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ÖNSÖZ 

Kırım Kongo Kanamalı AteĢi (KKKA) Bunyavirales takımı içinde 

Nairoviridae ailesi içinde sınıflandırılan bir Kırım Kongo Kanamalı AteĢi 

Orthonairovirusu (KKKAV) tarafından meydana getirilen, birçok hayvan türünde 

asemptomatik seyretmesine rağmen insanlarda ölümle son bulabilen (%4-30) yaygın 

koagülopati ve organ yetmezlikleri ile karakterize bir hastalık olarak yılın belli 

dönemlerinde etkisini hissettirmektedir. Êlkemizin de yer aldığı coğrafyada önemli 

halk sağlığı sorunlarının baĢında gelen bu hastalık halen etkin bir tedavi rejimi ve 

korunmaya yönelik geliĢtirilmiĢ bir biyolojik ürün (aĢı) olmaması sebebiyle önem arz 

etmektedir. Hastalık konak hücre ve konak immün sistem üzerindeki etkileĢimi 

ağırlıklı olarak iki yüzey glikoproteini (GPC) olan Gn ve Gc ile virus nükleik asitini 

çevreleyen Nükleoprotein (N) aracılığıyla olmaktadır. Yapılan birçok tedavi rejimi 

ve koruyucu ürün geliĢtirilmesine ilgili çalıĢmalar büyük oranda bu yapılar 

hedeflenerek gerçekleĢtirilmektedir.  

Monoklonal antikorlar (MAb) tek bir B hücre popülasyonu tarafından üretilen, 

dolayısıyla tek bir protein/peptit spesifitesine sahip olan özel antikorlardır. 

Dolayısıyla immunojen üzerinde etkin olan farklı domain ve/veya motiflere karĢı 

reaktif olabilme özellikleri vardır. Bu noktadan hareketle MAb‟ler tedavi edici, pasif 

koruyucu ve teĢhise yardımcı süreçlerde geniĢ bir kullanım olasılığına sahip 

biyolojik moleküller olarak değerlendirilmektedirler. 

Bu tez çalıĢmasında, KKKA virusunun S ve M segmentleri tarafından 

kodlanan proteinlerine karĢı MAb üretimi amaçlanmıĢtır. Böyle bir çalıĢma 

kapsamında herhangi bir viral epitopa hedeflenmiĢ (konformasyon bağımlı ya da 

bağımsız) antikorların elde edilebilmesi mümkündür. Ancak temel hedef öncelikli 

olarak üretilebilecek antikorların nötralizan fonksiyonlarının olup olmadığını 

sorgulamak ve bu ana hedef paralelinde çalıĢma kapsamında elde edilebilecek tüm 

antikorların ağırlıklı olarak tanısal kullanım olasılıklarının değerlendirilmesi 

hedeflenmektedir. 
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1. GĠRĠġ 

 

 

Kırım-Kongo kanamalı ateĢi (KKKA), Afrika, Avrupa ve Asya'da yaygın 

olarak görülen kene kaynaklı viral hastalıklardan biri olup ilk olarak Sovyetler 

Birliği‟nin Kırım bölgesinde 1944 yılında tespit edildiği ve „Kırım kanamalı ateĢi‟ 

olarak tanımlandığı bildirilmektedir. Daha sonra 1956 yılında Belçika Kongo‟sunda 

„Kongo virusu‟ adıyla tanımlanmıĢ, daha sonra yapılan araĢtırmalarda iki virusun 

benzerliği sonucu 1969‟da nihai olarak KKKAV (Kırım-Kongo kanamalı ateĢi 

Virusu) olarak adlandırılmıĢtır. KKKA, Asya‟da (Hindistan, Pakistan, Tacikistan, 

Kazakistan ve Rusya), Orta Doğu‟da (Ġran ve Afganistan), Avrupa‟da (Türkiye, 

Bulgaristan, Yunanistan, Arnavutluk ve Kosova) ve Afrika cumhuriyetlerinde 

(Sudan, Moritanya, Kenya, Senegal ve Güney Afrika) geniĢ bir coğrafi yayılıma 

sahip olduğu bilinmektedir (Farhadpour ve ark., 2016; Mazzola ve Kelly-Cirino, 

2019; Okely ve ark., 2020 ve Spengler ve ark., 2019). 

Kırım Kongo kanamalı ateĢi virusu (KKKAV), insanlarda Ģiddetli bir kanamalı 

ateĢ olan Kırım-Kongo kanamalı ateĢine (KKKA) neden olan kene kaynaklı bir virus 

olarak bilinmektedir. Asya, Afrika, Güneydoğu Avrupa ve Orta Doğu‟daki 30‟dan 

fazla ülkede %30‟a varan ölüm oranına sahiptir ve Hyalomma cinsinin enfekte 

kenelerinin ısırması veya enfekte hayvanlardan ve insanlardan alınan doku veya 

vücut sıvıları ile doğrudan temas yoluyla insanlara bulaĢması bildirilmektedir. 

Ġnsanlarda yüksek patojenitesine rağmen, sığır, eĢek, keçi, yabani tavĢan, at, deve 

kuĢu, küçük kemirgenler ve koyun gibi çok çeĢitli hayvanların, KKKA 

enfeksiyonunu takiben belirgin hastalık semptomları göstermeden viremi 

geliĢtirdikleri bildirilmektedir. Viral tehdit çalıĢması yapmak için, yeni doğmuĢ 

fareler, bağıĢıklığı baskılanmıĢ kemirgenlerin bir alt kümesi ve cynomolgus 

macaque‟lar insan hastalığını kısmen taklit edebilmekte ve bu nedenle KKKAV'nun 

potansiyel hayvan modelleri olarak değerlendirilmektedir. Uygun hayvan 

modellerinin sınırlı olması ve ayrıca yüksek-tecrit laboratuvarların olmaması 

(biyogüvenlik seviyesi 4 - BSL4) virolojik çalıĢmadaki ilerlemeyi ve antiviral ilaç ve 
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aĢıların geliĢtirilmesini büyük ölçüde yavaĢlatmaktadır (Dai ve ark., 2021 ve 

Mohammadi ve ark., 2021). 

KKKAV,Orthonairovirus cinsine, Nairoviridae familyasına, Bunyavirales takı

mına ait olduğu bildirilmektedir. Viral genom, üç negatif iplikçikli RNA 

segmentinden oluĢmaktadır. Küçük (S) segment nükleoproteini (NP), orta (M) 

segmenti, daha sonra olgun Gn, Gc ve müsin, GP38 ve NSm dahil olmak üzere 

çeĢitli yapısal olmayan proteinlere bölünen glikoprotein prekürsor (GPC) kodlamakta 

ve (L) segmenti ise viral RNA sentezini katalize eden RNA‟ya bağımlı RNA 

polimerazı (RdRp) ve konakçı doğuĢtan gelen bağıĢıklığın viral antagonizminde yer 

alan bir yumurtalık tümörü (OTU) proteaz alanını içeren L proteinini kodlaması 

bildirilmektedir (Okely ve ark., 2020; Dai ve ark., 2021). 

 Spesifik antiviral tedavilerin olmaması, yüksek ölüm oranı, artan vektör 

biyonomiği ve iklim değiĢikliği nedeniyle, KKKAV birçok ülkede yeni ortaya çıkan 

bir arboviral zoonotik hastalık olarak kabul edilmekte ve bir halk sağlığı acil 

durumuna neden olabilecek oldukça bulaĢıcı bir patojen olarak listelenmektedir. Bu 

nedenle, artan KKKA halk sağlığı tehdidini yönetmek için KKKA'ya karĢı yeni 

antiviral terapötiklerin geliĢtirilmesine acilen ihtiyaç olduğu öne sürülmektedir.  ġu 

anda, destekleyici tedavi birincil tedavi Ģeklidir. GeniĢ spektrumlu bir antiviral ilaç 

olan ribavirin, insan KKKA vakalarına uygulanmıĢtır; bununla birlikte, terapötik 

faydalar belirsizliğini hala korumaktadır. Ayrıca vaka raporlarında kullanılan diğer 

terapötik adaylar arasında steroid, nekahat serumu (convalescent serum) ve spesifik 

immünoglobulin bulunmaktadır, ancak bu ilaçların etkinliğini değerlendirmek için 

yeterli kanıt elde olmadığı bildirilmektedir. Ek olarak, bunyaviruslerin potansiyel 

inhibitörleri geçtiğimiz on yıllarda değerlendirilmiĢ ve bunların bazılarının KKKA 

enfeksiyonuna karĢı olası etkinlik gösterebileceği bildirilmiĢtir (Dai ve ark., 2021 ve 

Tchesnokov ve ark., 2020). 
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1.1. Kırım Kongo Kanamalı AteĢi Virusu (KKKAV) 

Bir hastalık olarak KKKA ilk kez insanlarda 1940‟larda Kırım‟da terk edilmiĢ 

tarım arazilerini yeniden iĢgal eden askerlerin hemorajik bir hastalığa yakalanmasıyla 

tanımlandığı bildirilmektedir.  1960'ların sonlarında, Kırım‟'daki bu hemorajik 

hastalığa neden olan ajanın, Belçika Kongo‟daki (Ģimdiki Demokratik Kongo 

Cumhuriyeti) hemorajik hastalığa neden olan ajana benzer olduğu keĢfedildi ve 

patojene “Kırım-Kongo kanamalı ateĢi virusu” adı verilmiĢtir. Ayrıca 

Rhipicephalus ve Dermacentor türleri gibi diğer kene türlerinin vektör olabileceğine 

dair sınırlı kanıt olmasına rağmen, KKKAV‟nun ana vektörü ve rezervuarı, esas 

olarak Hyalomma cinsinden sert vücut kenelerdir.  Evcil çiftlik hayvanları ve tavĢan 

gibi yabani hayvanlar gibi omurgasız konaklar, muhtemelen KKKAV‟nin çoğaltıcı 

konakları olarak bilinmektedir. Enfekte olmayan kenelerin, viremik hayvanlardan 

beslenme sırasında veya enfekte kenelerle birlikte beslenme sırasında enfekte 

oldukları bildirilmektedir. Kırım-Kongo kanamalı ateĢi virusu bulaĢma yolları ġekil 

1.1‟de gösterilmektedir (Gargili ve ark.,2017 ve Hawman ve ark., 2018).   

 Hyalomma vektörü Afrika, Güney ve Doğu Avrupa, Orta Doğu, Hindistan ve 

Asya'da bulunur ve bu bölgelerde KKKA vakaları rapor edilmektedir. Ayrıca 

bunların çoğu subklinik ve/ya tanısı konulamamıĢ olmasına rağmen, KKKAV ile her 

yıl tahmini 10.000 ila 15.000 insan enfeksiyonu meydana gelmektedir. KKKAV‟nun 

geniĢ coğrafi dağılımı ile bağlantılı olarak farklı izolatlar arasında önemli genetik 

çeĢitlilik görülmektedir. Yapılan çalıĢmalarda izolatlar amino asit seviyesinde 

nükleoprotein ve L proteininde %5 ve glikoprotein öncüsünde %25'e kadar farklılık 

bildirilmektedir (Hawman ve ark., 2018). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6206615/figure/f1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6206615/figure/f1/
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ġekil 1.1. Kırım-Kongo kanamalı ateĢi virusu (KKKAV) bulaĢma yolları ve semptomları. 

KKKAV için doğal rezervuar ve vektör, Hyalomma cinsinin keneleridir. Keneler, viremik 

bir hayvanda beslenme sırasında veya enfekte bir kene ile beslenme (co-feeding) sırasında 

herhangi bir yaĢam döngüsü aĢamasında enfekte olabilir. Memeli türleri virus için önemli 

çoğaltıcı konaklar olarak tanımlanmaktadır. Ġnsanların, kene ısırıklarından, hayvancılıktan ve 

enfekte çiftlik hayvanlarının kesilmesinden ve KKKA'lı hastaların bakımı sırasında KKKAV 

enfeksiyonuna maruz kalabilecekleri bildirilmektedir. (Hawman ve ark., 2018). 

 

 

1.1.1. KKKAV’un Sınıflandırma, Yapı ve Genetik Özellikleri 

 

Etiyolojik ajan, Kırım-Kongo kanamalı ateĢi virusu (KKKAV) zarflı, üç 

segmentli, negatif polariteli, tek sarmallı (ss) bir RNA arbovirusu olarak 

sınıflandırılır. Ayrıca viral genomik ve metagenomik karĢılaĢtırma analizindeki 

geliĢmelere dayanan en son sınıflandırmaya göre, Riboviria (yeni bir 

megataksonomik takson sıralaması) içinde Orthonairovirus cinsine 

(Nairoviridae familyası, Bunyavirales takımı) ait olduğu bilinmektedir (ICTV, 

2021). 
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KKKAV virionu yaklaĢık 80–100nm çapında ve helikal simetrili nükleokapsid, 

lipid zarfı 5-7 nm kalınlığında ve 8-10 nm uzunluğunda glikoprotein sivri uçlarına 

sahip olduğu bilinmektedir (Wahid ve ark., 2019). KKKAV, üç segment içeren 

negatif polariteli bir RNA genoma sahiptir. Küçük segment (S 1.7 kb) nükleokapsid 

proteinlerini (NP) ve Orta segment (M  5.3 kb), olgun Gn (37-kDa) ve Gc‟den (75-

kDa) oluĢan glikoproteinlerin üretimini destekleyen M 1700 amino asitlerin 

öncüsünü (GPC) kodlamaktadır. M segmenti tarafından kodlanan glikoprotein 

presürkor (GPC) tek bir protein olarak sentezlenir ancak translasyon sonrasında 

çeĢitli enzimler tarafından yüzey glikoproteinlerine (Gn ve Gc) kesilerek 

ayrılmaktadır. Büyük segment (L  12,1 kb) viral polimerazı (RNA'ya bağımlı RNA-

polimerazı; 450 kDa- L-RdRp) kodlamaktadır (Hager ve ark., 2022 ve Papa. 2019). 

KKKAV, virusun geniĢ bir dağılımını ortaya çıkaran diğer kene kaynaklı 

viruslerden daha yüksek genetik çeĢitlilik sergilemektedir. KKKAV‟nun tam 

genomik dizileri mevcut hale geldiğinden, son yıllarda yeni viral sınıflandırmalar 

sergilemektedir. Genomun S RNA segmentinin dizisi temelinde yapılan filogenetik 

değerlendirmeler ve coğrafi kökene dayalı olarak dokuz adet genetik soy 

tanımlanmaktadır. Bunlar Afrika-1 (genotip I), Afrika-2 (genotip II), Afrika-3, 

(genotip IIIa) ve Afrika 4 (genotip IIIb); Asya-1 (genotip IVa) ve Asya-2 (genotip 

IVb); Europe-1 (genotip V), Europe-2 (genotip VI) ve Europe-3 (genotip VII) olarak 

isimlendirilmiĢtir (Garrison ve ark., 2020; Gruber ve ark., 2019 ve Portillo ve ark., 

2021). 

1.1.2. Kırım-Kongo Kanamalı AteĢi Virusu (KKKAV) Replikasyon 

Döngüsü.  

KKKA virionu, nükleoprotein (NP) ve RNA'ya bağımlı RNA polimeraz 

(RdRp; L proteini) tarafından kapsidasyona tabi tutulan üç segmentli, tek sarmallı ve 

negatif bir RNA (vRNA: viral RNA) genomu içermektedir.  Hücre membranı ile 

füzyondan sonra, viral genomik segmentlerin L proteini tarafından viral mRNA‟ya 

kopyaları oluĢturulur ve bu yapılar, kep aĢırma yoluyla konakçı hücreden türetilmiĢ 
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5' kep (capping) kazanırlar. Viral mRNA‟lar sitoplazmik ribozomlar tarafından NP 

ve L proteinlerine çevrilmektedir. Glikoprotein öncüsü (GPC), endoplazmik 

retikulum (ER) ile iliĢkili ribozomlar tarafından çevrilmiĢ gibi görünmektedir. Yeni 

sentezlenen NP ve L proteininin bir kısmı, antijenomik RNA (cRNA) içeren bir RNP 

oluĢturarak genomik RNA‟yı kopyalamak için kullanılmaktadır. GPC, ER Golgi‟de 

iĢleme ve olgunlaĢmaya tabi tutulur ve sonuç olarak viral zarfta sergilenen Gn ve 

Gc‟yi oluĢturmaktadır (ġekik 1.2.). Elde edilen olgun glikoproteinlerin ve genomik 

RNP‟lerin birikmesi neticesinde, Golgi‟de yeni KKKAV partiküllerinin meydana 

geldiğine ve ardından Golgi‟den türetilmiĢ veziküllerde virion salınımının olduğuna 

inanılmaktadır (Zivcec ve ark., 2016). 

