolasyonu ve Identifikasyonu

Ornekler toplanildiktan sonra F geni primerleri kullanilarak RT-PCR yapilmistir (Sekil
4.3.).

Sekil 4.3. (a) RT-PCR yapilan baz1 6rnekler. 11: Pozitif kontrol, 12: Negatif kontrol

DNA
Ladder

Sekil 4.3.(b). RT-PCR yapilan baz1 6rnekler. 11: Pozitif kontrol, 13: Negatif kontrol

RT-PCR sonucuna gére 556 bp pozitif olarak degerlendirilmistir (Romanutti ve ark.,
2016).
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35
30 29
25

20

11

PCR

m Pozitif m Negatif

Sekil 4.4. RT-PCR sonuglari.

RT-PCR sonucuna gore;

>

40 ornekten 29 pozitif (%72.5), 11 negatif (%27.5) olarak kaydedilmistir (Sekil
4.4).

Solunum problemi olan 20 (%68.96), sinirsel problemi olan 3 (%10.34), karisik
klinik bulgu gosteren 6 (%20.68) kdpek bulunmustur.

Yine RT-PCR ile, yiiksek ates belirtileri (>38.5°C) gosteren 7 kopegin 6’s1
pozitif c¢ikarken, atesi normal olan 33 kopegin 23’0 pozitif olarak
degerlendirilmistir.

Orneklerin alindig1 40 kdpegin yast 1571 (%37.5) 0-6 aylik, 1171 (%27.5) 6-12
aylik, 8’1 (%20) 12-24 aylik ve 6’s1 (%15) >24 ay olarak kaydedilmigtir. RT-
PCR testine gore bu yas araliklarinda pozitif kopek sayisi sirasiyla; 14 (%48.27),
7 (%24.13), 5 (%17.24) ve 3 (%10.34) olarak bulunmustur.

Kopeklerden elde edilen oOrneklerden virus izolasyonu yapilmustir. Ornekler

laboratuvarda inokulum haline getirildikten sonra 24 kuyucuklu pleytlere ekim

yapilmugtir.

Ornekler MDCK hiicresine ekildikten sonra giinliik olarak hiicre kiiltiir mikroskobunda

CPE (cytopathic effect) igin hiicre yuvarlaklasmasi ve vakuolizasyonu agisindan

arastirilmis ve Tablo 4.1. de belirtilen baz1 6rnekler pozitif olarak kaydedilmistir (Sekil

4.5).
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Orneklerden; 1. Pasajda 1 6rnek, 2. Pasajda 2 6rnek ve 3. Pasajda 12 6rnek olmak iizere
toplam 15 farkli 6rnek CPE bakiminindin pozitif bulunmustur. CPE pozitif 6rnekler
daha sonra yine RT-PCR ile spesifik 556 bp’lik CDV F bandi goriilmesi ile
dogrulanmistir.

a)

Sekil 4.5. MDCK hiicresine ekilen virusun 8. giinde goriintiisii. a) 37319 numarali
ornek, b) 34388 numarali 6rnek, ¢) kontrol MDCK hiicresi.

b)i

Her 6rnek daha sonra ayni sekilde 2 defa daha ekim yapilarak toplam 3 kor pasaj
yapilmistir. Kor pasajlamanin sonunda Sekil 4.5.°de belirtildigi tizere 37319 ve 34388
numarali 6rneklerde CPE goriilmiistiir. Daha sonra tim oOrnekler RT-PCR ile

dogrulanmustir.

MDCK hiicre kiiltiirtinde kor pasajlama sirasinda 1.pasajda en belirgin CPE gosteren ve
PCR giiglii pozitif ¢ikan 34388 numarali 6rnek filogenetik analiz ve monoklonal-

poliklonal antikor iiretimi i¢in kullanilmistir.
4.3.  Virus Izolatinin Molekiiler Karakterizasyonu ve Biyoinformatik Analiz

MDCK34388 izolat1 hizmet alimi ile Sanger sekanslama yaptirilmis ve elde edilen

sekans i¢in biyoinformatik analiz yapilmistir.

Sekans bilgileri “.fasta’’ formatinda indirilip MEGA11 programu ile alignment edilmis
ve filogenetik analiz yapilmistir (Sekil 4.8). Elde edilen filogenetik analiz iToL veri
tabani ile renklendirme ve sus tayini yapilmistir (Sekil 4.6).

Sekans NCBI GenBank’ a PQ537086.1 kayit numarasi ile eklenilmistir.
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Colored ranges

. Vaccine

[T Arctik-like

B Arica 1

W Asia-2

B Africa-2

I:l South America-2
. Europe

. Rockborne like
. South America-3
I:' North America-2
I:l South/North America -4

B asia-1

Sekil 4.6. Filogenetik aga¢ ve suglara gore renklendirme.
4.4.  Polietilen Glikol ile Virus Konsantrasyonu ve Bradford Protein Testi ile
Virus Miktarmin Olgiilmesi

PEGS8000 ile MDCK34388 izolati Bradford protein test yontemine dayanan Biorad

Protein test kiti kullanilarak protein miktar tayini yapilmigtir

izolatin OD degeri 0.25 mg/ml BSA ile benzer oldugu icin izolat miktar1 olarak bu oran
kaydedilmistir (Sekil 4.7.).

e 1N
0.116 0. 1172
0.128 0.118

i
0.159 0.158

|
0.212 0.211

_0.347 0.345

L 0.543 0.991

Sekil 4.7. PEG 8000 ile konsantre edilen MDCK34388 izolat1 Bradford protein testi ile
sonucu. a) Protein testi, b) spektrofotometre cihazi ile 650nm dalga boyutunda
okutulmasi sonucu OD degerleri.
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45.  Virus Inaktivasyonu

UV altinda inaktive edilen MDCK34388 numaral: izolat, kontrol edilmek iizere tekrar
MDCK hiicresine ekim yapilmis ve 12 giin boyunca mikroskop altinda takibi yapilarak
CPE negatif oldugu belirlenmistir (Sekil 4.8.). Yine inaktivasyon sonrast MDCK hiicre
kiiltiirine ekilen ve farkli giinlerde dondur-¢6z yapilarak kaldirilan izolat 6rnekleri RT-
PCR ile kontrol edilerek inokulumlarin inaktivasyonlarinin dogrulamasi yapilmistir
(Sekil 4.9).

Sekil 4.8 Inaktivasyon sonrasi hiicre. Adsorbsiyonla 10. gin sonunda inaktive edilen
ornekte CPE goriilmemistir. a) MDCK hiicre kontrol, b) Inaktive MDCK34388

Sekil 4.9. Inaktivasyon sonrasi farkli giinlerde RT-PCR sonucu agaroz jel goriintiisii.
MDCK hiicre kiiltiiriine ekilen ve farkli zamanlarda dondur-¢6z yapilarak kaldirilan
ornekler. 1: DNA marker, 2: 3.giin, 3: 5.giin, 4: 7.giin, 5: 9. giin, 6: 12.glin, 7: pozitif
kontrol, 8: Negatif kontrol.
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4.6. Monoklonal Antikor Uretimi
4.6.1. Fare immunizasyonlari

Fareler MDCK34388 numarali CDV ile inaktivasyon sonrast komple virion olarak
immunize edilmistir. Her immunizasyon 50 pg antijen olacak sekilde dillisyon yapilarak

immunizasyon yapilmistir (Sekil 4.10.)

Sekil 4.10. Fare immunizasyonlari.

Her immunizasyon 6ncesi farelerden kan alinarak serumlar1 ¢ikarilmistir. Bu serumlar
flizyon Oncesi farenin antikor titresini belirleyebilmek igin Antikor-ELISA testinde
kullanilmistir. Farelerin antikor titresi 3. immunizasyon sonrast ELISA testi ile kontrol
edilmigtir (Sekil 4.11.). Fare serumlarindan gelebilecek arka plandan dolay:
immunizasyon Oncesi cut-off degeri dikkate alinarak antikor oranlari belirlenmistir.
MDCK34388 ile immunize edilen 2 numarali farede 1/64000 antikor titresi gorildigii
icin (Sekil 4.12.) hedeflenen en az antikor titresine ulasilmistir. Bu nedenle fiizyon

islemi bu fare ile yapilmistir.
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1l .l A Keutrol | 11 kL Al Kentrol | 1.1 Ll Al Kontrel
A | 1000 1000 1000 .4 1000 1000 1000 [ 4 1000 1000 1000 K
W00 (200|000 | PK 3000|2000 | 000 |PK 000 | 2000|3000 |PK
© 00 4000 (4000 | NKLO. (4000 (4000 [4000 | NKLO.|4000 [4000 4000 |NKLO
D 8000 | 8000 | H000 | NKLO | 8000 | 8000 | K000 | NKLO. 8000 | 8000 | 8000 | NK 1O
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¥ (12000 [ 12000 [ 33000 |NKBS | 33000 | 12000 | 02000 | NKBS, | 13000 | 42000 | 02000 | NKBS
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)
)
20
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)
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Sekil 4.11. Fare immunizasyonlar1 sonrast Antikor ELISA sonuglari. a) Immunize
farelerin antikor titrelerini belirlemek i¢in diliisyon oranlari. PK: 3.immunizasyondan 2
hafta sonraki serum 1/500 diliisyonu, NK 1.0: immunizasyon oncesi fare serumu, NK
B.S: bloklama soliisyonu b)15dk karanlik saha inkiibasyon sonrasi, ¢) durdurma
soliisyonu sonrasi, d) 450nm dalga boyutunda okuma sonrasi OD degerleri.
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Bu sonuglara gore Cut-off degerleri:

1.Fare NK 1.0.: (4C+4D) /2 x2 = (0.233 +0.061) /2 x2 = 0.294

1.Fare NK BS: (4E+4F+4G+4H) /4 x2= (0.059+0.050+0.051+0.054) /4x2=0.108
2.Fare NK 1.0.: (8C+8D) /2x2= (0.093+0.085) /2x2= 0.178

2. Fare NK BS: (8E+8F+8G+8H) /4x2= (0.061+ 0.052+ 0.48+ 0.048) /4x2= 0.105
3. Fare NK 1.0.: (12C+12D) /2x2= (0.120+ 0.138) /2x2= 0.258

3. Fare NK BS: (12E+12F+12G+12H) /4x2=(0.048+0.053+0.052+0.054) /4x2= 0.104

1. fare 2. fare 3. fare
NK i.0. 0.294 0.178 0.258
NK B.S. 0.108 0.105 0.104

Immunizasyon dncesi Cut-off degerlerine gore fare immunizasyon oranlari

1. fare 2. fare 3. fare
1. immunizasyon 1/4000 1/8000 1/4000
2. immunizasyon 1/8000 1/16000 1/32000
3. immunizasyon 1/8000 — | 1/64000 1/64000
1/16000
—4—TFare ] —M—Farel Fare 3
80000
g 70000 —
E 60000 -
< 50000
g 40000
S 30000 K
h¥
£ 20000
5.. 10000 M
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IMMUNIZASYONLAR

Sekil 4.12. MDCK-34388 ile immunize edilen farelerin antikor titreleri.
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4.6.2. Fiizyon

Anestezi sonrast 2 numarali fare servikal dislokasyon ile sakrifiye edilmistir. Daha
sonra orta abdominal bdlgeden steril sartlarda dalagi c¢ikarilarak dalak hiicreleri

ayristirtlmistir.

Miyeloma hiicreleri, makrofaj hiicreleri ve Splenosit hiicreleri Tripan mavisi boyasi

kullanilarak Kova Grid marka iiriin ile hiicre sayimi yapilmistir (Sekil 4.13.).

Sekil 4.13. Tripan mavisi i¢erisinde hiicre sayimi.

Hiicre sayisi x sulandirma orani x 9 x 10%= 1ml hiicre sayis
23 x 10 x 9 x 10* = 21 x 10° hiicre ile fiizyona girilmistir.

Bir giin 6ncesinden 11 tane 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleytine 6000 hiicre / kuyucuk
olacak sekilde makrofaj hiicreleri gecilmistir (Sekil 4.14.).

Sekil 4.14. Makrofajlarin 10x biiyiimede ters mikroskoptaki goriintiisii.

67



Fiizyon isleminden 6nce -80 °C de bulunan FO miyeloma hiicreleri ¢ozdiirtilerek hiicre
kiiltir flasklarinda g¢ogaltilmistir. Fiizyona girildiginde hiicrelerin logaritmik fazda
olacak sekilde 24 saat 6ncesinden pasajlama yapilip hedeflenen sayida hiicre i¢in 2 tane

175 cm? flaskta cogaltilmistir (Sekil 4.15).

Sekil 4.15. FO miyeloma hiicresinin Filizyon giinii goriintiisii.

MDCK-34388 ile immunize edilen fare anestezi sonrasi servikal dislokasyon ile 6tanazi
edilmistir. Daha sonra steril ortamda dalak hiicreleri ayristirildiktan sonra PEG-4000 ile
fiizyon yapilmigtir. Bu islemler Sekil 4.16.” de gosterilmistir.
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Dalak ¢ikarildiktan sonra hizlica vasat
igerisine alinmasi

AR e “Splenositlerin
cikarilmasi igin enjektor ignesi ile en az 30-40
delik acilarak vasatin yavas bir sekilde dalak
igerisine verilerek hiicrelerin ayrigtirilmasi.

Daha sonra dalak doku pargalayici
iizerinde yavas bir sekilde ezilerek vasat
ile yitkama yapilmasi.

dalak

Splenositlerin
posasinin goriintiisii.

ayristirildiktan  sonra

Santriflij tliplinde toplanilan hiicreler
1000 rpm de 5 dk santriflij edildikten
sonra dipte toplanilan hiicreler.

Sekil 4.16. Fiizyon islemi i¢in fare dalak hiicrelerinin ¢ikarilmasi.

FO miyeloma: splenosit, 1:5 olacak sekilde 108 x 10° splenosit: 21 x 10° FO miyeloma

hiicresi kullanilmistir.
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Filizyon sonrasi hiicreler hazirlanan makrofaj hiicrelerinin {izerine 150 pl hiicre/kuyucuk

olacak sekilde eklenilmistir (Sekil 4.17.).

Sekil 4.17. Makrofaj hiicrelerinin iizerlerine fiizyon sonrast FO: splenosit hiicrelerin

eklendikten sonraki goriintii.

Fiizyon isleminden sonra giinliik olarak ters mikroskop altinda hiicreler incelenmistir.

HAT besiyeri ortaminda fiizyonun 2. giiniinden itibaren (Tablo 4.2.) fiizyona girmemis

miyelomalarin, 4. giinden itibaren ise flizyona girmemis splenosit hiicrelerinin

canliliklarini devam ettiremedigi goriilmiistiir.

Tablo 4.2. HAT besiyeri igin hazirlanilan karigim ve oranlari.

Eklenen Uriin Oran Miktari
HAT %?2 3.2ml
FBS %20 32 ml
L-glutamin %2 3.2ml
D-glukoz %2 3.2ml
Antibiyotik (penisilin-streptomisin) %2 3.2ml
Sodyum Piriivat (50 mM) 0.45 mM/ pl 1.44 ml
Insiilin (100U) 0.2 U/ ul 0.32ml
RPMI 1640 160 ml’ye tamamlanir ~ 116.7 ml
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Asagidaki sekilde giinliik klonlarin biiyiimeleri kaydedilmistir (Sekil 4.18.).

2. giin lusmaya baslayan klon

8. glin 10. giin

Sekil 4.18. Fiizyon islemi sonrast HAT ortaminda klonlarin olugmasi.
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4.6.3. Pozitif Klonlarin Belirlenmesi ve Cogaltilmasi

Fiizyonun 10. giin sonrasi biiyiiyen ve HAT besiyerinden etkilenmeyen klonlar
belirlenmigtir. Toplam 1056 kuyucuktan 129 kuyucukta klon belirlenerek Antikor-
ELISA yontemi ile antikor yoniinden inceleme yapilmistir (Sekil 4.19.).

Bu klonlardan pozitif veren 62 klon se¢ilmis 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleytine alinmis

ve 3 giin sonra tekrar ELISA ile antikor yoniinden taramalar yapilmistir.

20T TO0

-
N

I & m m O O W >»

@)
DOOOBITO,

EEEEE® ,

c 0.216 n.iaéfo.yi o.mro.ig_ 135 0.140 1.715 |
D 0.169 0.162 0.138 0391 4 1430 155 0.1% 1iche |
E 0.309 0.160 0.166 0.13 0.176 o;iaz 0.142 0.177 |
F 0.179 0.150 0.169 0.161 0.180 0.170 0.169 0.172 |

G 0.236 0.156 0.174 0.145 0.166 0.171 0.1?5 0.193 |

H 0.463 0.150 0.161 0.143 0.194 0.189 0.192 0.22? |
[

c)

Sekil 4.19. Pozitif klonlarin ELISA testi. a) Klonlarin yiikleme sirasi, b) Durdurma
solisyonu (2M siilfirik asit) eklendikten sonra c¢) 450nm dalga boyutunda
spektrofotometre’ de okutulmasi sonras1 OD degerleri.