 

 

ġekil 1.2. Kırım-Kongo kanamalı ateĢi virusu (CCHFV) virion yapısı ve replikasyon döngüsü    

(Zivcec ve ark., 2016). 
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1.1.3. KKKAV Proteinleri 

 

1.1.3.1.  S Segmenti: NP ve NSS 

 

S segmenti, KKKAV partiküllerinde en bol bulunan viral protein olan N‟yi 

kodlamaktadır ve viral genomun kapsidasyonunda anahtar rol oynamaktadır. 

KKKAV‟un N yapısı, polipeptidin N- ve C-terminal bölümlerinin katkıda bulunduğu 

geniĢ bir küresel alan ve ayrıca kolun tepesinde korunmuĢ bir kaspaz-3 bölünme 

bölgesi içeren çıkıntılı bir „‟kol‟‟ düzenlemektedir. Büyük olasılıkla küresel bölge 

RNA bağlanmasından sorumludur. S segmenti ayrıca yapısal olmayan bir proteini 

ambisense yönde kodlayabilmektedir (Estrada ve De Guzman, 2011 ve Mirazimi ve 

ark., 2021). 

 

 

 

ġekil 1.3. KKKA virus genom organizasyonu. KKKA virusu üç segmentli negatif iplikçikli RNA 

genomundan oluĢmaktadır. Küçük ( 1.6 kb), orta ( 5.4 kb) ve büyük ( 12.1 kb) segmentler sırasıyla 

N, GPC ve L proteinini kodlamaktadır. Küçük segment aynı zamanda zıt anlamda yapısal olmayan bir 

S proteinini (NSS) de kodlar. Kodlama bölgeleri, kodlamayan bölgeler (NCR‟ler) ile çevrilidir 

(Mirazimi ve ark., 2021). 



 
 
 

8 
 

1.1.3.2. M Segmenti: Glikoproteinler 

 M segmenti, tek bir poliproteini, glikoprotein öncüsünü (GPC) kodlamaktadır. 

KKKAV GPC‟nin olgunlaĢması çok karmaĢıktır ve diğer bunyaviruslerdeki 

glikoprotein iĢleme ile pek benzerlik göstermemektedir. GPC olgunlaĢması, virus 

zarfına eklenen iki adet tip I transmembran glikoproteini, GN ve GC‟yi ortaya 

koymaktadır. Endoplazmik retikulum (ER) ve Golgi‟deki GPC iĢlemesi, iki yapısal 

glikoprotein, GN ve GC ve GP160, GP85 ve GP38 olarak adlandırılan yapısal 

olmayan proteinler ve yapısal olmayan M proteini (NSM) ile sonuçlanmaktadır. 

GPC, ağır Ģekilde glikosile edilir ve ardından proprotein dönüĢtürücüler dâhil olmak 

üzere konakçı proteazlar tarafından bölünmesi bildirilmektedir (Estrada ve De 

Guzman, 2011 ve Miazimi ve ark., 2021). 

1.1.3.3. L Segment: Ovarian Tumor Proteaz, Nükleaz ve RdRp 

Nairoviridae ailesi üyelerinin, diğer üyelere kıyasla alıĢılmadık derecede büyük 

bir RNA'ya bağımlı RNA polimeraz proteinine (neredeyse iki katı büyüklükte) sahip 

oldukları bildirilmektedir. Bu segment, tek bir açık okuma çerçevesine sahiptir ve 

yaklaĢık 4000 amino asitlik bir poliproteini kodlamaktadır. Ayrıca, 1–609 amino 

asitleri, yumurtalık tümörü (OTU) sistein proteaz iĢlevine sahip alanlar içermektedir. 

Ayrıca, OTU alanı ve RdRp korunmuĢ motifler arasında yer alan diziler, potansiyel 

bir lösin fermuarı ve bir C2H2 çinko parmak motifi içermektedir (Hoing ve ark., 2004 

ve Miazimi ve ark., 2021).  

1.1.4. KKKA Hastalığının Patogenez 

Yapılan serolojik araĢtırmaların sonuçları KKKAV‟nun ilginç bir Ģekilde hem 

vahĢi hem de evcil hayvanlar dahil olmak üzere çok sayıda omurgalı türünü etkin bir 

Ģekilde enfekte edebileceğini göstermektedir (Spengler ve ark., 2016). Ancak bu 

türler arasında sadece insanlar, Ģiddetli veya ölümcül hastalık tablosuna 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6206615/#ref-5
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sergilemektedirler. Diğer taraftan insanlarda bile, çoğu KKKAV enfeksiyonu hafif 

veya subklinik bir seyir gösterebilmektedir (Bodur ve ark., 2012). Henüz neden bazı 

hastalarda ciddi veya ölümcül bir hastalık geliĢirken diğerlerinde asemptomatik bir 

enfeksiyon geliĢtiğine dair kesin bulgular mevcut değildir. KKKAV‟nun tip I 

interferon sistemi silinmiĢ olan farelerde Ģiddetli veya ölümcül hastalığa neden olma 

yeteneği, omurgalı konakçılarda doğuĢtan gelen bağıĢıklık tepkilerinin 

KKKAV patogenezini sınırlamada önemli bir rol oynadığını göstermektedir. Ayrıca, 

in vitro çalıĢmalar, retinoik asitle indüklenebilir gen I‟i (RIG-I), KKKAV‟nun 

doğuĢtan gelen bir bağıĢıklık sensörü olarak tanımlamıĢtır (Habjan ve ark., 2008; 

Atkinson ve ark., 2012 ve Zivcec ve ark., 2013).  

Bununla birlikte, daha doğuĢtan gelen bağıĢıklık sensörlerinin KKKAV‟nin 

algılanmasına katkıda bulunması muhtemeldir. Ġnsanlarda yapılan retrospektif 

çalıĢmalar, Toll-benzeri reseptörlerdeki (TLR‟ler) polimorfizmler ile hastalığın 

Ģiddeti arasında korelasyonlar belirlemiĢtir. Bu da TLR‟lerin KKKAV‟nun 

kontrolünde önemli bir bağıĢıklık algılama yolu olabileceğini 

düĢündürmektedir. TLR7, 8, 9 ve 10‟daki polimorfizmlerin, Türkiye‟deki enfekte 

hastalarda hastalık Ģiddeti ve sonucu ile iliĢkili olduğu bulunmaktadır (Kızıldağ ve 

ark., 2018 ve Spengler ve ark.,2015). 

 Nükleer faktör-kappa B‟deki polimorfizmlerin de artmıĢ KKKA riski ile 

iliĢkili olduğu ileri sürülmektedir (Arslan ve Engin, 2012). Benzer polimorfizmlerin 

KKKA ile iliĢkili olup olmadığı ve diğer coğrafi bölgelerdeki popülasyonlardaki 

vaka Ģiddeti henüz bilinmemektedir. KKKAV replikasyonu apoptozu 

indükleyebildiğinden, konak apoptotik yollar KKKAV replikasyonunu 

kısıtlayabilmektedir (Barnwal ve ark., 2016 ve  Rodrigues ve ark., 2012) ve apoptoz 

sırasında aktive olan kaspaz 3, KKKAV nükleoproteinini parçalayabilmekte ve 

böylelikle viral replikasyonu inhibe edebilmektedir (Karlberg ve ark., 2011 ve Wang 

ve ark 2012). 

KKKAV ayrıca doğuĢtan gelen bağıĢıklık sinyalini antagonize etmektedir. 

KKKAV'nun L segmenti, son zamanlarda doğuĢtan gelen bağıĢıklık sinyal yollarında 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6206615/#ref-23
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6206615/#ref-36
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yer alan proteinleri deubikitinasyon yoluyla doğal bağıĢıklık tepkilerini baskıladığı 

gösterilen bir yumurtalık tümörü benzeri deubiquitinaz (OTU) alanını kodlamaktadır. 

KKKAV OTU alanının ayrıca interferon ile uyarılan gen 15 (ISG15) 

modifikasyonlarını parçalayabildiği bildirilmektedir (Frias-Staheli ve ark., 2007; 

James ve ark., 2011 ve  Scholte ve ark., 2017). 

Ayrıca, ISG15 modifikasyonlarının doğrudan antiviral etkilerle 

iliĢkilendirildiği ve ISG15'in kendisinin viral enfeksiyona karĢı konağın doğal 

bağıĢıklık tepkisini düzenlediği noktasından hareketle, KKKAV OTU alanının de-

ISGylation aktivitesinin viral patogenez için önemli bir rol oynadığı belirtilmiĢtir. 

Deubiquitinaz aktivitesi eksik olan veya hem deubiquitinaz hem de de-ISGylation 

aktivitesi eksik olan bir OTU‟yu kodlayan rekombinant KKKAV, interferon-

kompotent ancak interferon- kompotent olmayan hücrelerde WT KKKAV ile 

karĢılaĢtırıldığında viral büyüme kinetiklerinin azaldığı tespit edilmiĢtir. Bu da OTU 

alanının konağa ait interferon yanıtlarının üstesinden gelmede önemli olduğunu 

göstermektedir (Perng ve Lenschow., 2018 ve Scholte ve ark., 2017). 

Diğer taraftan KKKAV OTU alanının, insan ISG15‟e kıyasla fare ISG15‟e 

yönelik afinitesi düĢüktür. Bu da fare ISG15‟in farelerin KKAV enfeksiyonuna karĢı 

önemli bir bariyer olabileceğini düĢündürmektedir. KKKA OTU alanının ayrıca 

insan ISG15‟i için ilgili Nairoviridae‟nin OTU alanlarından daha yüksek afiniteye 

sahip olduğu bildirilmektedir. Tüm bu veriler OTU alanının KKKA için önemli bir 

virülans faktörü olabileceğini düĢündürmektedir (Capodagli ve ark., 2018 ve Deaton 

ve ark., 2016). 

Ġnsan patogenezinde KKKAV‟ne karĢı adaptif immün yanıtların rolünün daha 

az olduğu bilinmektedir. DüĢük ya da eksik anti- KKKAV antikor yanıtlarının 

Ģiddetli hastalık ve ölümle iliĢkili olduğu bilinmektedir. Bununla birlikte, antikor 

yanıtlarının birincil KKKAV enfeksiyonunun kontrolüne katkıda bulunup 

bulunmadığı bilinmemekte ve hayatta kalanlarda bile nötralize edici antikor 

düzeylerinin düĢük olduğu bildirilmektedir (Ergonul ve ark., 2006 ve  Hawman ve 

ark., 2018). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6206615/#ref-40
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6206615/#ref-14
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Türkiye ve Güney Afrika‟da KKKAV‟den kurtulanlardan alınan lineer 

peptitler ve serum kullanılarak gerçekleĢtirilen epitop haritalaması sonunda, müsin 

benzeri alan, GP38 ve Gn protein bölgelerindeki epitoplara karĢı antikor 

reaktivitelerini tanımlanmıĢtır. Bununla birlikte, nötralize edici olmayan antikorların 

farklı mekanizmalar yoluyla koruyucu olabileceğini ve hatta ölümcül KKKAV 

tehdidine karĢı koruyucu oldukları bildirilmiĢtir (Fritzen ve ark., 2018). 

KKKAV için modifiye edilmiĢ vaccinia virusu bazlı aĢıyı değerlendiren 

çalıĢmalar, korumanın hem hücresel hem de hümoral tepkiler gerektirdiğini ortaya 

koymuĢtur. Bu da T hücrelerinin KKKAV‟ne karĢı aĢı aracılı korumanın önemli bir 

bileĢeni olabileceğini düĢündürmektedir (Buttigieg ve ark., 2014 ve  Dowall ve ark., 

2018). Primer KKKAV enfeksiyonunu kontrol etmede T hücrelerinin rolü belirsizdir. 

Periferik kanda dolaĢan CD3
+ 

ve CD8
+ 

T hücrelerinin seviyelerinin ölümcül sonuçla 

pozitif korelasyon gösterdiği ve KKKA‟dan kurtulan insanlarda KKKAV‟ne özgül 

ve uzun ömürlü CD8
+
 T- hücre varlığı bildirilmektedir. Ġnsan lökosit antijen 

alellerinin de KKKA‟e karĢı koruma ve duyarlılık ile iliĢkili olduğu bulunmaktadır. 

KKKAV‟nun insanlaĢtırılmıĢ bir fare modeli, KKKAV enfeksiyonunun ardından T 

hücrelerinin aktive olduğunu ve CD8
+
 T hücrelerinin sitolitik aktivitenin bir belirteci 

olan yüksek performans seviyelerine sahip olduğunu göstermektedir. Bununla 

birlikte, T hücre yanıtlarının enfeksiyonun çözülmesine nasıl katkıda bulunduğunu 

anlamak için daha fazla çalıĢmaya ihtiyaç olduğu bildirilmektedir (Spengler ve ark., 

2017). 

Birincil KKKA enfeksiyonunun kontrolünde adaptif bağıĢıklık tepkisinin 

rolünü anlamak konusunda, uygun hayvan modellerinin olmaması nedeniyle hala 

eksiklikler bulunmaktadır. Tip I interferon eksikliği olan fareler, adaptif bağıĢıklık 

tepkilerinin geliĢtirilmesinden önce hızlı baĢlangıçlı ölümcül bir hastalık 

sergilemekte ve bu durum bu modelin adaptif bağıĢıklık tepkilerini incelemek için 

uygunluğunu sınırlamaktadır. Bununla birlikte, STAT1 eksikliği olan farelerde 

yapılan çalıĢmalar, CD4
+
 ve CD8

+
 T hücrelerinin erken aktivasyonunu 

göstermektedir, bu hücreler enfeksiyondan sonraki 3. günde dalakta tespit edilebilir 

düzeyin altında kaldığından, fareler antikor yanıtları saptanamadan enfeksiyona 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6206615/#ref-43
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6206615/#ref-48
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6206615/#ref-48
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yenik düĢmüĢlerdir. Bir interferon blokaj antikoru ile tedavi edilen farelerin 

kullanıldığı bir çalıĢmada, adaptif immün yanıtları eksik olan, ancak WT olmayan 

fareler‟de, enfeksiyondan en az 2 hafta sonrası kalıcı viral replikasyon gözlemiĢ olup 

bu durum adaptif immün yanıtların farelerde KKAV‟nu kontrol edebileceğini 

göstermektedir. Bu model aynı zamanda sitolitik T-hücre aktivitesi gibi adaptif 

bağıĢıklık tepkilerinin, KKKAV enfeksiyonu sonrasında karaciğer hasarı için gerekli 

olmadığını da göstermektedir. Bu veriler, KKKAV'nun, konakçı adaptif bağıĢıklık 

tepkisinin viral replikasyonu kontrol etme giriĢimlerinden bağımsız olarak doğrudan 

karaciğer hasarına neden olma yeteneğine sahip olduğunu göstermektedir. Son olarak  

bir sinomolgus makak modelinde (cynomolgus macaque model) KKKA‟in adaptif 

bağıĢıklık tepkisi ve hastalık sonucunun rolü hakkında fikir sağlanabilmiĢtir. Bu 

modelde ne antikor titrelerinin ne de antikorların nötralize edici aktivitesinin hastalık 

sonucu ile bağıntılı olmadığı bildirilmiĢtir. Bununla birlikte, bu modelde T-hücre 

yanıtının hastalık sonucuna olan katkısını değerlendiren çalıĢmalara hala ihtiyaç 

olduğunu bildirmiĢlerdir (Lindquist ve ark., 2018 ve  Hawman ve ark., 2018). 

1.1.5. Hastalık ve TeĢhis 

Ġnsanların kene ısırıkları ve enfekte hayvanların kesilmesi sırasında ve sağlık 

merkezlerinde enfekte hastaların bakımı sırasında KKKAV ile enfekte olabildikleri 

bildirilmektedir. Birkaç günlük bir inkubasyon döneminden sonra, KKKA'nın ilk 

semptomları aniden ortaya çıkabilen spesifik olmayan ateĢli bir hastalıktır. Ani 

baĢlayan ateĢ, kas ağrısı, ishal, bulantı ve kusma tipik olarak rapor edilmektedir. 

Bundan sonra, hastalar vücudun çeĢitli yerlerinde kanamalar göstermeye baĢladıkları 

kanamalı döneme girmektedir (Ergönül, 2006). Ayrıca, vaka ölüm oranları salgınlar 

arasında farklılık göstermekte ancak tipik olarak %5 ila %30 arasında değiĢmektedir. 

Bununla birlikte, subklinik veya hafif KKKA vakaları fark edilmeyebilir ve 

insanlarda KKKA enfeksiyonlarının önemli bir bölümünü temsil edebilmektedir 

(Bodur ve ark., 2012).  

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6206615/#ref-51
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6206615/#ref-51
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KKKAV'nun bilinen genetik çeĢitliliğine rağmen, KKKAV‟nun enfekte edici 

suĢunun hastalık Ģiddetini ve sonucunu etkileyip etkilemediği bilinmemektedir. 

Yüksek viral yükler, erken antikor yanıtlarının olmaması ve yüksek düzeyde alanin 

aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST), hastalığın kötü seyrinin 

ortak belirleyicileridir (Duh ve ark., 2006 ve  Hasanoglu ve ark., 2016). 

Trombositopeni ve uzamıĢ pıhtılaĢma süreleri de Ģiddetli vakalarda görülmektedir. 

Ayrıca Ģiddetli ve ölümcül KKKA vakalarında inflamatuar sitokin seviyeleri 

yükselir, bu da KKKA enfeksiyonunun inflamatuar bir immün yanıtı tetiklediğini 

göstermektedir (Hawman ve ark., 2018). 

ġüpheli KKKA vakalarının teĢhisi, hastalığın viremik fazı sırasında alınan kan 

örneklerinde ters transkripsiyon-kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR) 

kullanılarak yapılabilmektedir. RT-qPCR, genellikle hastalık sonucu ile iliĢkili olan 

viral yükü de belirleyebilmektedir. Bu uygulamalar için önemli olan husus, 

KKKAV‟nun genetik çeĢitliliğidir. Bununla birlikte, çok sayıda KKKAV genotipini 

tanıyabilen test sistemlerinin geliĢtirildiği bildirilmektedir (Atkinson ve ark., 2014 ve 

Sas ve ark., 2018). KKKAV‟une özgü IgM ve IgG antikorların saptanması için 

ELISA ve indirek immünofloresan testi serolojik tanı için tercih edilen 

yaklaĢımlardır. Ancak, ciddi KKKA vakalarında antikor yanıtları genellikle 

bulunmadığından veya geciktiğinden, bu testlerin hastalığın akut fazındaki erken 

Ģüpheli vakalar için uygun olmayabileceği bildirilmiĢtir (Hawman ve ark., 2018). 

1.1.6. Mevcut Antiviral Stratejiler 

 

1.1.6.1. Nükleotid Analogları 

Viral RNA polimerazı hedefleyen bir ilaç sınıfı olan nükleozid analogları hem 

in vitro hem de in vivo olarak birçok farklı viruse karĢı geniĢ spektrumlu antiviral 

aktivite sergilemektedir. Bunların çoğu Ģu anda ortaya çıkan enfeksiyonlarda 

terapötik kullanım için aday ilaçlar olarak değerlendirilmektedir Ribavirin, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6206615/#ref-19
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favipiravir ve 2‟-deoksi-2‟-florositidin dahil olmak üzere birkaçı da anti-KKKAV 

testlerinde kullanıldığı bildirilmektedir (Dai ve ark., 2021 ve Graci ve ark., 2013). 

1.1.6.2. Ribavirin 

 

Ribavirin, in vitro ve in vivo olarak bilinen geniĢ spektrumlu antiviral 

aktiviteye sahip bir purin nükleozid analog bileĢiğidir ve KKKA tedavisi için Dünya 

Sağlık Érgütü (WHO) tarafından önerilen tek antiviral ilaç olarak bilinmektedir. 

Watts ve ark. (1989), Afrika YeĢil Maymun Böbrek hücre dizisi (Vero) ile yapılan in 

vitro testlerle ribavirinin çeĢitli KKKAV suĢları üzereinde anti-KKKAV etkinliği 

olduğunu bildirmiĢlerdir. Ribavirinin koruyucu aktivitesi daha sonra KKKAV ile 

enfekte olmuĢ emziren farelerde (Tignor ve ark., 1993), sinyal transdüseri ve 

transkripsiyon-1 (STAT-1) aktivatörü (Bente ve ark., 2011) ve tip I interferon 

reseptörü eksikliği olan (IFNAR
-/-

) farelerde incelenmiĢtir (Hawman ve ark., 2018 ve 

Oestereich ve ark., 2014). Söz konusu çalıĢmaların ortak sonucu, klinik yarar görmek 

için KKKAV'e karĢı ribavirin tedavisinin enfeksiyondan hemen sonra baĢlatılması 

gerekliliğidir. Bununla birlikte, ribavirin‟in tedavideki faydasına iliĢkin klinik 

kanıtlar tutarsızdır ve araĢtırmacılar ile klinisyenler arasında tartıĢmaların devam 

ettiği bilinmektedir (Espy ve ark., 2018 ve Johnson ve ark., 2018). 

Sistematik incelemeler ve meta-analizler, KKKA hastaları için ribavirin‟in 

yetersiz etkinliğini göstermektedir. Buna iliĢkili olarak yeterli fayda sağlayabilmek 

için semptomların baĢlangıcından (<48 saat) sonra ribavirin ile erken tedavinin 

gerekli olduğunu öne sürülmektedir. Hastalığın endemik olduğu ülkemizde yapılan 

bazı çalıĢmalarda ise KKKA hastalarında ribavirinin etkinliğinin yetersiz olduğu 

bildirilmektedir (Ascioglu ve ark., 2011 ve Ergonul ve ark., 2018). 
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1.1.6.3. Favipiravir 

Favipiravir (T-705), influenza virusu enfeksiyonlarının tedavisi için 

Japonya‟da lisanslı bir ilaç olarak üretilmektedir, ancak Ģiddetli akut solunum 

sendromu koronavirus 2 (SARS-CoV2), Hantavirus ve Rift Vadisi AteĢi virusu 

(RVFV) ve KKKAV dahil olmak üzere diğer yüksek derecede patojenik RNA 

viruslerine karĢı umut vaat etmektedir (Furuta ve ark., 2013; Delang ve ark., 2018 ve 

Kaptein ve ark., 2020). Ayrıca, iki grup, araĢtırmalarında IFNAR
-/-

 fare modelinde 

favipiravir‟i KKKAV‟e karĢı değerlendirdiğinde, favipiravir tedavisinin çeĢitli 

dokularda viral replikasyonunu etkili bir Ģekilde baskıladığını ve KKKAV 

enfeksiyonlarını takiben mortaliteyi azaltabileceğini ifade etmiĢtirler (Oestereich ve 

ark., 2014 ve  Hawman ve ark., 2018). 

Oestereich ve ark. (2014), favipiravir tedavisinin, tedaviye geç baĢlansa bile, 

KKKA enfeksiyonunu takiben ölümcül bir sonucun önlenmesinde ve viral 

replikasyonun inhibe edilmesinde etkili olduğunu bildirmektedirler. Ayrıca, 

favipiravir ve ribavirin'in in vitro sinerjistik etki sergilediklerini, her iki ilacın daha 

düĢük dozlarının in vivo olarak klinik etkinlikle kombine bir tedavi uygulaması 

Ģeklinde yan etkilerden ziyade faydalı olabileceğini düĢündürmektedir. 

Hawman ve ark. (2018), tarafından yapılan çalıĢmada, favipiravir, 

enfeksiyondan altı gün sonra uygulandığında bile klinik fayda gösterdiğini 

bildirilmiĢtir. Yine bu araĢtırıcılar, favipiravirin bir sinomolgus makak modelinde 

KKKAV enfeksiyonuna karĢı terapötik etkinliğe sahip olduğunu bildirmektedir.  

1.1.6.4.  2’-deoksi-2’-florositidin 

Yukarıda bahsedilen ribavirin ve favipiravire ek olarak, bunyavirus 

enfeksiyonlarına karĢı öne çıkan birkaç baĢka geniĢ spektrumlu inhibitör de rapor 

edilmektedir. Welch ve ark.(2017), bir raportör proteini kodlayan bir rekombinant 

KKKAV kullanarak KKKAV antiviral ilaç keĢfi için yüksek verimli bir tarama 
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tahlili geliĢtirdiler ve potansiyel bir KKKAV antiviral olarak 2′-deoksi-2′-florositidin 

adlı bir bileĢik tanımlamıĢlardır.  Yapılan in vitro çalıĢmada favipiravir veya 

ribavirin‟den daha üstün inhibitör aktiviteye sahip olduğunu gösterdiklerini 

bildirilmiĢtir. Ayrıca 2′-dFC‟nin sitotoksisiteye neden olmadan KKKAV 

replikasyonunu inhibe etmek için favipiravir ile sinerjistik olarak etki ettiğini 

göstermiĢlerdir, bu da 2′-dFC ve favipiravir ile kombinasyon tedavisinin 

potansiyelini ortaya koymaktadır.   

 Smee ve ark. (2018), ayrıca IFNAR
-/- 

fare modelinde geniĢ spektrumlu bir 

bunyavirus inhibitörü olarak 2′-FdC‟nin potansiyelini araĢtırdıklarını 

bildirmiĢlerdir.   2′-FdC‟nin hem RVFV‟e hem de trombositopeni sendromu viruslu 

(SFTSV) Ģiddetli ateĢe karĢı inhibitör etkinliği olduğunu ve bu nedenle belirli 

bunyavirus enfeksiyonlarının tedavisi için umut verici bir aday olduğunu 

belirtmiĢlerdir. Bununla birlikte, KKKAV enfeksiyonunun hayvan modellerinde 2‟-

FdC‟nin nasıl performans gösterdiği belirsizliğini korumaktadır (Dai ve ark., 2021 ve 

Hawman ve ark., 2018). 

1.1.6.5. OTU Proteaz Ġnhibitörleri 

Birçok virus, viral replikasyonda ve doğuĢtan gelen bağıĢıklıktan kaçınmada 

önemli bir rol oynayan deubiquitinating (DUB) enzimlerini kodlamaktadır. KKKAV 

L proteini, doğuĢtan gelen konakçı antiviral bağıĢıklık tepkilerini atlatmak için 

ubikuitin (Ub) ve interferon ile uyarılan gen 15‟i (ISG15) bağlayan ve protein 

hedeflerinden uzaklaĢtıran DUB aktivitesi de sergileyen bir OTU alanı içermektedir. 

Bu, KKKAV OTU‟nun DUB aktif bölgesini oldukça çekici bir ilaç hedefi haline 

getirmektedir. Æünkü aktivitenin bozulmasının sadece viral replikasyona doğrudan 

müdahale etmesi değil, aynı zamanda enfeksiyon üzerine bağıĢıklık tepkilerini de 

arttırması beklenmektedir (Frias-Staheli ve ark., 2007 ve Scholte ve ark., 2017).   

KocabaĢ ve Aslan. (2015), KKKAV‟e karĢı potansiyel antiviral aktiviteye 

sahip olabilecek KKKAV OTU inhibitörlerini taramak için KKKAV OTU 
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proteazının bir floresan raportör analizini geliĢtirdiklerini bildirmektedirler. Ġki 

molekülün (özellikle fenantrenkinon bileĢiğinin) gözle görülür bir OTU inhibitör 

aktiviteleri olduğunu in vitro olarak gösterdiklerini bildirmektedirler.  

Scholte ve ark. (2019), KKKAV OTU'nun UbV-CC4 tarafından stabil 

iĢgalinin, sadece OTU‟nun IFN antagonist fonksiyonunu inhibe ederek değil, aynı 

zamanda RNP komplekslerinin oluĢumunu bloke ederek de viral büyümeyi güçlü bir 

Ģekilde inhibe ettiğini göstermiĢlerdir. Bu çalıĢmalar, KKKAV OTU‟sunu 

hedeflemenin ikili antiviral potansiyelini gösterdiğini ve OTU‟ya özgü antiviral 

ilaçların geliĢtirilmesi için önemli bir kavramsal temel sağladığı bildirilmektedir. 

KKKAV OTU inhibitörlerinin antiviral potansiyeline iliĢkin veriler in vitro 

oluĢturulduğundan, daha fazla in vivo çalıĢmalar gerekli olduğu araĢtırmacılar 

tarafından bildirilmektedir. 

1.1.6.6. Ġnterferon (IFN) 

DoğuĢtan gelen bağıĢıklık tepkisi, memeli hücrelerinde viral enfeksiyonlara 

karĢı konak savunmasının ilk baĢlangıcı olarak bilinmektedir (Zhou ve ark., 2018). 

Ancak önceki çalıĢmalar, KKKAV enfeksiyonunun, özellikle IFN-α ve IFN-β olmak 

üzere tip I interferonların (IFN‟ler) önemli ölçüde salgılanması ve ardından 

interferon ile uyarılan genlerin (ISG‟ler) yukarı regülasyonu ile sonuçlandığını 

göstermektedir (Kozak ve ark., 2020 ve Papa ve ark., 2015 ). 

Andersson ve ark. (2004a), tarafından yapılan çalıĢmalarda, IFN-α ile ön 

tedavinin, büyük olasılıkla MxA gibi ISG‟lerin indüklenmesinden dolayı in vitro 

olarak KKKAV‟ne karĢı antiviral aktiviteye sahip olduğu gösterilmiĢtir. Diğer 

taraftan, KKKA enfeksiyonu, sonraki IFN-α ile tedaviye neredeyse duyarsızdır ve 

ayrıca KKKA‟e karĢı IFN kullanımına iliĢkin bugüne kadar hiçbir pozitif klinik veri 

mevcut değildir (Andersson ve ark., 2008b). 1985‟te Güney Afrika‟da 

gerçekleĢtirilen tek klinik uygulamada, hastalara ve temaslılara insan IFN-α 
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uygulanmıĢ, ancak ciddi yan etkiler nedeniyle bu tedavinin kesildiği bildirilmiĢtir 

(Van Eeden ve ark., 1985).   

Son zamanlarda, Bordi ve ark. (2015), tip III IFN‟nin (IFN-λ1) ayrıca bir anti-

KKKAV aktivitesine sahip olduğunu, ancak tip I IFN (IFN-a) ile karĢılaĢtırıldığında 

bu etkinin daha az olduğunu bildirmiĢler. Ek olarak, insan A549 ve Huh7 hücre 

hatlarında IFN-λ ve IFN-α arasında bariz bir antagonistik etki gözlemlemiĢtir. 

1.1.6.7. Antikor Tedavisi 

Antikor mühendisliğinin ilerlemesiyle, antikor tedavisi son yıllarda istikrarlı 

bir Ģekilde büyümektedir. Antikorların, özellikle monoklonal antikorların (mAb‟ler), 

Ebola ve Lassa viruslerinin neden olduğu olanlar da dahil olmak üzere, in vitro ve in 

vivo modellerle hemorajik ateĢ virusu ile iliĢkili birkaç enfeksiyon hastalığının 

tedavisinde etkili olduğu araĢtırıcılar tarafından gösterilmektedir (Qiu ve ark., 2014 

ve  Cross ve ark., 2016).  