Cut-off degeri ;

[(E8 + F8 + G8 + H8) /4] x2

[ (0.177+0.172+0.193+0.227)/4 ] x2=0,3845

Cut-off degeri lizerindekiler ve yakin OD degerleri pozitif olarak kabul edilmistir.

Buna gore; 2F6, 3B4, 3D8 ve 1G10 pozitif olarak kabul edildi.
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Daha sonra 4 klonun alt diliisyonlar1 yapilarak ¢ogaltildi ve tekrar ELISA ile antikor
taramasi yapildi (Sekil 4.20.).

Klonlarin biiyiitiilmesi HT igeren hibridoma besiyerinde yapilmistir (Tablo 4.3.).

Tablo 4.3. HT besi yeri.

Eklenen Uriin Oran Miktar1
HT %2 3.2ml
FBS %20 32ml
L-glutamin %?2 3.2ml
D-glukoz %2 3.2ml
Antibiyotik (penisilin-streptomisin) %2 3.2ml
Sodyum Priivat (50 mM) 0.45 mM/ pl 1.44 ml
Insiilin (100U) 0.2 U/ ul 0.32 ml
RPMI 1640 160 ml tamamlanir 116.7 ml
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c)

Sekil 4.20. Pozitif klonlarin alt diliisyonlar1t ELISA testi. a) Klonlarin yiikleme sirasi, b)
Durdurma sonrasi goriintii ¢) 450 nm dalga boyutu okuma sonras1 OD degerleri.
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Cut-off degeri;
[ (G6+H6) /2] x2
[ (0.099+0.092)/2 ] x2=0.191

Cut-off degeri sonucunda 1G10 klonunun tiim alt klonlar1 pozitif olarak goriilmiistiir.
Bunun yani sira 3B4 klonundan yalnizca 2B ve 2C alt klonlar1 pozitiflik vermistir.

Diger klonlarin tamanu alt klonlar1 ile negatif ¢ikmustir.

3B4-2B ve 3B4-2C alt klonlar1 ise bir sonraki pasajlama da antikor iiretmeyi

durdurmuslardir.

Daha sonraki ¢cogaltmalarda yalnizca 1G10 pozitif sonu¢ vermistir. Bu nedenle 1G10 alt
klonlarnmn tamami 25 cm® flasklara alinarak cogaltilmis, tekrar ELISA ile antikor

pozitiflikleri dogrulanmaistir.
Pozitif klonlar %90 FBS + %10 DMSO igeren vasat ile dondurulmustur.
4.6.4. Monoklonal Antikor Saflastirilmasi ve Protein Olciimii

1G10 klonun 1A, 2A ve 1FGH (1F+1G+1H) klonlar1 ayr1 ayrt 175 cm? flasklarda
cogaltilmistir. Daha sonra her {i¢ giinde bir olmak iizere 1000 rpm’de 5 dk santrifiij
edilmis siipernatantlar toplanilmistir. Ayrica santrifiij sonrasi klonlarin %50’ si de alt

pasajlar halinde dondurulmustur.

Saflastirma i¢in ornekler 6ncelikle amonyum siilfat ile konsantre edilmis ve daha sonra

Protein G kolonu kullanilarak affinite kromatografi yontemi ile saflastirilmistir.

Bu siire¢ Sekil 4.21°de verilmistir.
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Amonyum siilfat ile hibridoma
siipernatantt1 30 dk oda 1sisinda
karistiktan sonra.

Karistmin santriflij 6ncesi
goriintii

3950 rpm’de 20 dk
+4°Cde karistiktan
sonra.

2 Pad ..‘.‘“
Santrifiij sonrasi olusan pelet.

Her

klon
coktiirtildiikten
diyaliz edilmistir.
Mavi:1A
Turuncu:2A

Mor: 1FGH

ayrt  ayri

sonra

Bir
sonrasi
kolonu ile mAb’larin
saflastirilmistir.

gece  diyaliz
Protein G

Sekil 4.21. Amonyum siilfat ile antikor konsantrasyonundan

saflastirmasina kadar gecen iglemler.

Protein G ile antikor

Saflagtirma ve diyaliz islemleri sonrasi elde edilen her {iriin igin protein analizi

yapilmistir (Sekil 4.22.) ve Tablo 4.4.’de protein miktarlar1 verilmistir.
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01 0.1 20 20 24 2A
mgml | mg/ml | mg/ml |mgml | DS. DS.
025 |025 |N-SU |N-SU |24 2A
mg/ml | mg/ml Eliisyon | Elisyon
05 05 1A 1A 1FGH 1FGH
mg/ml | mg/ml | 0.8, 08, 08, 08,
1 1 1A 1A IFGH | IFGH
mg/ml | mg/ml | YS. s s Ys.
2.5 25 1A 1A IFGH | IFGH
mg/ml | mg/ml |DS.  |DS |DS | Ds.
5 3 1A 1A IFGH | IFGH
mg/ml | mg/ml | Elisyon | Eliisyon | Eliisyon | Eliisyon
10 10 2A 2A 2A 2A
mg/ml | mg/ml | 0.8 08 DS DS.
15 13 24 24 24 24
mg/ml | mg/ml | Y.S. YS. Eliisyon | Elisyon

a) 0.8: Ornek Sonras:, Y.S.: Yikama Sonrasi, D.S.: Diyaliz Sonras1

Sekil 4.22. Saflastirma sonras1 ve diyaliz sonras1 her asama i¢in Bradford protein testi.
a) Saflastirilma sonrasi Protein test kiti i¢in drneklerin yiiklenme sirasi. b) Test sonucu,

c) spektrofotometre cihazi ile 650 nm dalga boyutunda okuma sonras1 OD degerleri.

Tablo 4.4. Saflagtirma sonrasi triinlerin Bradford testi sonucuna gore protein miktarlari.

Diyaliz Sonras1 Ornek Sonrasi1  Yikama Eliisyon
Sonrasi
1A 10 mg/ml 10 mg/ml 1 mg/ml 0.5 mg/ml
2A 10 mg/ml 5 mg/ml 5 mg/ml 1 mg/ml
1FGH 10 mg/ml 9 mg/ml 5 mg/ml 0.75 mg/ml
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Sekil 4.21.°de goriildigli lizere her asama ayr1 ayri santriflij tiipiine toplanilmistir.
Eliisyon asamasi tamamlanildiktan sonra her asamada tekrar Antikor-ELISA ile kontrol
edilmistir. Yalnizca Elisyon asamasinda antikor pozitiflik gorilmistir (veri

gosterilmemistir). Elde edilen antikorlar, +4°Cde kullanilmak iizere saklanilmistir.
4.6.5. Western Blot ile Monoklonal Antikor Tip Tayini

izole edilen MDCK 34388 CDV %10 SDS-PAGE’de yiiriitiildiikten sonra PVDF
membrana aktarilmistir ve 1A mAb iizerine eklenilerek elde edilen mAb proteini SDS
PAGE ve Western blot yontemi ile arastirilmistir (Sekil 4.23., Sekil

4.24.).

Sekil 4.23. SDS-PAGE goriintiisii. 1: Protein marker, 2: Diyaliz Sonras1 1A, 3: Yikama
sonrast, 4: Ornek sonrasi, 5: 1A eliisyon, 6: 1A 6rnek sonrasi, 7: 2A eliisyon, 8: 1IFGH
ellisyon.

Sekil 4.24. Kemiliiminesans goriintiileme sonrasi. Elde edilen 1A mAb yaklasik F
proteini (73kDa)’ye denk gelmektedir.
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Uniprot veri tabanina gore yaklasik 73 kDa olan F proteinine karst mAb iretildigi

gorilmistir.
4.7, Poliklonal Antikor Uretimi
4.7.1. Tavsan Immunizasyonlar:

ERU DEKAM’ da Yeni Zellanda 1rki disi tavsan inaktif CDV-MDCK34388 ile 3 defa
immunize edilmistir (Sekil 4.25.). Ilk immunizasyon Freund’s Complete adjuvant1 ile
1:1 oraninda diliie edilerek yapilmistir. Daha sonraki iki immunizasyon Freund’s
Incomplete adjuvanti ile 1:1 oraminda diliie edildikten sonra uygulanmustir. Her

uygulama 2 hafta ara ile yapilmistir.

Sekil 4.25. Tavsan immunizasyonlarinin kas i¢i uygulamasi.

4.7.2. ELISA ile Tavsan Poliklonal Antikor Titresi Belirleme

Tavsanlardan alnan 0.glin  (negatif), l.immunizasyon, 2.immunizasyon ve

3.immunizasyondan 2 hafta sonraki serumlar Antikor-ELISA yontemi ile taranmustir.

ELISA sonucuna gére 1/8000°den baslayan pAb oram 3. Immunizasyon sonrasi
1/128000 degerini agmustir (Sekil 4.26.).
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a)

¢)

Sekil 4.26. Immunizasyon sonrasi tavsan poliklonal antikor diliisyonlarinin ELISA
sonucu. 1/2000’den baslayip 1/128000’e kadar log2 tabaninda sulandirilma yapilmustir.
a) Substrat eklenilip 15 dk karanlik inkiibasyon sonrasi, b) 2M siilfirik asit ile reaksiyon
durdurma sonrasi, ¢) 450 nm dalga boyutunda spektrofotometre cihazinda OD degerleri.
Siitunlar; 1: 1. Immunizasyon, 2: 2.immunizasyon, 3: 3. Immunizasyon, 4: A-B: 1/1000
3.immunizasyon, C-D: Immunizasyon &ncesi tavsan serumu, E-G: Bloklama soliisyonu.

ELISA sonucuna gore:

Cut-off:

Bloklama soliisyonu: [ (0.081 + 0.092 + 0.085 + 0.106) /4] x 2 = 0.182

3.immunizasyon sonrasi pAb 1/64000°1 asmistir (Sekil 4.27.).

Bu sonuglara gore;

Immunize tavsan serumu

antikor diliisyonu.

1. immunizasyon 1/8000
2. immunizasyon 1/32000
3. immunizasyon 1/64000
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—— Immunizasyon Oncesi Tavsan Serumu

80000
60000
40000

20000

Sekil 4.27. immunizasyon sonras1 pAb diliisyonlari.
Daha sonra 1 hafta araliklara ile 1 ay boyunca kan alinarak serumlar toplanilip
birlestirilmistir.
4.7.3. Poliklonal Antikor Saflastirma
Tavsanlardan toplanilan serumlar amonyum siilfat ile konsantre edilmistir. Daha sonra

Elde edilen serumlar amonyum siilfat ile konsantre edildikten sonra Protein G kolunu
ile saflastirilmistir. Daha sonra protein G kolonu ile saflastirma yapilmistir (Sekil 4.28.).

Saflastirmada elde edilen tiriinlerin protein analizi yapilmistir (Sekil 4.29.)

!5*5
1l

Sekil 4.28. Protein G kolonu ile pAb saflagtirma.
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®

Eltisyon | Eltsyon | 1 mg/ml 1 mg/ml x @O
S

MN-su MN-su 2.5 mg/mil 2.5 mg/ml an
5 mg/ml 5 mg/ml ;\r =

10 mg/ml 10 mg/ml ‘*‘

15 mg/ml 15 mg/ml @0

Diyaliz Sonras! | Diyaliz Sonrasi
Ornek Sonrasi | Ornek Sonrasi
Yikama Sonras! | Yikama Sonrasi

“(-f:—.’ !O"’

9 10 11— 17

0.401 0.394 0. 1@0’1&1{
0.097 0 100 0739;*03137
0.041 orr.;ogi:;qftgi?:éd,;lsgg ,
0.041 0.041 0.554 0.499
0.041 0.041 0.5997750.5'171,5
10.040 0.040 0.687 07.7675':5:
o .-045 0.040 0.573 0.525

0) 0.041 0.041 0.198 0.172

Sekil 4.29. pAb saflastirma sonras1 protein miktar analizi a) Ornek yiikleme sirasi, b)
Biorad protein 6l¢lim kiti soliisyonlar1 ekleme sonrasi, ¢) OD degerleri.

Diyaliz Ornek Sonras1  Yikama Eliisyon
Sonrasi Sonrasi
pAb >15 mg/ml 15 mg/ml 1 mg/ml 5 mg/mi

Bu sonuglara gore saflastirma sonrasi pAb degeri yaklasik 5 mg/ml olarak 6l¢iilmiistiir.
4.8. Konjugat Optimizasyonu ve Antijen ELISA Gelistirilmesi

Yontemde bildirildigi gibi 1AHRP konjugati hazirlanildiktan sonra Antijen ELISA testi
gelistirmek icin Sandvi¢ ELISA yontemi gelistirilmistir.

Bunun i¢in;

Saflagtirilmamis pAb 1/1000 (1. ve 2. siitun), 1/2000 (3. ve 4. siitun), 1/3000 (5. ve 6.
siitun), 1/4000 (7. ve 8. siitun), 1/5000(9. ve 10. siitun) ve 1/6000 (11. ve 12. siitun)

oranlarinda karbonat/bikarbonat buffer igerisinde sulandirilmistir.
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1AHRP konjugat1 1/50 (A ve E satir1), 1/100 (B ve D satir1), 1/200 (C ve F satir1) ve

1/400 (G ve H satir1) oranlarinda bloklama soliisyonu i¢erinde sulandirilmistir.

A-D satirlarina pozitif kontrol olarak CDV (MDCK34388), E-H satirlarina ise negatif
kontrol olarak bloklama soliisyonu eklenilmistir (Sekil 4.30.). ELISA sonucunda
konjugat ve pAb’a gore cut-off degerleri Tablo 4.5’te verilmistir.
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Sekil 4.30. Antijen ELISA testi optimizasyonu. a) 15 dk karanlik saha inkiibasyon
sonrast, b) 2M siilfirik asit ile durdurma sonrasi, ¢) 450nm dalga boyutunda okuma
sonrast OD degerleri.
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Tablo 4.5. Antijen ELISA testi optimizasyonu sonucu OD degerlerine gore cut-off
degerleri.

pAb 1/1000 | 1/2000 | 1/3000 | 1/4000 | 1/5000 | 1/6000
Konjugat
1/50 6.727 | 6.011 3.218 0.963 0.867 | 1.481
1/100 1.879 | 0.695 0.394 0.329 0.231 | 0.442
1/200 0.221 | 0.289 0.206 0.207 0.18 0.284
1/400 0.177 0.126 0.163 0.149 0.142 0.162

Bu sonuglara gore;

1/50 ve 1/100 konjugat orani tiim pAb oranlarinda negatif kuyucuklarda arka plan
(background) oldugu goriilmiistiir ve OD degerleri pozitiflerden yiiksek ¢ikmistir. Bu

yiizden bu oranlar testte kullanilmamustir.

1/200 ve 1/400 oraninda konjugat, pAb 1/1000, 1/2000 ve 1/3000 oranlarinda cut-off
degerinden fazla ¢iktig1 i¢in pozitif olarak kabul edilmistir.

OD degerleri bakimindan karsilastirildiginda pozitif 6rnekte 1/200 oran1 1/400°den daha
fazla oldugu i¢in orneklerin taranmasinda 1/200 iin kullantminin uygun olduguna karar

verilmistir.
4.9.  Antijen ELISA ile Orneklerin Taranmasi

RT-PCR ile pozitif olarak belirlenen 29 adet saha 6rnegi (Tablo 4.1.) ve 11 adet farkh
hiicre kiiltiirli izolat1 olmak {izere toplam 40 pozitif 6rnek kullanilmistir. Laboratuvar
farkli zamanlardan gelen RT-PCR ile negatiflikleri belirlenen 40 farkli 6rnek negatif
olarak kullanilmistir. Toplam 80 farkli 6rnek Antijen-ELISA ile taranilmistir. Her 6rnek
alt alta gelecek 2 kopya olarak eklenilmistir (Sekil 4.31.a., 4.31.b.). ELISA pleytlerinin

Cut-off degerleri ayr1 ayr1 hesaplanilmigtir.
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Sekil 4.31.a. Orneklerin gelistirilen Antijen ELISA ydntemi ile taranmasi, 1.pleyt. a) 15 dk
karanlik saha inkiibasyon sonrasi, b) 2M siilfirik asit eklenme sonrasi, ¢) 450 nm dalga

boyutunda okuma sonrasi.

ELISA sonrasi elde edilen OD’ lerle Cut-off degerleri hesaplanilmistir.

» NKHK (FBS+DMEM): 1.13
» Bloklama Soliisyonu: 0.703
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1 =) 6 7 8 9 10
1.490 1.029 0.057? 0.892 2.863 2.192 2.688 1.859 2.73?