1.1.6.7.1. Nekahat Dönem Serumu (Convalescent Serum) 

Sınırlı sayıdaki çalıĢma ile immünoterapinin KKKAV enfeksiyonları 

sonrasında kullanımının bazı klinik faydalar gösterebildiği ifade edilmektedir. 

Farelerde yapılan aĢı çalıĢmaları, antikorların KKKAV enfeksiyonunu önlemede 

önemli bir rol oynadığını göstermektedir (Buttigieg ve ark., 2014 ve  Dowall ve ark., 

2016). 

 Donörlerden alınan nekahat serumu bazı KKKA vakalarında kullanılmıĢ ve 

özellikle intravenöz infüzyon yoluyla, daha erken zamanda baĢlanan ve daha uzun 

süre boyunca ve 200 mL‟den büyük hacimlerde uygulanmasının klinik sürece 

katkısının  olabileceği bildirilmiĢtir (Keshtkar-Jahromi ve ark., 2011). Donörlerin 

plazma havuzundan elde edilen spesifik insan immünoglobulininin (KKKA-Venin), 
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Bulgaristan‟da yedi KKKAV hastasında test edilerek iyi terapötik etkiler 

gösterdikleri bildirilmiĢtir (Vassilenko ve ark., 1990).  Bununla birlikte, iyileĢen 

hasta serumlarının etkinliği, geniĢ örneklem grupları ile yapılan randomize kontrollü 

klinik çalıĢmalarda değerlendirilmemiĢtir. Bu nedenle Ģimdiye dek paylaĢılan hiçbir 

çalıĢma, KKKA‟nın maruziyet sonrası profilaksisi veya tedavisi için spesifik 

immünoglobulinlerin etkinliğini kanıtlar düzeyde değildir (Bertolotti-Ciarlet ve ark., 

2005). 

Sınırlı kaynaklar, bireysel farklılıklar ve kan ürünlerinin karmaĢıklığı gibi 

faktörler, nekahat dönemindeki serumların geniĢ çapta benimsenmesini engelleyen 

önemli riskleri de beraberinde getirmektedir. Bu nedenle, nekahat dönemindeki 

hastalardan alınan serum veya immünoglobulin genellikle acil durumlarda 

kullanılabileceği bildirilmiĢtir (Dai ve ark., 2021). 

1.1.6.8. KKKAV ve AĢı 

ġu anda, KKKAV için tek aĢı, yenidoğan fare beyinlerine adapte edilen 

virusun inaktive edilmiĢ bir preparasyonudur. Ancak bu aĢı yalnızca Bulgaristan‟da 

kullanılmıĢ ve risk altındaki diğer ülkelerde kullanımı onaylanmamıĢtır. Bu tip aĢının 

ölçeklenebilirliği ve güvenlik endiĢeleri, muhtemelen bu aĢının yaygın olarak 

kullanılmasını önleyecektir ve KKKAV için yeni aĢı platformlarına ihtiyaç olduğu 

bildirilmektedir (Mousavi-Jazi ve ark., 2012 ve Papa ve ark., 2011;). 

KKKAV aĢıları geliĢtirmek ve bunları kliniğe getirmek için KKKAV 

araĢtırmacıları arasında uluslararası bir iĢ birliği baĢlatılmıĢtır 

(http://www.cchfvaccine.eu/) ve bu grup tarafından geliĢtirilen birkaç aĢı, klinik 

öncesi denemelerde umut vaat etmektedir. KKKAV‟nun glikoproteinlerini eksprese 

eden modifiye edilmiĢ vaksiniya virus aĢısı farelerde letal KKKAV enfeksiyonuna 

karĢı %100 koruma sağladığı araĢtırmacılar tarafından bildirilmektedir. Ayrıca DNA 

bazlı aĢılama veya VLP (Virus Like Particle-Virus Benzeri Parçacık) aĢılamanın da 
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ölümcül KKKAV tehdidine karĢı koruma sağladığı bildirilmektedir (Buttigieg ve 

ark., 2014; Garrison ve ark., 2017 ve Hinkula ve ark., 2018). 

Bir baĢka araĢtırmada, KKKAV glikoproteinlerini eksprese eden transgenik 

bitkilerle beslenen fareler, glikoproteinlere karĢı antikorlar geliĢtirmiĢ olmasına 

rağmen bu platformun KKKAV tehdidine karĢı etkinliğinin test edilmediği 

bildirilmiĢtir (Ghiasi ve ark., 2011). Ġlginç bir Ģekilde, glikoproteinleri içeren alt 

birim aĢılar farelerde immünojenik olsalar da KKKAV tehdidine karĢı koruyucu 

bağıĢıklık tepkilerini indüklemeyebildikleri bildirilmektedir (Rahpeyma ve ark., 

2017). Formalin ile inaktive edilmiĢ bir KKKAV preparatının da farelerde KKKAV 

enfeksiyonuna karĢı koruyucu olduğu da ifade edilmiĢtir (Canakoglu ve ark., 2015). 

Glikoproteinlere ek olarak, KKKAV‟nun S segmenti tarafından kodlanan 

nükleoproteini (NP) aĢılar ya kendi baĢına ya da hem nükleoprotein hem de 

glikoproteinleri içeren kombinasyon platformlarında hedeflenmiĢtir. Ézellikle, 

KKKAV‟nun nükleoproteinini eksprese eden bir adenovirus ile aĢılama, farelerde 

ölümcül KKKAV tehdidine karĢı önemli bir koruma sağladığı ve nükleoproteine 

karĢı yönlendirilen bağıĢıklık tepkilerinin glikoproteinlere verilen tepkilerden 

bağımsız olarak koruyucu olabileceğini göstermektedir (Hinkula ve ark., 2017 ve  

Zivcec ve ark., 2018). 

KKKAV‟nun nükleoproteinini eksprese eden modifiye edilmiĢ vaksiniya 

virusu kullanarak hazırlanan aĢının immünojenik olmasına rağmen, ölümcül 

KKKAV tehdidine karĢı koruma sağlamada baĢarısız olduğu ve nükleoprotein bazlı 

aĢıların sağladığı korumanın eksik olduğu bildirilmektedir. Ancak, daha farklı 

KKKAV suĢları arasında bile, nükleoproteinin, geniĢ ölçüde koruyucu bağıĢıklık 

tepkileri oluĢturmak için aĢı preparatlarına dahil edilmeye değer olabileceğini öne 

sürmektedir (Hawman ve ark., 2018).  

Bir baĢka araĢtırmada, KKKAV‟nun Nükleokapsid Proteini eksprese edildiği 

sırasıyla Bovine Herpesvirus Tip 4 (BoHV-4) ve insan adenovirus (Ad5) vektörleri 

kullanıldığı bildirilmektedir. Bu aĢıların IFNa/βR
−/− 

Fare Modellerinde ölümcül 
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KKKAV‟ karĢı sırasıyla %75 ve %50 koruyuculuk sağlanmaları rapor edilmiĢtir 

(Farzani ve ark., 2019).  

1.1.7. Monoklonal Antikorlar (mAb) 

 Antikorların 1962‟de Gerald M. Edelman (1929-2014) ile birlikte Nobel 

fizyoloji Édülü‟nü alan Ġngiliz biyokimyacı Rodney Robert Porter (1917-1985) 

tarafından keĢfedildiği bilinmektedir. Antikorlar, B tipi lenfositlerden kaynaklanan 

plazmositler tarafından salgılanan proteinler olarak bilinmektedir (Buss ve ark., 

2012). 

Laboratuvar koĢullarında mAb‟leri sentezlemek için ilk teknoloji 

Cambridge‟den Georges Köhler ve Cesar Milstein tarafından geliĢtirilmiĢtir. Antikor 

üreten bir hücreyi bir tümör hücresiyle kaynaĢtırarak sınırsız bir antikor üretimine 

neden olduklarını bildirmiĢlerdir. AraĢtırmaları, üç sayfalık bir rapor Ģeklinde, 

1975‟te Nature‟da yayınlandı ve bugüne kadar 10.000‟e kadar atıf topladığı 

bilinmektedir. Énerilen teknoloji (hibridomların elde edilmesi) birkaç aĢamayı 

içermektedir: laboratuvar farelerinin bilinen bir antijene karĢı bağıĢıklanması, fare 

dalağından B lenfositlerinin çıkarılması (antikor üreten hücreler) ve bunların bilinen 

antijene karĢı sürekli olarak antikor sentezleyebilen miyelom hücrelerine 

kaynaĢtırılması. Milstein ve Köhler, araĢtırmaları için 1984 yılında Nobel 

Fizyoloji/Tıp Édülü‟nü aldıkları bu teknikleri, hastalıkların teĢhis ve tedavisinde 

kullanmak suretiyle çok büyük ekonomik değerlere sahip küresel bir biyoteknoloji 

endüstrisi yarattığı bildirilmektedir (Köhler ve Milstein,1975 ve  Sirbu ve ark., 

2021). 

Monoklonal antikorların ilk kez Philip Stashenko ve Lee Nadler tarafından 

1979‟da geliĢtirildiği bildirilmektedir. Bu antikorlar, lenfomalı insan deneklerde 

kanser hücrelerinin yüzeyindeki antijenlere karĢı fare hücrelerinden yapay olarak 

sentezlendiği göstermektedir. Bununla birlikte, tümör antijenlerine bağlı az sayıda 
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murin antikoru, insan vücudu tarafından yabancı hücreler (antijenler) olarak da 

algılanmaktadır (Nadler ve ark., 1980; ). 

 1986‟da FDA, ilk terapötik mAb olan muromonab-CD3‟ü onayladığı 

bilinmektedir. Bu antikor, seçici immünosupresif etkiler yoluyla böbrek nakli reddini 

azaltığı bildirilmektedir. Bununla birlikte, murin mAb‟lerinin uzun süreli 

kullanımından sonra, insan anti-murin antikorlarının (HAMA) geliĢmesiyle 

etkinlikleri büyük ölçüde azaldığı araĢtırmacılar tarafından bildirilmektedir (Cai, 

2018). 

Ġkinci nesil biyolojik tedaviler 1990‟ların baĢında, değiĢken murin bölgeleri ve 

sabit insan bölgelerini taĢıyan kimerik mAb‟ların sentezlendiğı bilinmektedir 

(Morrison ve ark., 1984). 

1990‟ların sonlarında ise insanlaĢtırılmıĢ antikorlara dayalı üçüncü nesil 

biyolojik tedaviler ortaya çıktığı bildirilmektedir. Böylelikle mAb‟lerdeki murin 

amino asit dizilerinin yüzdesindeki azalma, insan vücudundaki immünojenisitelerini 

daha da azaltmaktadır (Boulianne ve ark., 1984). 

Genetik mühendisliğinde devam eden geliĢmeler ve transgenik fare 

teknolojisinin geliĢimi ile 2000 yılında insan mAb‟leri elde edildiği bildirilmektedir. 

Bu antikorların özgüllük, seçicilik, homojenlik, düĢük toksisite ve büyük miktarlarda 

üretim kolaylığı gibi birçok avantajı beraberinde getirmektedir. Bununla birlikte, 

yüksek moleküler ağırlıkları, dokulara derinlemesine nüfuz edememeleri ve plazma 

zarından düĢük geçirgenlikleri ile bu antikorların kullanımlarının sınırlandığı 

bildirilmektedir (Chames ve ark., 2009 ve Scott, 2007). 

Terapötik değeri onaylanmıĢ veya klinik çalıĢmalarda test edilen çok sayıda 

mAb için Ekim 2008‟de Dünya Sağlık Érgütü tarafından birleĢik bir terminolojinin 

hazırlanmasına karar verilmiĢtir. Bu terminoloji, antikorun etki ettiği hedefi ve 

antikorun kaynağını dikkate almaktadır. Ancak, „Monoklonal antikor‟un kısaltması 
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olan yaygın bir sonek ile mab ve adın benzersizliğini veren bir önek vardır (Lai ve 

ark., 2017 ve  Sirbu ve ark., 2021). Ġsimlendirmeye iliĢkin geçerli güncel yaklaĢım 

ġekil 1.4.‟de sunulmuĢtur. 

 

 

ġekil 1.4. Murin, kimerik, insanlaĢtırılmıĢ ve tamamen insan antikorları dahil olmak üzere pazarlama 

için onaylanmıĢ farklı terapötik monoklonal antikor biçimleri ve ayrıca yapı, kaynak ve hedefe göre 

jenerik adların her birine uygulanıĢı (Dimitrov ve Marks, 2008). 

1.1.7.1. Antikorların BağıĢıklık Tepkisindeki Rolü 

BağıĢıklık sistemi iki kısımda ele alınabilmektedir. DoğuĢtan gelen bağıĢıklıkta 

çeĢitli fiziksel ve biyokimyasal engeller ve yabancı organizma veya moleküle 

spesifik olmayan yanıt veren hücreler aracılık etmektedir. Doğal bağıĢıklık, aynı 

yabancı maddeye tekrar maruz kalındığında benzer bir tepki ile karakterizedir. 

BağıĢıklık sisteminin ikinci kısmı olan adaptif bağıĢıklık, lenfositler olarak 

adlandırılan hücreler tarafından düzenlenir ve aynı yabancı maddeye yeniden maruz 

kalındığında daha geliĢmiĢ bir verimlilik ile karakterizedir. Bu sistemde antikorlar 
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önemli bir rol oynamaktadırlar. Adaptif immün yanıtta iki ana tip lenfosit rol 

oynamaktadır, T lenfositleri ve B lenfositleri. T lenfositler, sitotoksik T lenfositler ve 

„yardımcı‟ T lenfositler (helper) olarak alt bölümlere ayrılabilmektedir. Sitotoksik T 

lenfositler, bir yüzey antijen reseptörü, T hücre reseptörü aracılığıyla yabancı veya 

enfekte olmuĢ hücrelere bağlanarak onları lize etmektedir. Yardımcı T lenfositleri 

hem T hem de B lenfositlerinin yanıtını kontrol etmede düzenleyici bir rol 

oynamaktadır. B lenfositleri etkilerini yabancı maddeye bağlanan ve eliminasyonu 

için spesifik mekanizmalar baĢlatan antikor molekülleri üreterek göstermektedirler. 

Antijen, hücre yüzeyindeki antikor moleküllerinin kullanımı yoluyla B lenfositleri 

tarafından tanımlanmaktadır. Her bir B lenfositi, rastgele, antijenden bağımsız bir 

süreçte geliĢimi sırasında tek tek hücre tarafından immünoglobulin genlerinin 

yeniden düzenlenmesinin bir sonucu olarak yüzeyinde tek bir özgüllük ile antikor 

molekülleri taĢımaktadır. Her birey aynı anda milyonlarca B hücresine sahip olacak 

ve böylece bir "poliklonal" popülasyon oluĢacağı bilinmektedir. Bir antijen vücuda 

girdiğinde, antijen üzerinde bulunan antijenik belirleyicilere (epitoplar) bağlanabilen 

antikor moleküllerine sahip herhangi bir B hücresi tarafından tanınmaktadır. Bu 

tanıma, çoğalma ve farklılaĢmaya yol açan hücrenin aktivasyonuna yol açmaktadır 

(Grosio ve ark., 2022 ve Rajewsky, 1996). 

Protein antijenleri söz konusu olduğunda, bağlı antijen molekülleri B hücresine 

içselleĢtirilir ve peptitlere indirgenir. Bu antijen peptitlerinin bazıları daha sonra 

hücre yüzeyine taĢınan ve B hücresi tarafından "sunulan" bir kompleks oluĢturmak 

için major histocompatibility complex (MHC) sınıf II moleküllerine bağlanır ve B 

hücresi tarafından „presente‟olduğu bildirilmektedir. B hücreleri, dendritik hücreler 

gibi diğer hücre tiplerine kıyasla antijen sunumunda nispeten zayıf olmasına rağmen, 

bu kompleksler T lenfositlerinde bulunan reseptörler, T hücresi reseptörleri 

tarafından tanınabilmektedir. Uygun tanıma gerçekleĢirse, T hücresi, çoğalmayı ve 

farklılaĢmayı uyarmak için B hücresine sinyaller Ģeklinde „yardım‟ 

sağlayabilmektedir. Dolayısıyla bu süreç, bir „T-hücresine bağımlı B hücre yanıtı‟na 

yol açtığı bildirilmektedir (Marshal ve ark., 2018 ve Rajewsky, 1996;). 
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Proliferasyon, orijinal aktif B hücresi ile aynı spesifikliğe sahip büyük 

miktarlarda çözünür antikor salgılayabilen plazma hücrelerini veya yeniden antijen 

maruziyet üzerine hızlandırılmıĢ bir bağıĢıklık tepkisi oluĢturan hafıza hücrelerini 

oluĢturmak üzere farklılaĢabilen özdeĢ hücrelerin bir klonu ile sonuçlanmaktadır. 