1.486 1.170 0.059 1.067 2.927 2.307 2.615 2.409 0.887

2.136 2.869 0.952 2.606 1.723 1.139 0.933 1.989 1.084 0
0.071 0.075 0.075 0.958 0.058 0.067 0.060 0.213 0.204 0
0.117 0.055 0.061 0.

Sekil 4.31.b. Orneklerin gelistirilen Antijen ELISA yontemi ile taranmasi, 2.pleyt. a)
15 dk karanlik saha inkiibasyon sonrasi, b) 2M siilfirik asit eklenme sonrasi, ¢) 450 nm

dalga boyutunda okuma sonrasi.

ELISA sonrasi elde edilen OD’ lerle Cut-off degerleri hesaplanilmustir.

» NK HK (FBS+DMEM): 1.22
» Bloklama Soliisyonu: 0.662
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Vasat negatif kontrol olarak eklenilip herhangi bir arka plan olusma durumu
karsilastirmak icin yapilmistir. Orneklerin pozitiflikleri veya negatifleri bloklama

sollisyonu cut-off degerine gore hesaplanilmistir.
4.10. Antijen ELISA’ nin Istatistiksel Sonuglar

RT-PCR ile elde edilen toplam 40 pozitif, 40 negatif 6rnek bulunmaktadir. Gelistirilen
Antijen ELISA (Sandvi¢ ELISA) testinde 37 pozitif 13 negatif olarak sonug

bulunmustur.

2 farkli test yonteminde elde edilen sonuglar ile hayvanlarin genel klinik bulgularinin

yiizdeleri hesaplanilmistir.

Ayrica Graphpad prism 10 programi ile Sensitivite (Duyarlilik), spesifite (6zgiinliik),
Pozitif Olasilik Orani, Negatif Olasilik Orani, Pozitif Tahmini deger ve Negatif Tahmini
Deger hesaplamalar1 yapilmistir (Tablo 4.6).

Asagidaki sekilde ¢ikan 6rneklerin sonuglart belirlenilmistir (Sekil 4.32.).

Sekil 4.32. ELISA sonuglarina gore pozitif ve negatif oérnekler. a) 1.pleyt, b) 2.pleyt.
Kirmiz1 renkli kuyucuklar pozitif, mavi renkli kuyucuklar negatif Ornekleri temsil
etmektedir.

87



Tablo 4.6. RT-PCR ve Gelistirilen Antijen ELISA sonuglarinin karsilastirilmasi.

RT-PCR SANDVIC ELISA | Giiven Arahgi Anlaim | Toplam
Yesil - Pozitif Pozitif Gergek pozitif (a) 36
Mavi - Pozitif Negatif Yanlis Negatif (b) 5
San Negatif Pozitif Yanlis Pozitif (c) 4
Kirmizi - Negatif Negatif Gergek Negatiflik (d) 35
Toplam 80

Kopeklerden elde edilen 6rneklerin RT-PCR 1 sonucunda toplam 29°u pozitif ve 11°i
negatif bulunurken, gelistirilen Antijen ELISA (Sandvi¢ ELISA) testinde 28’1 pozitif
12’si negatif olarak bulunmustur (Tablo 4.1). Ancak RT-PCR’da pozitif ¢ikan 4 6rnek
yanlis negatif, 5 ornek yanlis pozitif 6rnek bulunmustur. Bu veriler GraphPad Prism 10

programi iizerinde kullanilarak Tablo 9.5teki istatistiksel sonuglar elde edilmistir.

Gelistirilen antijen ELISA testinin sensitivitesi %90, spesifitesi %87.50 olarak
belirlenilmistir. Ayrica yapilan istatistiksel analiz sonucu pozitif tahmin degeri %87.80,

negatif tahmin degeri ise %89.74 olarak belirlenilmistir.

Fisher’s Exact test yontemine gore ise p degeri anlamli (p<0.05) bulunmustur (Tablo
4.7.).

Tablo 4.7. Graphpad Prism 10 programinda RT-PCR ve gelistirilen Antijen ELISA
testine gore istatistiksel sonuglar.

Istatistik parametre Deger 95% ClI
Sensitivite 0.9000  |0.7695 — 0.9604
Spesifisite 0.8750  0.7389 - 0.9454
Pozitif Tahmin Degeri 0.8780  |0.7446 —0.9468
Negatif tahmin degeri 0.8074  [0.7642 —0.9594
Benzerlik orani 7.200 0.7695 - 0.9604
p degeri <0.0001
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5. TARTISMA

Kopek genclik hastaligi tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde yaygin goriilen viral bir
hastaliktir. Hastalik hem evcil kopekler hem de yaban hayvanlarinda oldukga tehlikeli
ve ekonomik kayiplara neden olabilmektedir. Paramyxoviridae ailesinde, Morbillivirus
genusunda yer alan CDV, Canidae ailesi ile birlikte Mustelidae, Ursidae, Ailuridae gibi
bir¢ok aileyi de etkilemektedir. Kizamik, Kiigiik ruminant vebast ve Sigir vebasi gibi
onemli viral hastaliklar ile birlikte ayni genusta yer almaktadir. Ayrica 2012 yilinda
ortaya ¢ikan Kedi morbillivirus’u ile birlikte c¢ogu insan ve hayvan tiirlerini

etkileyebildigi, tiirler aras1 gecis yapabildigi de tekrar ortaya ¢ikarmistir.

Bircok viral hastalik gibi KGH’ nin de spesifik tedavisi olmadig: i¢in hizli ve erken
teshis ile birlikte sekonder enfeksiyonlara karst immun sistemi giiclendirmek tedavide
basar1y1 arttirabilmektedir. Ozellikle CDV’ nin merkezi Sinir sistemine ulasarak sinirsel
bulgular ortaya ¢ikmadan erken teshis ile birlikte tedaviye baslanilmasi kdpeklerin
tedavi edilme sansinin yani sira yash kopek ensefalitin engellenmesinde Onemli

olabilmektedir. (Blancou, 2004; Martella ve ark., 2008; A. Beineke ve ark., 2009).

Ulkemizde CDV tespitine yonelik bazi galigmalar bulunmaktadir. Farkli bolgelerden
aliman Ornekler genellikle RT-PCR taramalar1 ile CDV pozitiflikleri belirlenilmistir.
1933-1958 yillar1 arast Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi’ne gelen toplam 617
kopege yapilan otopsi sonucu 159 (%25) kopekte Genglik Hastaligini tespit etmistir
(Ertiirk, 1960). Caliskan ve Burgu; 2007 yilinda yaptiklart RT-PCR ¢aligmasinda 157
kopegin 51°inde (%32.4) CDV pozitiflik tespit etmislerdir (Caliskan ve Burgu, 2007).
Can Sahna ve ark. baska bir ¢alismada klinik olarak ishal tablosu gosteren 34 yavru
kopekte viral etken olarak CDV nin RT-PCR ile varlig1 %44.1 olarak tespit edilmistir
(Can Sahna ve ark., 2008). Saltik ve Kale yaptiklar1 ¢alismada 50 adet sokak kopeginde
Real Time PCR 31 kopekte (%62) pozitiflik gomiislerdir (Saltik ve Kale, 2021).



Hasircioglu ve Aslim 2021 yilinda yaptiklari real-time RT-PCR c¢alismasinda 65
kopekten 33’iiniin (%50.76) CDV pozitif oldugunu belirlemislerdir (Hasircioglu ve
Aslim, 2021). Ulkemizde yapilan CDV ¢alismalarinda CDV pozitiflik oran1 %25-%63
arast degismektedir. Bizim ¢alismamizda ise klinik siipheli 6rneklerde RT-PCR sonucu
%72.5 (n=40) pozitif Ornek belirlenilmistir. Ancak toplanilan Ornekler simirh
bolgelerden olmast nedeniyle, ililkemizdeki CDV prevalansini belirlemek i¢in daha
yilksek sayida Orneklem ve farkli bdlgelerden Ornekler toplanilarak c¢alisma

yapilmasinin gerekli oldugu diistiniilmektedir.