Bellek hücresi aracılı „ikincil'‟ yanıt, immünoglobulin gen lokuslarındaki 

hipermutasyona bağlı olarak daha yüksek afiniteli antikorların üretilmesi ve ardından 

afinite olgunlaĢması olarak bilinen bir süreç olan antijen güdümlü seçim ile 

sonuçlanmaktadır (Rajewsky, 1996 ve  Warington ve ark., 2011). 

1.1.7.2. Antikorların Yapısı ve ĠĢlevi 

Antikor moleküllerinin, birincisi antijene bağlanmak ve ikincisi vücuttan 

atılmasını tetiklemek olmak üzere iki temel iĢlevi vardır. Bu nedenle antikorlar hem 

antijen molekülüne bağlanma yeteneğine hem de daha sonra yabancı maddeyi 

elemine edebilen efektör sistemin moleküllerini bağlama ve harekete geçirme 

yeteneğine sahip olan 'adaptör' moleküllerdir. Ancak her durumda antikor aynı 

efektör sistemleri tetikleyebilmelidir. Bunu baĢarmak için antikor molekülü, çok 

çeĢitli farklı antijenlere bağlanma spesifisitelerinin geliĢtirilmesine uyum sağlamak 

için protein dizilimi ve yapısında değiĢiklik gösteren değiĢken bölgeler ve her 

antikorda büyük ölçüde aynı olan sabit bölgeler geliĢtirdiği bildirilmektedir. Sabit 

bölgeler, molekülün ortak yapısını korur ve fagositozu aktive etmek için makrofajlar 

üzerindeki Fc reseptörlerine kompleman bağlanması gibi efektör sistemlerle 

etkileĢime izin verdiği gösterilmektedir. Antikor molekülleri ayrıca 

immünoglobulinler olarak da bilinmektedir. Ancak „Ġmmünoglobulin‟ terimi, 

molekülün bağlanma özgüllüğü karakterize edilsin veya edilmesin antikor proteini 

için geçerlidir, oysa antikor terimi antijene özgü bir immünoglobulin olduğunu ifade 

etmektedir. Pratikte bu iki terim genellikle birbirinin yerine kullanılmaktadır (Harris 

ve ark., 1997 ve Padlan, 1994). 
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ġekil 1.5. Bir IgG molekülünün protein zincirlerinin organizasyonunun gösterimi. 

Daha yüksek memeliler, IgG, IgM, IgA, IgE ve IgD olarak adlandırılan beĢ 

immünoglobulin sınıfına (izotip) sahiptirler. Antikorların çoğu uygulamasında 

kullanılan bunlardan en bol olanı, ikincil bağıĢıklık tepkisi (secondary immune 

response) tarafından üretilen ana antikor sınıfı olan IgG sınıfı olarak bilinmektedir. 

IgG molekülü, yaklaĢık 50 kDa‟lık iki ağır zincir ve yaklaĢık 25 kDa‟lık iki hafif 

zincir olmak üzere dört polipeptit zincirinden oluĢmaktadır (ġekil 1.5). Bunların her 

biri, bir iç disülfit bağı ile stabilize edilmiĢ yaklaĢık 110 amino asitlik ayrı ayrı 

katlanmıĢ yapısal alanlara bölündüğü bildirilmektedir. Bunlar, alanların birbirine 

göre hareketine izin veren nispeten esnek protein zincirinin kısa bölgeleriyle 

birbirine bağlanmaktadır. Her hafif zincir, bir değiĢken alan (VL) ve bir sabit alan 

(CL) ve her ağır zincir bir değiĢken alan (VH) ve üç sabit alan (CH1, CH2 ve CH3) 

içermektedir. Ağır ve hafif zincir değiĢken alanları, antijen bağlama bölgesini 

oluĢturmak üzere birleĢmesi bildirilmektedir. Ağır ve hafif zincirler, CL ve CH1 

alanları arasındaki bir disülfid bağı ile bağlanmaktadır. MenteĢe (hinge) olarak 

bilinen esnek bir bölge, her bir ağır zincirin CH1 ve CH2 alanlarını birbirine bağlar 
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ve bu noktada iki ağır zincir, disülfid bağları ile bağlanmaktadır. CH2 alanı normal 

olarak glikosile edilir ve her bir ağır zincirin CH3 alanları, kovalent olmayan 

etkileĢimlerle birbirleriyle birleĢmeleri bildirilmektedir. Antikorların yapısı ve iĢlevi 

üzerine yapılan çok erken çalıĢmalar, antikor proteininin proteolizini kapsamlı bir 

Ģekilde kullandı ve bu, antikorun farklı bölgeleri için yaygın olarak kullanılan 

terminolojiye yol açmaktadır (ġekil 1.6). Antikor menteĢesinin etrafındaki alan, 

sıkıca katlanmıĢ alanlara göre proteolize daha duyarlıdır ve bu nedenle bu, proteolitik 

bölünmenin genellikle gerçekleĢtiği nokta olduğu bilinmektedir. MenteĢe 

bölgesindeki disülfid bağlarının üzerindeki proteoliz, ağır zincirin N-terminal iki 

alanı ile hafif zincir içeren monovalent Fab (fragman antijen bağlama) fragmanları 

ile sonuçlanmaktadır (Padlan, 1994; Poljak ve ark., 1973 ve Warington ve ark., 

2011).  

 

 

ġekil.1.6. IgG'nin antijen bağlayıcı F(ab')2 bölgesini ve CH2 alanına eklenmiĢ karbonhidratlı Fc 

bölgesini gösteren alan yapısı. 

Fab fragmanı böylece bir fonksiyonel antijen bağlama bölgesi içermektedir. Bir 

veya daha fazla menteĢenin hemen altında proteoliz disülfid bağları, iki değerli 

F(ab)2 fragmanı ile sonuçlanmaktadır. CH2 ve CH3 alanları birlikte efektör 

moleküllerin bağlanması için yerleri içeren Fc fragmanını (parça kristalli) 

oluĢturmaktadır. BozulmamıĢ IgG molekülünün esnekliği kristalleĢmeyi 

engellediğinden, bu fragmanlar antikor yapısının kristalografik belirlemeleri için 

yakın zamana kadar baĢlangıç noktaları olarak bildirilmektedir. Bu nedenle, 

literatürde Fab fragmanları için 50‟den fazla yapı ve menteĢe bölgeleri silinmiĢ 
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immünoglobulin yapıları bulunurken, bozulmamıĢ bir IgG‟nin yalnızca bir tam 

olarak tanımlanmıĢ yapısı olduğu bildirilmektedir (Harris ve ark., 1997; Marshal ve 

ark., 2018 ve Warington ve ark., 2011). 

1.1.7.3. Monoklonal Antikorların Üretilmesi ve Hibridoma Teknolojisi 

MAb‟lerin üretimi için geleneksel olarak kullanılan teknikler, Kohler ve 

Milstein(1975)‟in orijinal raporuna dayanmaktadır. Hibridoma teknolojisi olarak 

bilinen bu teknolojinin, örneğin proteinler, nükleik asitler, karbonhidratlar ve 

haptenler gibi çok çeĢitli farklı antijenlere önceden belirlenmiĢ spesifikliğe sahip 

kemirgen antikorları üretebildiği kanıtlanmıĢtır. Her bir B hücresi, tek bir spesifikliğe 

sahip antikor ürettiğinden, tek bir spesifikliğe sahip antikorların üretimi, ayrı B 

hücrelerinin izolasyonunu gerektirmektedir. Bununla birlikte, B hücreleri kültürde 

normal olarak büyüme yeteneğine sahip değildir ve bu nedenle doğrudan B 

hücrelerinden MAb‟lerin üretilmesi mümkün değildir. Hibridoma teknolojisi, 

potansiyel olarak sınırsız miktarlarda üretilebilen, tek bir monoklonal antikor 

salgılayan B hücrelerinden hibrit hücre hatlarının üretilmesine izin vermektedir. 

MAb‟lerin hibridoma teknolojisi ile üretilmesine yönelik genel Ģema, (ġekil 1.4‟de) 

gösterilmektedir. Fareler, bir MAb‟nin gerekli olduğu antijenin enjeksiyonu ile 

bağıĢıklanır. Rat‟lar da MAb‟ler oluĢturmak için yaygın olarak kullanılmaktadır. 

Yapılan literatür denemesinde bazı durumlarda (özellikle fare antijenlerine karĢı 

antikorlar gerekli olduğunda) hamsterler (Houlden ve ark., 1991), tavuklar 

(Nishinaka ve ark., 1991) tavĢanlar (Speiker-Polet ve ark., 1995) ve diğer türlerin bu 

amaçla kullanıldığı görülmektedir. Bir bağıĢıklık tepkisi yükseldiğinde, B hücreleri 

kemirgenden, genellikle dalaktan hasat edilir ve bunlar hücre zarlarının füzyonunu 

teĢvik eden kimyasallar (örneğin polietilen glikol gibi) ile muamele edilmesiyle 

miyelom hücreleri ile kaynaĢtırılır. Miyelom hücreleri, bir B hücre tümörünün 

mutant hücre dizisinden türetilir ve herhangi bir immünoglobulin salgılamayan ve 

esasen ölümsüz olan ve kültürde kolaylıkla büyütülebilen hücreler olarak 

tanımlanabilir. Füzyon, ölümsüzleĢtirilmiĢ hibrit hücrelerin veya hibridomların 

üretilmesiyle sonuçlanmaktadır. ĠĢlemin geri kalanı, B hücresinin antikor üretme 



 
 
 

29 
 

yeteneğini ve miyelom hücresinin iyi büyüme özelliklerini koruyan hibridoma 

hücrelerinin izolasyonu ve çoğalmasından biri olarak bildirilmektedir. Hibridoma 

üretim süreci bu nedenle üç kısımda: bağıĢıklama, füzyon ve gerekli hibridomun 

seçimi olarak düĢünülmektedir (Donohoe ve ark., 1995; Harlow ve Lane, 1988 ve 

Parray ve ark., 2020).  

Bir bağıĢıklık yanıtı oluĢturmak için hayvanın bağıĢıklanması kilit öneme 

sahiptir. Farklı moleküler tiplerde immünojenler kullanılabilir ve gerekli özgünlükte 

bir MAb salgılayan bir hibridom daha sonra seçilebileceğinden, bunların saf 

maddeler olmaları gerekmez. Farklı moleküller, immünojenisitelerinde büyük 

farklılıklar gösterir ve bu nedenle optimal bir yanıt için farklı immünizasyon 

protokolleri gerektirmektedir. Antijenin formu, bağıĢıklamaların sayısı ve yolu, 

taĢıyıcı, adjuvan ve kullanılan hayvanın türü ve suĢu gibi faktörlerin dikkate alınması 

gerekmektedir. MAb‟nin bağlanması istenen molekülün konformasyonunu dikkate 

almak önemlidir.  Kullanılabilecek immünojenlerin iki önemli istisnası vardır. 

Antikorların normalde „‟kendi‟‟antijenlerine cevap oluĢturamadığı ve küçük 

antijenlerin (moleküler ağırlık olarak yaklaĢık 1000‟den az), yüksek moleküler 

ağırlıklı bir taĢıyıcı proteine konjuge edilmedikçe bir yanıt oluĢturmadıkları 

bilinmektedir. Bu amaçla, kemirgenlerde çok immünojenik olan, kolayca elde 

edilebilen ve küçük moleküllere kolayca konjuge olan sığır serum albümini veya 

keyhole limpet hemosiyanin (KLH) gibi proteinler kullanılmaktadır. T hücreleri, 

MHC sınıf II molekülleri tarafından sunulan antijenin proteolitik olarak üretilmiĢ 

peptitlerine tepki verir ve bu nedenle genel olarak kendi kendine olmayan proteinler 

ve glikoproteinler, çoklu bağıĢıklamalardan sonra yüksek afinite tepkileri ortaya 

çıkarmaktadır. Protein olmadan, karbonhidratlar ve diğer proteinli olmayan 

materyaller, çok az bellek veya sınıf değiĢtirme ile yalnızca T hücresinden bağımsız 

bir yanıt ortaya çıkarmaktadır. Êretilen antikor tipi ayrıca bağıĢıklama sayısına da 

bağlı olduğu bilinmektedir. IgM gerekliyse, bir birincil yanıt gerektiği için yalnızca 

bir bağıĢıklama gerçekleĢtirilir, oysa IgG antikorları, etkili bir ikincil yanıta izin 

vermek için yaklaĢık 3-4 haftalık aralıklarla birden fazla enjeksiyon (genellikle üç 

veya dört) gerektiği bildirilmektedir. Freund adjuvanı gibi adjuvanlar genellikle 

birincil bağıĢıklamalar için, intraperitoneal, intradermal, intramüsküler veya 
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subcutaneous yolla enjekte edilen çözünür antijenlere karĢı bir bağıĢıklık yanıtının 

oluĢturulmasına yardımcı olmak için yaygın olarak kullanılmaktadır (Harlow ve 

Lane, 1988; Pad-dock ve ark., 1994  ve  Parray ve ark., 2020).  

Adjuvanlar genellikle, hayvana enjekte edilen çözünür antijen ile karıĢtırılan ve 

yavaĢ yavaĢ salınan ve böylece yanıtı sürekli olarak artıran uzun süreli bir yerel 

antijen "deposu" sağlayan kolloidal veya yağlardır. Ek olarak, bağıĢıklık sistemini 

spesifik olmayan Ģekilde aktive etmek için adjuvan karıĢımı bazen diğer bileĢenler de 

dahil edilmektedir. Érneğin, complete Freund‟s adjuvant, aktivasyon için öldürülmüĢ 

mikobakterilerin yanı sıra yağ ve bir emülsifiye edici ajan içermektedir. Complete 

Freund‟s adjuvant, ilk bağıĢıklama için kullanılır ve sonraki destekleyici 

bağıĢıklamalar, antijene yanıtı en üst düzeye çıkarmak ve mikobakterilere karĢı aĢırı 

enflamatuar yanıtlardan kaçınmak için incomplete Freund‟s adjuvant (mikobakteri 

içermeyen) ile gerçekleĢtirilmektedir. Æözünmeyen antijenler, kendi baĢlarına 

çözünmeyen "depolar" oluĢturduklarından, genellikle adjuvansız kullanılabilir 

oldukları bildirilmektedir. Genetik bağıĢıklama, yakın zamanda, ilgilenilen bir 

proteini kodlayan DNA ile bağıĢıklamaya olanak sağlamak için geliĢtirilmiĢtir. DNA, 

fare dokusu tarafından DNA‟dan protein ekspresyonuna izin veren bir biçimde 

doğrudan fare dokusuna enjekte edilmektedir. Daha sonra, MAb‟lerin üretilmesine 

izin veren proteine karĢı bir bağıĢıklık tepkisi üretilmektedir. Bu yaklaĢım, proteinin 

doğrudan immünizasyona izin verecek Ģekilde üretilmesi veya yeterince 

saflaĢtırılması zor olduğunda özellikle faydalı olabilir. Ek olarak, yüksek oranda 

immünojenik bir diziye sahip füzyon proteinleri üreterek zayıf immünojenik 

proteinlere karĢı bağıĢıklık tepkisini artırmak mümkün olabildiği gösterilmektedir 

(Pad-dock ve ark., 1994). 

B hücreleri toplanmadan önce antijene bir bağıĢıklık yanıtının oluĢturduğundan 

emin olmak için, bağıĢıklaĢtırılmıĢ hayvanlardan kan örnekleri alınabilir ve spesifik 

antikorların varlığı için test edilebilir. Eğer pozitifse, çözünebilir antijenin nihai 

takviyeleri, hasattan önce dalakta bulunan bağıĢıklık B hücrelerinin sayısını artırmak 

için genellikle damar içi yoldan yapılır. Dalak, bağıĢıklık B hücrelerinin en yaygın 

kaynağıdır, ancak hücreler lenf düğümlerinden de toplanabilir. 
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Füzyon amaçları için farelerden ve ratlardan elde edilen çeĢitli miyelom hücre 

hatlarının mevcut olduğu bilinmektedir. Bu hatlar, antikor üreten B hücrelerinin 

tümörlerinden türetildiği için, kendi antikorlarını üretmeyen bir hat seçmeye 

çalıĢmak önemlidir. Ortaya çıkan hibridoma iki tip hafif ve ağır zincir üretirse, 

bunlar muhtemelen rastgele birleĢerek orijinal miyelom antikorunu, istenen MAb‟yi 

ve iki tip ağır ve hafif zincirin çeĢitli karıĢık kombinasyonlarını içeren üretilen 

antikor moleküllerinin bir karıĢımı ile sonuçlanacaktır. Bu karıĢım, bispesifik 

antikorların üretimi için avantajlı olmasına karĢın bir MAb‟nin ilk izolasyonunun 

verimliliğini azaltacak ve MAb‟nin arzu edilen düzeyde saflaĢtırılmasını 

zorlaĢtıracaktır. Miyelom hücrelerinin bir baĢka gereksinimi, hipoksantin 

fosforibosiltransferaz enziminde eksik olmaları ve kaynaĢmıĢ hibridom hücresinin 

ana miyelom hücresi üzerinden seçilmesine izin veresidir (Pad-dock ve ark., 1994 ve 

Smith ve Crowe, 2015).  

 Miyelom hücrelerinin ve hasat edilen B hücrelerinin füzyonu, genellikle 

membran füzyonunu indüklemek için ajan olarak polietilen glikol (PEG) kullanılarak 

gerçekleĢtirilir. PEG füzyonu basit, ucuz ve güvenilir bir Ģekilde elde edilir ve bu 

nedenle en yaygın yöntem haline geldiği bildirilmektedir. BaĢlangıçta sadece hücre 

zarları birleĢir ve hücrede iki çekirdek bulunmaktadır. Nükleer füzyon, mitoz 

sırasında gerçekleĢmektedir. Bir hibridoma hücresinin sonraki nesillerinde zaman 

zaman bazı kromozomların kaybı görülebilmektedir. Füzyondan sonra hibridoma 

hücreleri, dalak hücreleri ve miyelom hücrelerinin bir karıĢımı bulunur ve iĢlemin bir 

sonraki aĢaması hibridoma hücrelerinin diğer hücre tiplerine göre seçilmesidir. Dalak 

hücreleri kültürde büyümeyecektir ve bu nedenle hücre karıĢımının birkaç gün 

büyümesi, kalan dalak hücrelerini kolayca uzaklaĢtıracaktır. Miyeloma hücreleri ise 

hızla büyüyecek ve herhangi bir hibridoma hücresinin izolasyonunu çok 

zorlaĢtıracaktır. 

Miyeloma hücreleri, hypoxanthinephosphoribosyltransferase enzimi (HPRT) 

eksik olduğundan ve dolayısıyla RNA sentezi için kurtarma yolunu kullanamayan 

füzyon için kullanılmaktadır ve seçim daha sonra HAT ortamı kullanılarak 

gerçekleĢtirilir.   (ġekil1.7). HAT ortamı hipoksantin (H), aminopterin (A) ve timidin 
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(T) içermektedir. Aminopterin, RNA ve DNA sentezinin etkili bir inhibitörüdür ve 

bu nedenle miyeloma hücrelerinin büyümesini engellediği bildirilmektedir. Bununla 

birlikte, dalak hücrelerinden HPRT enzimine sahip olan hibrit hücreler, eklenen 

hipoksantin ve timidin‟i kurtarma yolu yoluyla RNA üretmek ve canlandırmak için 

kullanabilecekleri bildirmektedir (Pad-dock ve ark., 1994; Tomita ve Tsumoto, 2011 

ve  Smith ve Crowe, 2015).  

 

 

ġekil 1.7.  Hibridoma teknolojisi ile monoklonal antikor üretimi. 

 

HAT ortamında seçimden sonra, hibrit hücreler üzerinde büyütülür ve hangi 

hücre kolonilerinin ilgili antikorları ürettiğini belirlemek için test edilir. Hibrid 

oluĢturan dalak hücrelerinin tümü B hücresi değildir ve böylece hiç antikor 

üretmeyen bazı hibridler ve ayrıca ilgilenilmeyen antikorları üreten birçok hücre 

mevcut olacaktır. Bu nedenle önemli bir adım, hücre klonlarının taranmasıdır. Bu 



 
 
 

33 
 

konu ile ilgili gerekli MAb‟leri üretenleri belirlemek gerekmektedir. Daha fazla 

kültür için gerekli olanların seçimine izin vermek için çok sayıda klonun hızlı bir 

Ģekilde taranması gerekebilir. Bu nedenle uygun bir tarama tahlili hızlı olmalı, birçok 

numuneyi tarayabilmeli ve erken hücre klonları tarafından üretilen az miktarda 

antikorla sonuç verebilmelidir. Antijen bağlama özelliklerini ölçmek için birçok 

serolojik yöntem; ELISA (enzime bağlı immünosorbent tahlili), radyoimmünoassay, 

dot blot ve western blot, immünohistokimya ve immünofloresan 

kullanılabilmektedir. Ek olarak, izotip gibi diğer özelliklerin veya komplement 

aktivasyonu veya ADCC (antibody-dependent cellular cytotoxicity)‟yi belirleme 

yeteneği gibi spesifik fonksiyonel özelliklerin taranmasının istenebildiği 

bildirilmektedir (Awsiuk ve ark., 2019; Pad-dock et al., 1994 ve Tomita ve ark., 

Tsong, 1990). 

Uygun hibridomalar tanımlandıktan sonra, stabil, homojen bir hücre kolonisi 

sağlamak ve antikorun gerçekten monoklonal olduğundan emin olmak için bunlar 

birkaç kez klonlanmalıdır. Bunu yapmak için tek bir hücreden bir koloninin 

büyümesini gerektirir. Bu, kültür plakasının her kuyucuğunun bir hücre taĢıyacak 

Ģekilde, hücrelerin alt kültürlenmesiyle elde edildiği bildirilmektedir. Alternatif 

olarak klonlamanın, hücrelerin yarı katı agar içinde kaplanması veya tek hücre 

manipülasyon teknikleri ile gerçekleĢtirildiği bilinmektedir. Klonlandıktan sonra 

hibridoma hücresi büyük miktarlarda antikor üretimi için kullanılmaya hazırdır, 

ancak değerli hibridomların kaybolmaması için hücre örneklerinin her aĢamada sıvı 

nitrojen içinde dondurularak korunmasını sağlamak önemlidir (Awsiuk ve ark., 2019; 

Pad-dock ve ark., 1994: Parray ve ark., 2020 ve Tomita ve ark., 1990). 

Bu tez çalıĢmasında, KKKA virusune karĢı hybridoma teknolojisi kullanarak 

monoklonal antikorların üretimi amaçlanmaktadır. Böyle bir çalıĢma kapsamında 

herhangi bir viral epitopa hedeflenmiĢ (konformasyon bağımlı ya da bağımsız) 

antikorların elde edilebilmesi mümkündür. Ancak temel hedef öncelikli olarak 

nötralizan antikorların elde edilebilme potansiyelini sorgulamak ve bu ana hedef 

yanında çalıĢma kapsamında elde edilebilecek tüm antikorların ağırlıklı olarak tanısal 

kullanım olasılıkları yönünden sorgulamak da hedeflenmektedir. 
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2. GEREÇ ve YÖNTEM 

 

 

2.1. Gereç 

2.1.1. Biyogüvenlik Bildirisi 

BulaĢıcı KKKAV‟u içeren tüm biyolojik prosedürler, anabilim dalı 

bünyesindeki Yüksek Güvenlikli Viral Zoonozlar Tanı, Ġleri AraĢtırma (BSL-3+) ve 

Hayvan Laboratuvarlarında (ABSL3) yürütüldü. Diğer iĢlemler BSL-2 koĢulları 

altında gerçekleĢtirildi. 

2.1.2. Deney Hayvanları  

Tez çalıĢması kapsamında 10 adet 6-8 haftalık BALB/c fare kullanılmıĢtır. 

Hayvan çalıĢmalarına iliĢkin izin, Ankara Êniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik 

Kurulu‟nun (HADYEK) 21/02/2018 tarihli, Toplantı No: 2018-4, Dosya No: 2018-

30 ve karar NO: 2018-4-32 sayılı etik kurul onayı ile verildi. Etik kurul karar örneği 

EKLER bölümünde sunuldu. 

2.1.3. AraĢtırmada Kullanılan Hücreler 

ÆalıĢmada viruslerin çoğaltılması, enfektivitelerinin tespiti ve nötralizasyon 

testleri ile hibridomaların geliĢtirilmesi sırasında farklı devam hücre hatları ile primer 

hücreler kullanıldı. KKKAV üretilmesi ve virus proteinlerini ifade eden transforme 

hücre hatlarının oluĢturulması amacıyla sırasıyla Vero-E6 ve BHK-21 hücreleri, 

hibridomaların elde edilmesi sırasında ise fare myeloma hücresi olan F0 hücresi 

kullanıldı. Bu hücreler viroloji anabilim dalı hücre koleksiyonundan temin edildi. 

AraĢtırmada primer olarak ise hibridoma hazırlanması aĢamasında fare dalaklarından 
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elde edilen lenfosit hücreleri ile besleyici (Mouse feeder cells) özellikleri sebebiyle 

fare periton boĢluğundan elde edilen makrofaj hücreleri kullanıldı (Æizelge 2.1). 

Çizelge 2.1. AraĢtırma kapsamında kullanılan hücre hatlarına ilgili bilgiler. 

 

Hücre Hattı 

 

F0 

 

BHK-21 

 

 

Vero-E6 

ATCC NO CRL-1646 CCL-10 CRL-1586 

Organizma Mus musculus, (fare) Mesocricetus auratus, 

(hamster) 

Cercopithecus aethiops 

(maymun) 

Hücre Tipi B lymphoblast fibroblast epithelial 

Strain BALB/c Syrian golden aethiops 

Hastalık Plazmasitom, Miyelom Normal Normal 

 

2.1.4. Virus 

ÆalıĢmada virus nötralizasyon ve monoklonal antikorların reaktivite 

profillerinin tespit edilmesi için tasarlanan biyotik ve abiyotik testlerde daha önce 

ana bilim dalımızda izole edilen lokal KKKAV Ank-2 izolatı (GenBank EriĢim 

numarası: MK309333) kullanıldı. 

 

 

2.1.5. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

 Freund‟s Complete, FCA (Sigma)  

 Freund‟s Incomplete Adjuvantı, IFA (Sigma)  

 Fetal Bovine Serum, FBS (Gibco)  

 Gentamisin ( Gibco) 

 Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL) (Gibco) 

 Kanamycin Sulfate (Gibco) 

 Ampicillin (Gibco) 
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 Dulbeccus Modified Eagle Medium (high glucose), DMEM (Gibco)  

 Opti-MEM™ I Reduced Serum MediumGreen features (Gibco) 

 Dimetil Sülfoksit, DMSO (Sigma)  

 Hipoksantin aminopterin timidin, HAT (50x, sigma)  

 Hipoksantin timidin, HT (50x, Sigma)  

 Polietilen Glikon- PEG-1500(Merck)  

 Nonfat Dry Milk #9999 (Cell Signaling) 

 Tween 20 (Sigma)  

 Glycerol (Sigma) 

  Povilion Ġode (Baticonol) %10,1000 ml Batikon Tentürdiyot 

 

 

2.1.6.  Kullanılan Malzeme ve Aletler 

 Hücre kültür pleytleri Greiner (Bio-one CELLSTAR® 6-12- 24-96 well) 

 Hücre kültür ĢiĢeleri, 25-75-150cm2 (Corning Cell Culture Flask) 

 Cell Scraper, 30cm length, 20 mm width, Falcon® Cell Scraper 

 Laminar air flow kabin 

 CO2 Inkübatör 

 Invert IĢık ve Floresan Mikroskop (Nikon Eklipse, Japonya) 

 Hemacytometer, Fisher Scientific 

 Syringe filters, 0.22μm, MILLEX 

 Serolojik pipet 

 Santrifüj, Sigma Centrifuge 1-14 

 SDS-PAGE gel electrophoresis system, Bio-Rad Mini Protean 

 Trans-Blot Turbo Transfer System, Bio-Rad  

 Immun-Blot® Low Fluorescence PVDF/Filter Paper Sets #1620262 

 Thermal Cycler - Biorad T100 

 Thermo Scientific™ NanoDrop™ OneC Microvolume UV-Vis 

Spectrophotometer 
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 DikiĢ iğnesi (Surgipro II Suture 6-0 Polypropylene P-13; sp: 5695)  

 Cerrahi bantları ve gereken melzemeler 

 

 

2.1.7.  Kullanılan Kitler 

 

 GeneJET Plasmid Maxiprep Kit (Katalog numarası: K0492) 

 PureLink™ Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo Kit 

(Katalog numarası: K220001) 

 Rapid ELISA Mouse mAb Isotyping Kit (Thermo Scientific™) 

 Micro BCA Protein Assay Kit (Thermo ScientificTM; 23225) 

 WesternBright™ ECL HRP Substrate Kits (Advansta 490005-018) 

 Melon Gel Monoklonal IgG Purification Kit (45214; Thermo Scietific) 

 PRO-PREP Protein Extraction Solution, 100 ml (Ġntron:17081) 

 Ultravision detection system Large Volume DAB Substrate system( Thermo 

Scientific; TA-125-HD) 

 Large VolumAnti-polyvalent, HRP(RTU). (Thermo Scientefic; TP-125-HL 

 Lipofectamine™ 3000 Transfection Reagent(Invitrogen) 

 

  

2.1.8. ÇalıĢmada Kullanılan Ekspresyon Vektörleri ve Bakteri SuĢları 

 

Klonlama basamağında pCDNA3.1/myc-hisA ve pET28a(+) plazmidi 

kullanıldı. Bakteriyel transformasyon amacıyla E.coli DH5α ve E.coli BL21(DE3) 

suĢları seçilmiĢtir. Vektörlerin haritası ġekil 2.1. ve 2.2.‟de gösterildi.  

 

BL21(DE3)pLysS: 

Genotype: F– dcm ompT hsdS(rB– mB–) gal λ(DE3)[pLysS Camr], Novagen 

DH5α Escherichia coli  

Genotype: F-, φ80dlacZ_M15, _(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, endA1, hsdR17(rk, 

mk+), phoA, supE44, λ-, thi-1, gyrA96, relA1, (Invitrogen) 
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2.1.9. Bakteri Besiyerleri  

 

Bu tez çalıĢmasında klonlama ve plasmid hazırlama bölümünde besiyeri olarak 

Super Optimal Broth (SOC), Luria Bertani (LB) broth ve agar kullanıldı (Æizelge 

2.2). 

 

Çizelge 2.2. Bakteri besi yerlerinin hazırlanması. 

LB broth LB agar SOC 

Yeast extract 5 g Yeast extract 5g Yeast extract %2 (w/v) 

Tryptone 10 g Tryptone 10g Tryptone %0,5 (w/v) 

NaCl 10 g NaCl 10g NaCl 10 mM 

distile su 1 litre distile su 1litre KCl 2,5 mM 

  Agar 20g MgCl2 10 mM 

    Glucose 20 mM 

 

 

 

ġekil 2.1. Bu çalıĢmada kullanılan pET28a(+) plazmidinin genom haritası. 
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ġekil 2.2. Bu çalıĢmada kullanılan pcDNA2.1(+)/myc-His A plazmidinin genom haritası. 