1950’lerde HeLa hiicre kiltlirii kesfinden itibaren birgok virusun izolasyon caligsmasi,
gelistirilen primer ve/veya 6liimsiiz hiicre hatlar1 ile yapilmistir. Paramyxoviruslar hiicre
kiiltiirlinde ¢ogalirken sinsityum, vakuol olusumu ve yuvarlaklasma benzeri CPE’ler
gosterir. Paramyxoviruslarin spesifik CPE’si olan sinsityumlar SLAM reseptorii ifade
edilen hiicre hatlarinda goriilmektedir (Seki ve ark., 2003; Lan ve ark., 2005; Woma ve
Van Vuuren, 2009). CDV o6zelinde tiim Morbilliviruslarin hiicre kiiltiiriine ekimlerinde
spesifik CPE goriintiisti sinsityumlarin goriilme ve viral titrenin artmasi i¢in SLAM
reseptOrii ifade eden rekombinant hiicre hatlar1 kullanilmaktadir. VeroSLAM veya
MDCKSLAM gibi hiicre hatlar1 kullanilarak sinsityum benzeri CPE olusturdugu birgok
calismada belirtilmistir. Bizim g¢alismamiz kapsaminda elde edilen ornekler SLAM
reseptorii ifade etmeyen MDCK hiicre kiiltiiriinde 7. giinden itibaren yuvarlaklasma ve
vakuol olusumu seklinde CPE’ler goriiliirken sinsityum benzeri CPE’ler goriilmemistir.
Kor pasajlama sonucunda 15 farkli 6rnekte hiicre yuvarlaklagsmasi ve vakuol benzeri
CPE’ler goriilmiistiir. Lednicky ve ark. yaptiklari ¢alisma rakunlardan elde ettikleri
CDV’leri MDCK, Vero ve Mv 1 LU (Amerikan Mink kokenli hiicre hatt1) hiicrelerine
ekim yaptiklarinda MDCK hiicresinde ilk virus liremesini gordiiklerini ancak Vero
hiicresinde daha belirgin CPE’ler olustugunu gordiiklerini belirtmislerdir. Mv 1 Lu
hiicre hattinda ise virus liremesi daha ge¢ olustugunu ve CPE olusmadan virusun
tiredigini tespit etmislerdir (Lednicky ve ark., 2004). Benzer sekilde Saltik ve Kale
(2021) MDCK hiicre hattinda sinsityum igermeyen CPE’ler gormiislerdir ve
kopeklerden ilk izolasyon i¢in MDCK hiicre hatlarinin kullaniminin uygun olacaginm
belirtmislerdir. Bizim ¢alismamiz ve bahsedilen ¢alismalar sonucunda; SLAM reseptorii
ifade edilen hiicrelerde daha yiiksek miktarda CDV iiretilmesi, CPE’lerin daha belirgin

ve spesifik olmas1 virus izolasyonu agisindan onem arz ettigi diisliniilmiistiir. SLAM
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reseptorli ifade etmeyen hiicre hatlarinda virusun iiretilebildigi, bir¢cok c¢alismayla
birlikte bu ¢aligmada da gosterilmistir. Ancak CPE’nin ge¢ olusmasi, spesifik sinsityum
CPE’lerin olusmamasi izolasyon kosullarini siirlayabilmektedir. Rekombinant DNA
teknolojisi kullanilarak virusa 6zgii reseptorleri ifade eden hiicre hatlarinin varligi veya
kopeklerden elde edilen primer hiicre kiiltiirii ile izolasyon ¢alismalarinin bu

siirlandirmay1 ortadan kaldirabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu ¢alismada CPE pozitif izolatlardan MDCK34388 izolat1 hem hizmet alimryla Sanger
sekans1 yapilmis hem de monoklonal-poliklonal antikor iiretiminde kullanilmistir.
Sanger sekans analizi sonrasi filogenetik agaclandirma MEGA 11 programi ile
Maximum Likelihood yontemi ve Tamura 3 parametreli model kullanilarak
olusturulmustur. Filogenetik analiz sonucuna gore izolat Asya 1 susunda bulunmustur.
Tiirkiye’de daha once yapilan sekans analizlerinde H genine gore Arktik benzeri (Kog
ve ark., 2021) ve Avrupa-Giiney Amerika 1 (Saltik ve Atli, 2023) suslar1 bulunmustur.
F genine gore ise Saltik ve Ath yine Avrupa-Giliney Amerika 1 suslarini bulmusglardir.
Bizim ¢alismamizda F geni dizilimine gore Asya 1 susunun bildirimi ilk olma 6zelligini

tasimaktadir.

Virus izolasyon ¢alismalarini takiben hiicre kiiltiirlerinden viruslarin konsantre edilmesi
ve purifiye edilmesi ¢alismalar1 yapilmaktadir. Bu ¢alismada MDCK hiicre kiiltiiriinde
kor pasajlama sirasinda 1.pasajda en belirgin CPE gosteren ve PCR giiglii pozitif ¢ikan
34388 numaral1 6rnek filogenetik analiz ve monoklonal-poliklonal antikor iiretimi i¢in
kullanilmistir. MDCK34388 6rnegi Berber (2014)” deki ¢alismasindaki PEG 8000 (%50
w/v) ile konsantre edilmistir. Ancak Azkur ve ark. Scmallenberg virusu i¢in yaptiklar
calismada PEG 8000 %30 (w/v) oraninin %50 (w/v) orani ile karsilastirdiklarinda
ELISA pleyt tabanina baglanilan antijen i¢in daha iyi sonu¢ verdigini goérmiislerdir

(Azkur ve ark., 2020).

Caligmamizda Bradford (1976) yontemine gore protein miktar1 Sl¢lilmiistiir ve 0.25
mg/ml bulunmustur. Bradford metodu toplam protein miktarini 6l¢tiigii icin elde edilen
miktarin tamaminin virus olmayabilecegi diistiniilmektedir. Genellikle daha ileri
tekniklerle (ultra santrifuj, siikroz gradient vb.) saf virus elde edilmesi tercih

edilmektedir. Bu asamada virion miktarinda bir sinirlama getirmemesi i¢in mAb
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amactyla farelere 50 pg/immunizasyon, tavsanlar i¢in 100 pg/immunizasyon tercih

edilmistir (Greenfield, 2020)

Birgok virus gibi Paramyxovirus’lar da UV 1smlarindan direkt etkilenmektedir
(MacLachlan ve ark., 2016). Bu ¢alismada konsantrasyon sonrasi ornekler Heaney ve
ark. (2002) caligmasindaki gibi niikleik asit inaktivasyonu i¢in UV altinda 10 dk
bekletildikten sonra 3., 5., 7., 9. ve 12. giinlerde ayr1 ayr1 kaldirilip dondur ¢6z yapilarak
RT-PCR yapilmistir. 12. gline kadar herhangi bir CPE goriilmemistir ve RT-PCR ’da

negatif goriilmustiir.

Kohler ve Milstein’in monoklonal antikoru kesfetmesinden (1975) sonra birgok antijene
karst mAb tiretilmistir. Hibridoma teknolojisi ile birlikte hem teshis hem de tedaviye
yonelik ¢alismalarda mAb kullanimi artmustir (Buss ve ark., 2012). mAb’lar genelde
teshis yontemleri i¢in kullanilmaktayken 1986 da ilk defa FDA onayli kanser tedavisi
icin mAb kullanilmigtir (murunomab) (Rodgers ve Chou, 2016). Daha sonra kanser,
viral ve bakteriyel enfeksiyonlar gibi farkli hastaliklarda terapotik amagli mAb’lar
gelistirilmistir (Buss ve ark., 2012; Bussel ve ark., 2007; Ecker ve ark., 2015) Bu
calisma kapsaminda mAb iiretmek icin inaktive edilen CDV izolat1 ile 8 haftalik disi
BALB/c fareler immunize edilmistir. ikiser hafta ara ile immunize edilen farelerden her
immunizasyon Oncesi serum alinarak antikor titresi bakilmistir. Ayni immunizasyon
oranlarinda 2 farkli grup yapilmis ancak ilk gruptaki farelerde immunizasyon ve fiizyon
asamalarinda bazi problemler ¢ikmistir ve bu nedenle ilk grup ¢alismadan ¢ikarilmagtir.
Sirasi ile bu sorunlar belirlenilerek ikinci grup igin ¢alisma yapilmustir. Ik gruptaki
farelerden; bir numaral1 farede yeterli immun yanit olusmamis ve bunun nedeni olarak
immun tolerans gelismesi diistiniilmiistiir. Ayn1 dogum tarihli diger farelerde ise immun
tolerans goriilmeyip bireysel oldugu gozlenmistir. Iki numarali fare de fiizyon asamasi
gerceklesmemis olup flizyon ajani olarak PEG 1500 yerine PEG 4000 segilerek
optimize edilmistir. Ug¢ numarali fare de ise yeterli klonlar olusmus ancak antikor
yanitlart bir sonraki pasajda negatife donmiistiir. mAb {iretimi amaciyla 2. gruptaki
farelerde 3. immunizasyon sonrast 2 numarali fare de 1/64000’den fazla antikor
diliisyonu goriildiigi i¢in farkli ¢alismalarda 6nerildigi gibi (Chowdhury ve ark., 2024;
Yiicel ve Cirakoglu, 1999) PEG 4000 (%50 w/v) ile flizyona girilmistir. Bu ¢alisma da
fare immunizasyonlar1 sonucunda en az 1/30000 tizeri antikor diliisyon yeterli oranda

olup fiizyonun basaril1 bir sekilde gergeklestigi diisiiniilmektedir. PEG kimyasal fiizyon
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metotu olup bunun yerine elektro fiizyon yontemi de kullanilabilmektedir (Lane, 1985).
Song ve ark yaptiklar1 ¢aligmada elektro flizyonun PEG 1500 ile karsilagtirildiginda 4
kat daha fazla klon olusturdugunu gostermislerdir (Song ve ark., 2022).