 

2.1.10.  ÇalıĢmada Kullanılan Enzimler 

 FD-EcoRI ThermoScientific FD0275 

 FD-XhoI   ThermoScientific FD0694 

 FD-Kpn I  ThermoScientific FD0524 

 Eco RV     ThermoScientific FD0303 

 T4 DNA ligaz ThermoScientific EL0014 

 Taq DNA polimeraz ThermoScientific EP0061 

 Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/µL; ThermoScientific 

F530L) 
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2.1.11. ÇalıĢmada Kullanılan Antikorlar 

 Anti-mouse IgG Antibody-HRP (Horse Radish Peroxidase), Pierce 

 Anti-mouse IgG Antibody-Alexa 488, Invitrogen 

 Primer antikor olarak hybridoma hücrelerinden üretilen monoklonal 

antikorlar. 

 Immunhistokimya‟da kullanılan antikorlar (kit olarak tamin edildi). Acu-

Satin Mouse+Rabbit HRP Kit (Genemed Biotechnologies 54-0003C) 

 

2.1.12. ÇalıĢmada Kullanılan Tamponlar ve Solüsyonlar 

2.1.12.1. Ni-NTA Affinite Purifikasyon Tamponu 

 Lizis Tamponu                           10 ml 

 NaH2PO4.2H2O                          78 mg 

 NaCl                                         175,4 mg 

 Imidazole                                     6,8 mg 

pH, NaOH ile 8,0'a ayarlandı. 

 

Yıkama Tamponu (10 ml) 

 NaH2PO4.2H2O                               78 mg 

 NaCl                                                175,4 mg 

 Imidazole                                         13,6 mg 

pH, NaOH ile 8,0'a ayarlandı. 

 

Elusyon Tamponu (5 ml) 

 NaH2PO4.2H2O                               39 mg 

 NaCl                                                87,7 mg 

 Imidazole                                         2,72 g 

pH, NaOH ile 8,0'a ayarlandı.  
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2.1.12.2. SDS-PAGE Ġçin Tamponlar 

 Akrilamid/Bis (30% T, 2.67% C)  

 

Akrilamid (29,2 g/100 ml)                      87,60 g 

N'N'-bis-methilen-akrilamid                     2,40 g 

 Deyonize saf su (diH2O) ile 300 ml tamamlandı. Filtreden geçirildi ve +4ºC 

buzdolabında karanlık ortamda saklandı (30 gün kullanma süresi).   

 

 1.5 M Tris-HCl, pH 8,8 (150 ml)  

 

Tris base (18,15 g/100 ml)                           27,23 g 

Deyoniz saf su (diH2O)                               80 ml 

6 N HCl HCl kullanarak pH 8,8‟e ayarlandı ve deyonize saf su ile 150ml „ye 

tamamlandı ve +4ºC buzdolabında saklandı. 

 

 Sodyumdeodesil sülfat (SDS; %10 w/v) (100 ml)  

 

SDS                                                     10,00 g 

diH2O                                                  90 ml 

Hafifçe karıĢtırarak eritildi ve deyonize saf su ile (diH2O) 100 ml tamamlandı. 

 

 2× SDS-PAGE (Laemmli, 30 ml)  

 

0.5 M Tris-HCl, pH 6,8                                  3,75 ml 

%50 Glycerol                                                15,0 ml 

%1,0 Bromophenol blue                               0,3 ml 

%10 SDS                                                        6,0 ml 

diH2O                                                             30 ml tamamlandı 
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β -mercaptoethanol (950 μl sample buffer için 50 μl) kulanmadan önce taze olarak 

eklendi. 

 

 Amonyumpersülfat (APS; % 10 w/v) günlük taze hazırlanır  

 

Ammonium persulfate                                0,10 g 

diH2O                                                           1 ml 

 

 10× SDS-PAGE Tamponu (1 L)  

 

Tris base                                                       30,30 g 

Glycine                                                        144,10 g 

SDS                                                             10,00 g 

diH2O                                                          1 Litreye tamamland 

pH'ı (~pH 8,3) ayarlamaya gerek yoktur. 

 

 Coomassie Jel Boyası (1 L) 

 

Coomassie Blue R-250                                1,0gr 

Methanol                                                     450 ml 

H2O                                                             450 ml 

Glacial acetic acid                                       100 ml 

 

 Coomassie Jel Destain Solüsyonu (1 L) 

 

Methanol                                                     100ml 

Glacial acetic acid                                       100ml 

H2O                                                             800ml 
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2.1.12.3.  Western Blotlama Ġçin Tamponlar 

 Transfer Tamponu (150 ml)   

 

Tris                                                             1,6 g 

Glycine                                                       0,9 g 

Methanol                                                    20 ml 

%10 SDS                                                   800 μl 

 

 Tris-Buffered Saline (TBS) (300ml) 

NaCl                                                            2,4 g 

KCl                                                             0,06 g 

Tris                                                             0,9 g 

pH                                                               7,4 ayarlandı 

 

 Tris-Buffered Saline -Tween 20 (TTBS) 

 

Tween 20 (%0.05)                                      100 μl 

TBS                                                             180 ml 

 

 Bloklama Tamponu 

Non-fat dry milk  (5 %)                               2,5g 

TBS                                                             50 ml 

 

 Primer Antikor Solüsyonu  

Hybridoma supernatant                               10 ml 

2.1.12.4. Ġmmunohistokimya Ġçin Kullanılan Tampon ve Malzemeler 

Ksilen (Merk; 1.08297.2500) 

EtOH (ISOLAB) 
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Sitrat Genemed Biotechnologies (Thermo Scientific 10-0062C 1X) 

Hydrogen peroxide H2O2 %30 (Merck) 

Methanol (ISOLAB) 

Acu-Satin Mouse+Rabbit HRP Kit Genemed Biotechnologies 54-0003C 

DAB (Thermo Scientific TA-125-HD) 

Hematoksilen (Sigma1.05174.0500) 

Primer Antikor (hybridoma supernatant) 

Entellan (Merk; 1.07961.0100) 

Formaldehit Solüsyonu, %37 (ISOLAB) 

2.1.12.5. ÇalıĢmada Kullanılan Primer Çiftleri 

AraĢtırmada kullanılan primerlerin tamamı çalıĢma kapsamında CLCBio Main 

Workbench v7.0 yazılımı kullanılarak tasarlandı. Kullanılanılan dizinler Æizelge 

2.3‟te sunuldu.  

Çizelge 2.3. Tez çalıĢmasında kullanılan primer dizileri. 

Primer Yö

nü 

Primer Dizinleri (5’3’) Ürün Büyüklüğü (bç) 

M (GPC) 
F TAATACGACTCACTATAGGG 

5000 
R TAGAAGGCACAGTCGAGG 

Gn 
F ATCATGCACACCCCTCTC 

2840 
R GTTGCTGCCGGTCTTTCT 

Gc 
F CCCCTGTTCCTGGATTCT 

1934 
R GATGTGTGTCTTGGTGCT 

NC 
F GAATTCATGGAAAACAAGATCGAGG 

1500 
R CTCGAGAGGAGGAGAAAAGCTGAA 

Kalın, italik ve alttı çizili bölgeler restriksiyon enzmini tanıma sekansıdır. 
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2.2. Hücre Hatlarının Üretilmesi 

Vero E6 hücre stoğu 37°C‟de benmaride hızlıca çözdürüldükten sonra %10 

FDS, 2mM glutamine, 100U/ml penisilin, 10mg/ml streptomisin ilave edilmiĢ olan 

Dulbecco‟s Minimal Essential Medium (DMEM; Sigma, ABD) içinde üretildi. 

Hücreler, %80-90 kapladığında subkültürü yapıldı ve 37°C‟de, %5 CO2‟li 

inkubatörde inkubasyona bırakıldı.  

2.3. Kırım Kongo Kanamalı AteĢi Virusunun Üretilmesi 

Bu çalıĢmada KKKAV yerel suĢu olan Ank-2‟nin üretilmesi amacıyla Vero E6 

hücre kültüründen yararlanıldı. Virus, 75 cm2‟lik hücre kültürü ĢiĢesinde üretilen ve 

%80-90 kaplamıĢ olan Vero E6 hücre kültürüne, içlerindeki hücre üretme vasatı 

döküldükten sonra, 0,1 çoklu enfeksiyonda (moi) KKKAV Ank-2 virusu inokule 

edildi. Virus inokule edilmiĢ hücre kültürü ĢiĢelerine, 37
o
C‟lik inkubatörde 1 saat 

inkubasyona bırakıldı, ĢiĢe hacminin %5- 10‟u oranında, %2 fötal dana serumu 

(FDS) içeren virus üretme vasatı (DMEM) konuldu. Hücre kültürleri 5-7 gün süre ile 

37
o
C‟de inkubasyona bırakılıp, her gün sitopatik değiĢiklikler yönünden invert ıĢık 

mikroskobu kullanarak kontrol edildi. Hücrelerin %90‟inin parçalandığı 6‟inci günde 

hücre kültür ĢiĢeleri -80°C dondurucuya kaldırıldı.  

2.4. KKKAV Genomik RNA Ekstraksiyonu ve Reverz Transkripsiyon 

Virus inokulasyonu yapılan hücrelerde en az %90 CPE görülmesinin ardından, 

kültür ortamı 3 kez dondurma/çözme iĢlemine tabi tutuldu.  Son çözülme iĢlemini 

takiben 4°C‟de, 4000 x g'de 10 dakika boyunca santrifüj edildi. Süpernatant temiz bir 

tüpe aktarıldı ve toplam RNA ekstraksiyon için kullanıldı. RNA Ġzolasyonu için EZ-

RNA total RNA izolasyon kiti (Biological Industries,ABD) kullanılanıldı. Diğer 

taraftan hücre dıĢı serbest viruslara ait genomik RNA kültür süpernatantlardan 
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QIAamp Viral RNA Mini Kiti (QIAGEN, Germantown, MD, USA) üreticisinin 

talimatlarına göre ekstrakte edildi.  

RT iĢlemi için ticari kit kullanıldı (First Strand cDNA sentez kiti, Fermentas/ 

Thermo, Litvanya) ve üretici firma tarafından önerilen protokol uygulandı. 

Komplementer DNA sentezi sırasında hedeflenen genlere ait Æizelge 2.3‟te sunulan 

primerler kullanıldı. Reaksiyonun ısı basamakları ve süreleri aĢağıdaki sunuldu.  

25 C‟de 10 dakika  

37 C‟de 60 dakika 

72 C‟de 10 dakika  

Elde edilen cDNA‟lar, ifade plazmitlerinin hazırlanmasında yapılacak PCR 

reaksiyonları için kalıp DNA‟lar olarak kullanıldı. 

2.5. Kırım-Kongo Kanamalı AteĢi Virusunün S (Nucleocapsit-NC) 

Segmentini Kodlayan Ġfade Plazmitinin Hazırlanması 

 
Virusun N proteinini kodlayan genin amplifikasyonu amacıyla Æizelge 2.3‟te 

verilen NC primerleri kullanıldı ve Phusion TaqPolimeraz (ThermoScientific) ile 

PCR analizi gerçekleĢtirildi (Æizelge 2.4).  

Primer sekanslarının 5‟ uçlarına yerleĢtirilen ve Kalın, Ġtalik ve altı çizili olarak 

verilen diziler sırasıyla EcoRI ve XhoI restriksiyon enzimleri tanıma sekanslarıdır. 

pCDNA3.1/myc-hisA ökaryotik ifade vektörüne klonlaması için plazmit bu 

enzimlerle kesildi ve 1500 nükleotid uzunlukta çoğaltılan NC(Nucleokapsit) geni bu 

vektöre klonlandı. Bu konstraktın doğrulaması için restriksiyon kesimi fastdigest 

XhoI ile yapılıp ve 6700 bp konstrakt jelde görüntülendi. Ayrıca pCDNA3.1 içinde 

koloni PCR yapılarak elde edilen DNA yapısı doğrulandı. Aynı klonlama iĢlemi 

pET-28a(+) vektörü üzeride uygulandı pET-28a(+) -NC ve western blot için 

kullanıma hazır hale getirildi. Elde edilen ve doğrulanan nihai pcDNA+NC yüksek 

hacimde üretildi, saflaĢtırıldı ve endotoksin kontrolü yapılarak farelerin 

immünizasyonu için hazır hale getirildi. 
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Çizelge 2.4. S Segment çoğaltılması için PCR miks bileĢenleri ve programı. 

BileĢenler Konsantrasyon Isı Döngüsü 

5 X Phusion HF buffer 4 μl  

 

98 ºC‟de 30 s 

98 ºC‟de 10 s 

                      55 ºC‟de 15 s         30 siklus 

72 ºC‟de 45 s 

   72 ºC‟de 10 dk 

10 mM dNTP mix 1 μl 

Primer F (10 pmol/μl) 0,5 μl 

Primer R (10 pmol/μl) 0,5 μl 

Phusion DNA polymerase (2u/μl) 0,5 μl 

Nükleaz Free Su 10,5 μl 

Komplementer DNA  3 μl 

Toplam 20 μl 

 

Elde edilen PCR ürünleri pCDNA3.1/myc-hisA ve pET-28a(+) vektörünün 

sırasıyla FastDigest EcoRI (ThermoScientific, # FD0275) ve FastDigest XhoI 

(ThermoScientific, #FD0694) ile kesilip (Æizelge 2.5.ve 2.6.), T4 DNA ligaz enzimi 

ile (ThermoScientific, #EL0014) ligasyonları yapıldı (Æizelge 2.7 ve 2.8). 

Çizelge 2.5. pCDNA3.1/myc-hisA vektörünün ve PCR ürünleri için kullanılan kesim protokolü. 

BileĢen Konsantrasyon (μl) Isı derecesi ve zaman 

Fastdigest 10X buffer 2 μl  

 

37°C de 20 dk 
XhoI fastdigest 1 μl 

EcoRI fastdigest 1 μl 

Nükleaz Free Su 14 μl 

DNA (PCR ürünü ya da vektör) (1μg) 2 μl 

Toplam 20 μl 

 

Çizelge 2.6. pET-28a(+) vektörünün ve PCR ürünleri için kullanılan kesim protokolü. 

BileĢen Konsantrasyon (μl) Isı derecesi ve zaman 

Fastdigest 10X buffer 2 μl  

 

37°C de 20 dk 
XhoI fastdigest 1 μl 

EcorI fastdigest 1 μl 

Nükleaz Free Su 14 μl 

DNA (PCR ürünü ya da vektör) (1μg) 2 μl 

Toplam 20 μl 
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Restriksiyon enzimleri ile kesim iĢlemi gerçekleĢtikten sonra hem insertler ve 

hem de vektör kit (Invitrogen™ PureLink™ Quick Gel Extraction Kit) yardımıyla 

elde jelden pürifiye edildi. Elde edilen ürünler Æizelge 2.7. ve Æizelge 2.8.‟de verilen 

reaksiyon karıĢımlarında ligasyona tabi tutuldu. 

Çizelge 2.7. pCDNA3.1/myc-hisA vektör ve PCR ürünleri için kullanılan ligasyon protokolü. 

BileĢen Konsantrasyon (μl) Isı derecesi ve zaman 

10X T4 ligaz buffer 2μl  
 
22°C de 1saat pCDNA3.1/myc-hisA 1μl 

PCR insert 3 μl 

Nükleaz Free Su 13 μl 

T4 ligaz enzimi 1μl 

Toplam 20 μl 

Çizelge 2.8. pET-28a(+)vektör ve PCR ürünleri için kullanılan ligasyon protokolü. 