FO miyeloma hiicreleri fiizyona girmeden yaklasik 24 saat Oncesinde pasajlama
yapilmistir. Ciinkii, Hurrell miyeloma hiicrelerinde G2+M fazinin fiizyon isleminde
onemli oldugunu belirtmistir (Hurrell, 1982). Logaritmik olarak c¢ogalan miyeloma
hiicrelerinin 24 saat Oncesinden pasajlanmasi fiizyon gerceklesme olasiligini arttigi
goriilmistlir. Ayrica miyelomalarin fiizyon giliniine kadar 8-Azaguanine iceren vasat
ortaminda bliylimesi sonrasi flizyon i¢in eklenen HAT ortamma uygun hale

getirilmesini saglamistir (Ganguly ve Wakchaure, 2016).

Flizyon islemi i¢in gerekli olan splenosit ve FO miyeloma hiicreleri elde edildikten sonra
5/1- splenosit/FO miyeloma oraninda 108 x 10° splenosit/21 x 10° FO miyeloma fiizyon
islemi gergeklesmistir. mAD iiretim ¢aligmalarinda fiizyon igin bu hiicrelerin orani 3/1
ile 10/1 arasinda degismektedir (Yucel, 2010). Bizim ¢alismamizda 1/64000 oraninda
antikor dilisyonu ve 5/1 oraninda fiizyon islemi basari ile ger¢eklesmis olup 2. giinden
itibaren klonlar olusmaya baslamis ve 6. giinden sonra belirgin sekilde fiizyona giren
klonlar biiyiirken diger hiicreler beklenildigi gibi 6lmiistiir. 11 adet 96 kuyucuklu hiicre
kiiltiir pleytinde 1000’den fazla klon giinliik olarak ters mikroskop altinda tarama
yapilmigtir. Toplam 129 klon olugsmus ve klonlar antikor-ELISA ile antikor yoniinden
tarama yapilmistir. 129 klondan antikor pozitif olan (cut-off degerinin lizerinde) 62 klon
(%48.06) pozitif goriilmiis ve 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleytinde ¢ogaltilmistir. Bu
klonlar tekrar antikor yoniinden tarandiginda yalnizca 4 farkli (%16) klon (2F6, 1G10,
3D8, 1B4) pozitif olarak goriilmiistiir. Biiyliyen klonlar seri dillisyon ile farkli
kuyucuklara boliinmiistiir. Klonlarin 3 giin inkiibasyonu sonras1 tekrar antikor ELISA
tarama sonrasi 2F6 ve 3D8 negatif olarak goriiliirken 1G10 tiim alt klonlarinda (16 adet)
pozitiflik gdriilmiistiir. Bunun yan1 sira 3B4 klonundan yalnizca 2B ve 2C alt klonlar
pozitif olarak kaydedilmistir. CDV antikor pozitifliklerini devam ettiren 1G10 alt
klonlar1 ve 3B4-2B ve 3B4-2C alt klonlar1 25 cm? hiicre kiiltiir flasklarinda cogaltilip
tekrar ELISA ile kontrol edildiginde 3B4 alt klonlar1 da antikor iiretmeyi biraktiklar
goriilmiistiir. 1G10 alt klonlar1 pozitiflikleri korumaya devam etmislerdir ve dondurulup
-80 °C'de depolanilmistir. Once antikor pozitif olup daha sonra negatife dénen klonlarin

stabilitesini saglamamasinin bircok nedeni olabilmektedir. Bunun en onemli nedeni;
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fare dalak hiicresi ve miyeloma hiicresi gibi farkli hiicrelerin birlestirilmesiyle olusan
hibridomalarin kromozom istikrarsizligindan dolay1 antikor salgilamay1 birakip eski
hallerine donebilmesi oldugu bildirilmistir (Parray ve ark., 2020). Ayrica fiizyon
yonteminin de etki olabildigini Wu ve ark. yaptiklari ¢alismada gostermislerdir. Flizyon
i¢in kimyasal yontem (PEG) yerine elektro fiizyon kullanilmasinin hibridomalarin daha
stabil kalmasini saglayacagini belirtmislerdir (Wu ve ark., 2022). Bu nedenlerden dolay1
caligmada elde edilen klonlardaki pozitiflik her pasajlamada tekrar antikor ydniinden

test edilmistir.

Monoklonal antikor liretmek i¢in kullanilan Koéhler ve Milstein’in klasik hibridoma
yonteminin yanisira farkli yontemlerle rekombinant monoklonal antikorlar da
tiretilebilmektedir. Ancak Bradbury ve ark. Rekombinant monoklonal antikor
calismasinda rastgele taradiklari 185 hibridomadan 126 (%68.1)simnin klasik yapida
antikor tretirken, 59 hibridomanin (%31.9) ise bir veya daha fazla agir veya hafif zincir
igeren antikor irettigini kesfetmislerdir. Yaptiklari ¢alismada ek zincirlerin, antikorlarin
immunojenik o6zelliklerini bozduklarmi gormislerdir (Bradbury ve ark., 2018). Bu
baglamda bu ¢alisma da monoklonal antikor iiretmek i¢in agir ve hafif zincirlerinin
rekombinant olarak degil klasik hibridoma teknoloji kullanilarak iiretilmesi

hedeflenilmisgtir.

CDV’ye kars1 bazi arastirmacilar da mAb gelistirmislerdir. Orvell ve ark. yaptiklari
calismada H, F, P ve N proteinlerine kars1t mAb’lar iiretip bunlar karsilastirmislardir
(Orvell ve ark., 1985). Ancak hiicre klonlarin1 immunizasyon sonrasi farelerin
intraperitonal asites sivisindan direkt elde etmislerdir. Bi ve ark. H proteinine karst mAb
tiretmiglerdir ve elde ettikleri mAb’larin nétralizan etkilerini arastirmislar, herhangi bir
test gelistirilmesinde kullanmamuslardir (Bi ve ark., 2015). Liu ve ark. yaptiklari
calismada CDV’ye kars1 Synder Hill susuna karsi mAb tiretmisgler ancak bu mAb’larin
H proteinine karst oldugunu tanimlamislar ve ELISA test gelistirilmesinde
kullanmamuglar sadece noétralizan etkisine bakmislardir (Liu ve ark., 2017). Zhang ve
ark. CDV rekombinant F proteinine karst mAb iretip sandvi¢ ELISA testi
gelistirmislerdir (Zhang ve ark., 2020). Bu tez ¢alismasinda ise F proteinine karst mAb
tiretilmis olup daha sonra mAb HRP enzimi ile isaretlenerek antijen ELISA testinde
tespit edici antikor olarak kullanilmistir. Bu amagla 1 mg/ml oraninda mAb 1 mg HRP

ile isaretlenmistir. Gelistirilen Antijen ELISA testinde konjugat olarak bu isaretli
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1IAHRP mAb kullanilmistir. Elde edilen mAb Western blot yontemi ile arastirilmis ve
yaklagik 73 kDa degerinde olan fiizyon proteinine spesifik monoklonal antikor oldugu
tespit edilmistir. F proteinine karst mAb gelistirilmesi, virusun hiicrelere giris
mekanizmasindaki kritik rolii nedeniyle CDV nin tanisal etkinliginde 6nemli oldugu

diistiniilmektedir.

Bu tez caligmasinda hedeflenilen antijen ELISA i¢in Sandvi¢ ELISA ydntemi tercih
edilmistir. Clinkii sandvi¢ ELISA da iki farkli antikor (yakalayici ve tespit edici)
kullanildig1 i¢in hastalik tespit orami artmaktadir. Poliklonal antikorun yakalayici
antikor (capture) olarak ELISA’a pleytinin tabanma baglanmasinin tercih edilmesi
tizerlerindeki epitopik bolgelerin farkli ve ¢esitli olmasi sayesinde antijeni yakalama
ihtimalini arttirmasidir. Tespit edici antikor olarak mAb kullanilmasi ise pAb’ a
baglanmis olan antijene spesifikligi sayesinde testin Ozgilligiini arttirmaktadir
(Leenaars ve ark., 1999). Cuj ve ark. yaptiklar1 galismada hedef antijenin diisiik
konsantrasyonda oldugu veya epitop sinirlandirmasi oldugu durumlarda sandvi¢g ELISA

icin pAb’in monoklonal antikorlardan daha faydali olabilecegi gosterilmistir (Cui ve
ark., 2015) .

Bu calismada Greenfield” in (2020) belirttigi sekilde adjuvanlar kullanilarak Yeni
Zelanda 1rki tavsana immunizasyonlar yapilmis ve her immunizasyon oncesi serum
almmustir. 3. immunizasyonlar1 tamamlanildiktan sonra ELISA ile antikor titresi
Ol¢iilmiistiir. 3. immunizasyon sonrasi pAb diliisyonu 1/64000°den fazla ¢ikmistir. Daha
sonra 1 ay boyunca her hafta tekrar serum alinarak serumlar birlestirilmis ve Protein G

kolonu ile saflagtirma islemi yapilmistir.

Antijen ELISA testinin gelistirilmesi i¢in pAb ve isaretli IAHRP mAb optimize
edilmistir. Optimizasyon sonucu 1/1000, 1/2000 ve 1/3000 oranlarinda pAb; 1/200 ve
1/400 oranlarinda konjugat sonu¢ vermistir. Zhang ve ark. (2020) gelistirdikleri sandvig
ELISA testinde benzer sekilde 3 farkli mAb’ 1 1/100, 1/200 ve 1/400 oranlarinda
bulmuslardir. Arastirmacilar yaptiklar1 ¢aligmada yakalayici ve tespit edici antikor
olarak mAb kullanmalarina ragmen konjugat oranlar1 bu calismada gergeklestirilen
antijen ELISA ile benzer sonuglar ¢ikmistir. Bizim c¢alismamizda komple virion
kullanilip pAb ve mAb iiretilmis olmasindan dolayr CDV igin ilk ¢alisma olma 6zelligi

tasimaktadir.
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Ayrica optimizasyon sirasinda bloklama soliisyonu olarak BSA kullanilirken sonuglari
etkilendigi, orneklerde siirekli arka plan birakip konjugatin baglanmasini engelledigi
goriilmiistiir. Bir calismada BSA Kkalitesinin diisiik olmasinin sonuglari etkiledigi
goriilmiistiir (Ma ve ark., 2020). Bu nedenle bu ¢alismada yagsiz siit tozu bloklama i¢in

kullanilmustir.

Gelistirilen test ile RT-PCR sonuglar1 karsilastirilmistir. In-house antijen ELISA
testinde 40 (n=80) pozitif ¢ikmistir. Pozitif érneklerin 4 tanesi yanlis pozitif (RT-PCR
negatif), 36 tanesi gercek pozitif olarak degerlendirilmistir. Toplam 40 6rnek (n=80)
negatif ¢itkmistir. Negatif orneklerin 5 tanesi yanlis pozitif (RT-PCR pozitif) olarak
degerlendirilmistir. GraphPad Prism 10 programinda yapilan istatistiksel analize gore
Sensitivite oran1 %90, Spesifite orani ise %87.5 olarak belirlenilmistir ve p giiven
araligi (p <0.05) anlamli ¢ikmigtir. Zhang ve ark. (2020) yaptiklar1 calismada
rekombinant CDV F proteinine kars1 3 farkli mAb gelistirmislerdir. Daha sonra ticari
kolloidal altin testi (lateral flow) ile ELISA testini karsilastirdiklarinda serumda %100
benzerlik, diskida ise %96.4 benzerlik bulmuslardir. Bizim ¢alismamizda elde edilen
mADb konjugat olarak ve pAb yakalayici antikor olarak kullanilmistir. RT-PCR testi ile
yapilan baz1 c¢alismalarda Sensitivite ve Spesifite degerleri diisiik bulunmustur.
Cryptosporidium ig¢in yapilan ELISA test gelistirilmesi ¢alismasinda RT-PCR
sonuglarima gore sensivitesini %40.9 spesifitesini %78.9 olarak hesaplamislardir
(DaniSova ve ark., 2018). Danish ve ark. HI1IN1 i¢in yaptiklar1 ¢alismada ise
sensitivitesini %87 ve spesifitesini %73 olarak hesaplamiglardir (Danish ve ark., 2018).
Jeewandara ve ark. SARS CoV-2 igin iki farkli hizli antijen test kiti ile RT-qPCR test
sonuglarin1 karsilastirdiklarinda sensitiviteleri %36.2 ve %52.6 c¢ikarken spesifiteleri
sirasiyla %99.6 ve %97.6 oranlarinda bulmuslardir (Jeewandara ve ark., 2022). Bu tez
calismasinda elde edilen mAb bélge susundan izole edilen virus kaynakli oldugu i¢in
oranlarin bu ¢alismalardan daha yiiksek oldugu goriilmiistiir ve CDV’ye kars1 etkin bir

antijen ELISA testi gelistirilmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Kopek genglik hastaligi hem iilkemizde hem de tiim diinyada olduk¢a yaygin bir
hastaliktir. Bu nedenle virusa spesifik teshis metotlari, tedavi yontemleri ve yeni nesil

asilarin gelistirilmesi koruyucu veteriner hekimlik agisindan 6nemlidir.

Bu proje ¢aligmasinda sahadan toplanilan 6rnekler izole edildikten sonra CDV izolatina
kars1 hem monoklonal hem de poliklonal antikorlar {iretilmistir. Elde edilen monoklonal
antikorlar HRP enzimi ile isaretlenerek tespit (deteksiyon) antikoru olarak
kullanilmistir. Poliklonal antikorlarin ise yakalayici antikor olarak kullanilmasi tercih
edilmistir. Daha sonra pAb, izolat ve mAb kullanilarak in house antijen ELISA
gelistirilmistir. Pozitif 6rnekleri %90 oraninda, negatif 6rnekleri %87.5 oraninda tespit
ederek ¢ogu ticari kitin sensitivite ve spesifite oranlar1 yakalanmistir. Bu proje ¢alismasi
ile teorik, pratik ve bilimsel altyapt olusturulmus ve ileri seviye yeni projelerin

gelistirilmesi bakimindan yetkinlik kazanilmistir.

CDV’nin yayginligi, spesifik tedavisinin olmamas1 ve/veya asilamalara ragmen hastalik
insidensinin yiiksek olmas1 veteriner hekimlik agisindan O6nem arz etmektedir.
Monoklonal antikorlar kesiflerinden (1975) itibaren CDV gibi yaygin hastaliklarin
teshisi ve tedavisinde kullanimlar1 da artmistir. Bu nedenle de bu ¢alismada CDV’ye
spesifik monoklonal antikor gelistirilmesi hedeflenilmis olup F proteinine karst mAb
gelistirilmis ve basartyla kullanilmisgtir. Bu baglamda yerli iiretim mAb’larin
gelistirilmesinin, mevcut veya gelecekte ortaya ¢ikacak olasi hastaliklarin teshisinde

veya tedavisinde kritik rol oynayacag diisiiniilmektedir.

ELISA gibi birden fazla oOrneklemeye dayali test yontemleri, biiyiik capli saha
taramalarinda ayni1 anda bir¢ok hayvandan elde edilen 6rneklere uygulanarak, bolgesel

antijen/antikor tespitinde etkin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu testlerde kullanilan



antijen/antikorun yerel suslardan elde edilmesi, bolgesel calismalarda testlerin dogruluk
oranini dnemli dlciide arttirma potansiyeline sahiptir. Bunun yan1 sira 6zellikle ELISA
gibi testlerin uzman kisiler tarafindan lilkemiz kaynaklariyla gelistirilmesi hem mevcut
hem de gelecekte olusabilecek viral hastaliklarin tan1 ve tedavi yontemlerinde kritik
roller oynayacag diisiiniilmektedir. Bu baglamda ise yerli antijen ve antikor iiretimi,
bolgesel ve wulusal diizeyde etkili bir hastalik izleme ve kontrol stratejisi

gelistirilmesinde 6nemli katkilar saglayacaktir.
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