BileĢen Konsantrasyon (μl) Isı derecesi ve zaman 

10X T4 ligaz buffer 2μl  
 
22°C de 1 saat 

pET-28a(+) vektör  1μl 

PCR insert 3 μl 

Nükleaz Free Su 13 μl 

T4 ligaz enzimi 1μl 

Toplam 20 μl 

Vektör-insert oranı 3:1 olarak kullanıldı 

Daha sonra DH5-alfa kompetent Ecoli cell‟e (DH5- alpha Competent cells, 

ThermoScientific, #18265017) ligasyon ürünlerinin transformasyonu yapıldı. Bu 

amaçla 2 μl ligasyon ürününden alındı, 50 μl hacminde hazırlanan DH5-alfa 

kompetent bakteriye eklendi ve 30 dakika buzda bekletildi. Ardından 42ºC‟de 90 

saniye bekletilip, son basamakta 400 μl Super Optimal Broth‟ dan (SOC) bakteri 

üzerine eklendi ve 37ºC de 1 saat 250 rpm‟de karıĢtırıldı. pCDNA3.1/myc-hisA+NC 

ve pET-28a(+)-NC vektörleri için sırasıyla Ampisilin (100μg/μL) ve Kanamycin 

(50μg/ml) içeren LB agar plate üzerine yayma plak yöntemi ile ekim yapıldı ve gece 

boyunca 37ºC‟de bekletildi. Pozitif koloniler elde etmek için koloni PCR yapıldı 

(Æizelge 2.9). Pozitif koloniler 37ºC‟de 16 saat plasmide bağlı antibiotik içeren 

Luria-Bertani (LB) Broth içerisinde (pET-28a(+)-NC için kanamycin ve 
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pCDNA3.1/myc-hisA+NC için ampisilin) çoğaldı ve plazmid ekstraksiyon kiti 

(Thermo Scientific™ GeneJET Plasmid Maxiprep Kit; Thermo Scientific™ K0491) 

kullanarak plasmid ekstraksiyonu yapıldı. Daha sonra ikinci doğrulama için XhoI ve 

EcoRI kullanarak elde edilen plasmid üzerinde restriksiyon enzim kesimi 

gerçekleĢtirildi. Pozitif plazmid içeren bakteriler eĢit miktarda 50% gliserol da -80ºC 

de muhafaza edildi. SaflaĢtırılan ve endotoksin kontrolü yapılan plazmitler farelerin 

bağıĢıklanması amacıyla kullanıldı. 

Çizelge 2.9. S (Nucleocapsit-N) Segmentini plasmidlerde doğrulama için koloni PCR miks bileĢenleri 

ve programı. 

BileĢen Konsantrasyon (μl) Isı döngüleri 

10 X Taq buffer 3 μl  

94 ºC‟de 10 dk  

94 ºC‟de   1 dk 

51 ºC‟de   30 s       25 siklus  

72 ºC‟de   2 dk  

72 ºC‟de   10 dk 

MgCl2 (25 mM) 2,4 μl 

10 mM dNTP mix 0,7 μl 

Forward primer için 0,5 μl 

Revers primer için 0,5 μl 

Taq DNA polymerase (5u/μl) 0,3 μl 

Nükleaz Free Su 19,6μl 

Toplam 27 μl 

 

2.6. Kırım-Kongo Kanamalı AteĢi Virusunun M (Glikoproteinleri 

Kodlayan- GPC) Segmentini Kodlayan Ġfade Plazmitlerinin (Gn ve Gc) 

Hazırlanması 

 

Bu amaçla öncelikle M segmenti tarafından kodlanan GPC‟nin fare için kodon 

optimizasyonu (https://www.idtdna.com/CodonOpt) yapıldı. Elde edilen nihai 

sekans, 5‟ ve 3‟ uçlarında sırasıyla Kpn I (ThermoScientific FD0524) ve EcoRV 

(ThermoScientific FD0303) olacak Ģekilde ticari olarak sentez ettirildi. Sentezlenen 

ürün laboratuvarımıza pUC57 plazmiti içinde ulaĢtırıldı. Daha sonra hedef gen, 

verilen enzimler ile kesilerek, aynı enzimlerle açılan pcDNA3.1myc.HisA 

(ThermoFisher, USA) (Æizelge 2.10) ifade vektörü içine yerleĢtirilerek klonlandı 

(Æizelge 2.11).  
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Çizelge 2.10. pCDNA3.1/myc-hisAve pUC57 vektörleri için kullanılan kesim protokolü. 

BileĢen Konsantrasyon (μl) Isı derecesi ve 

zaman 

Fastdigest 10X buffer 2 μl  

 

37°C de 20 dk 

KpnI fastdigest 1 μl 

EcoRV fastdigest 1 μl 

Nükleaz Free Su 14 μl 

DNA (PCR ürünü ya da vektör) (1μg) 2 μl 

Toplam 20 μl 

Çizelge 2.11. pCDNA3.1/myc-hisA vektör ve KKKAV-GPC (Glikoproteinleri) kodlayan M Segmenti 

için  kullanılan ligasyon protokolü. 

BileĢen Konsantrasyon (μl) Isı derecesi ve zaman 

10X T4 ligaz buffer 2 22°C de 1saat 

pCDNA3.1/myc-hisA 1 

Ġnsert (Msegment) 3 

Nükleaz Free Su 13 

T4 ligaz enzimi 1 

 

Elde edilen ifade plazmiti (pcDNA3.1_GPC) gerek restriksiyon endonükleaz 

enzimleri ile kesilerek ve gerekse sekans analizi ile doğrulandı. Pozitif plazmid 

içeren bakteriler eĢit miktarda 50% gliserol da -80ºC de muhafaza edildi. SaflaĢtırılan 

ve endotoksin kontrolü yapılan plazmitler farelerin bağıĢıklanması amacıyla 

kullanıldı. Doğrulama için yapılan koloni PCR protokolü Æizelge 2.12‟de sunuldu. 

Gn ve Gc kodlayan bölgelerin varlığını göstermek için Æizelge 2.3‟te verilen PCR 

primerler kullanıldı. 
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Çizelge 2.12. KKKAV-GPC kolonileri seçimi için kullanılan koloni PCR miks bileĢenleri ve programı. 

BileĢen Miktar (μl) Isı döngüleri 

10 X Taq buffer 3  

94 ºC‟de 10 dk  

94 ºC‟de   1 dk 

X ºC‟de   30 s       25siklus  

72 ºC‟de   2 dk  

72 ºC‟de   10 dk 

 

X: Gn- ve Gc için, sırasıyla, 58 ºC 

ve 56 ºC  

MgCl2 (25 mM) 2,4 

10 mM dNTP mix 0,7 

Forward primer için 0,5 

Revers primer için 0,5 

Taq DNA polymerase (5u/μl) 0,3 

Nükleaz Free Su 19,6 

Toplam 27 

 

2.7. Farelerin Ġmmünizasyonu 

 
BALB-c farelerin hazırlanan plazmit yapıları ile bağışıklanması anabilim dalı 

biyogüvenlikli hayvan laboratuvarında gerçekleştirildi. KKKAV’nün gerek NC ve 

gerekse GPC’leri ile bağışıklama yapılacak fare grupları 10 haftalık erkek farelerden 

oluşturuldu. Her grupta 2 adet fare yer aldı. Farelerin bağışıklaması, hazırlanan DNA 

yapılarının Velikovsky ve ark (2000)’nın bildirdiği yönteme göre direkt fare dalağına 

enjekte edilmesi suretiyle gerçekleştirildi. Bu amaçla kullanılan immünizasyon 

protokolü aşağıda sunuldu.  

Çizelge 2.13. Farelerde uygulanan bağıĢıklama programı. 

Zaman (Gün) Adjuvan 

Ġmmunojen (NC veya 

GPC ifade eden plazmit - 

g) 

Uygulama Yolu 

0 Freund‟s Complete 20 Dalak içi 

4 Freund‟s Incomplete 10 Dalak içi 

11 Freund‟s Incomplete 10 Dalak içi 

13 Füzyon 

 

2.7.1. Ġmmünojenin Hazırlanması 

Æözünür antijenler, 50-100µl‟de, ilk enjeksiyonda 20 µg, ikinci ve üçüncü 

injeksiyonda 10µg antijen verecek Ģekilde yaklaĢık %0,02-0,04‟te fosfat tamponlu 

salin (PBS) içinde çözündürüldü. Birinci grup fareler eĢit miktar antijen ve adjuvant 
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(Freund‟s Complete ve Freund‟s Incomplete) karıĢımı ile immünize edildi. Ġkinci 

group farelee adjuvant kullanmadan sadece DNA yapıları immünize edildi. Adjuvan, 

antijenik bölgelerin ele alınmasının ve sunulmasının farklı bir yolu olarak 

immünojenik kullanmanın muhtemelen bir avantajı olarak ve düĢünerek kullanıldı. 

Enjeksiyon için bu süspansiyon, 50 veya 100µl içinde ilk immünizasyon için 20µg, 

ikinci ve üçüncü immünizasyon için 10 µg immünojen içerecek Ģekilde PBS ile 

seyreltildi. Hayvanların bağıĢıklanmaya cevabı immünizasyonun 12. günü alınan kan 

serumu örneklerinde yapılan indirekt immunofloresan testi (IIFT) ile sorgulandı.  Bu 

amaçla immünizasyonda kullanılan viral proteinleri sürekli ifade eden BHK-21 

hücrelerinden yararlanıldı. 

2.7.2. Ġntrasplenik (Dalak içi) bağıĢıklama  

 

Ġntrasplenik immünizasyon, daha önce açıklanan tekniğe göre yapıldı 

(Velikovsky ve ark., 2000). BağıĢıklanacak farelere Ketamine (100mg/kg) + 

Xylazine (10mg/kg) kombinasyonu ile intraperitoneal olarak anestezi uygulandı. 

Anesteziye giren hayvanlar sağ tarafları üzerine yatırıldı ve ġekil 2.3.a-c‟de 

gösterildiği gibi bantlarla pano üzerinde sabitlendi. Sol paralumber bölgenin tüyleri 

tıraĢ makinesi kesildi. Cilt %70 etanol ile silindi ve daha sonra batikon solüsyonu ile 

dezenfekte edildi. Soldaki kaburganın altına 1-1,5 cm uzunluğunda eğik bir cilt kesisi 

yapıldı. Künt diseksiyon (blunt dissection) ile cilt kas tabakasından ayrıldı. Kas 

tabakası ve periton forseps ile alındı ve bağırsağı zarar vermemek için dikkatlice 

kesildi. Dalak, mideye bitiĢik uzun koyu kırmızı bir organ olarak görülmektedir. 

Dalak, forseps yardımıyla alt kutbu (lower pole) hafifçe kaldırılarak dıĢarı çıkarıldı. 1 

ml‟lik bir Ģırıngaya takılan 12 × 0,4 mm (1/2 × 27 gauge) iğne dalağın derinliklerine 

sokuldu ve antijeni dalağın büyük bir kısmına dağıtmak için iğne dıĢarı çekilirken 

antijen enjekte edildi (ġekil 2.3.e,f).. Enjeksiyondan sonra dalak periton boĢluğuna 

geri itildi, periton ve kas tabakası iplikle birbirine dikildi ve cilt kenarları iki veya üç 

dikiĢle kapatıldı ve üzerine dikiĢleri ve bölgeni muhafaza etmek için bant yapıĢtırıldı 

(ġekil 2.3.g,h). 
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a 

c 
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ġekil 2.3. Ġntrasplenik bağıĢıklama aĢamaları. 
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ġekil 2.3. Ġntrasplenik bağıĢıklama aĢamaları. Devam. 
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ġekil 2.3. Ġntrasplenik bağıĢıklama aĢamaları. 

2.7.3. Hibridoma Elde Edilmesi 

 

2.7.3.1. Makrofaj Hücre Kültürü (Mouse feeder cells) 

 
Makrofajlar önemli bir “feeder layer” olarak besi yerine salgıladıkları 

sitokinlerle füzyon hücrelerinin idamesi için destek olmaktadırlar. Bu amaçla 

immünize farelerin sakrifikasyonundan 4 gün önce, immünizasyonda kullanılmayan 

bir seri farenin periton boĢluğuna 5-10 ml DMEM enjekte edildi. Ġki üç dakika sonra 

enjekte edilen DMEM periton boĢluğundan enjektor kullanarak geri çekildi (ġekil 

g 

h 
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2.4) ve 15 ml‟lik tüplere konuldu. 400 g‟de 5 dk santrifüj edildikten sonra oluĢan 

pellet DMEM besi yeri ile resüspanse edildi ve ardından 24 kuyucuklu hücre kültürü 

pleytlerine transfer edildi. 

  

ġekil 2.4. Peritoneal makrofaj hücre Kültürü (Mouse feeder cells) hazırlanması. 

 

2.7.3.2.  Splenosit izolasyonu  

 

Ġmmünize edilen fareler, immünizasyonun 13-14. gününde daha önce verilen 

kombinasyonla uygulanan anestezi altında ötanazi edildiler. Étanazi edilen 

hayvanların tüm vücudu %70 etanol içine dezenfekte edildi ve aseptik Ģartlarda 

açılan abdominal keseden dalaklar dikkatlice alındı. Vücut dıĢına alınan dalaklar, buz 

üzerinde olan ve içinde 3ml DMEM olan petri kutuları içine kondu ve iĢlemlerin 

devamı için yatay akıĢlı biyogüvenlik kabinine transfer edildi (ġekil 2.5).  

 

ġekil 2.5.  Splenosit hücrelerin izolasyonu için farelerden dalakların alınması 
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Her bir hayvana ait dalak ayrı iĢlenmek Ģartıyla, dalaklar önce enjektörün 

pistonu yardımıyla ezildi. Daha ileri homojenizasyon için uçlarına 18G ve 26G iğne 

ucu takılan enjektörlere çekilip, geri verilmek suretiyle muamele edildi. Daha sonra 

dalaklar DMEM ile 70 mikron boyutunda olan metal mesh üzerine transfer edildi ve 

10 ml boĢ DMEM içerisinde toplanarak 400 g‟de 5 dakika santrifüj edilerek yıkandı 

ve 10 ml serumsuz DMEM içinde resüspanse edildi (ġekil 2.6). 

 

 

ġekil 2.6.  Fare dalağından splenosit hücrelerin elde edilmesi. 

2.7.3.3. Füzyon 

 

Ġmmünize edilen farelerin dalaklarının alınmasından 3 gün önce sağlıklı 

farelerden peritoneal makrofaj hücreleri toplanarak feeder-layer oluĢturmak üzere 

12- veya 24-gözlü tabletlerde %10 FDS içeren DMEM içinde kültüre edildi. Aynı 

zaman zarfında füzyon için kullanılacak fare myeloma hattı F0‟lar da çözülerek HT 

besi yerinde 3 gün süreyle kültüre edildi. Ġmmünizasyonun 13-14. gününde ötanazi 

edilen farelere ait dalaklar kapsülaları zarar görmeksizin vücut dıĢına alındı. Hücre 
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parçalayıcısından (0.4 m çaplı) geçirilerek dalak hücreleri bireysel olarak 

ayrıĢtırıldı. Bir satrifüj tüpünde ve Polietilen glikol varlığında F0 (1 kısım) ve dalak 

hücreleri (5 kısım) karıĢtırılarak 2000 rpm‟de santrifüj edildi. Hücre peleti daha 

sonra HAT içeren besi yeri ile resüspanse edilerek kültüre edilen peritoneal makrofaj 

hücrelerinin üzerine dağıtıldı. Dört gün süreyle %5 CO2 içeren etüvde inkübe edilen 

hücreler, süre sonunda mikroskop kontrolüne alındı ve hücre bölünmesi yönünden 

kontrol edildi. OluĢan koloniler takip edilerek 16-32 hücreli koloniler 24-gözlü 

tabletten alınarak her koloni bir göze yerleĢecek Ģekilde 96-göz tablete aktarıldı. 

Medyum pH‟sına göre antikor üretimleri kontrol edildi. Yeterince düĢük pH gösteren 

tablet gözlerinden alınan süpernatant örnekleri immünizasyonda kullanılan 

antijenlere spesifik antikor içerikleri açısından kontrol edildi 

2.7.4.  Pozitif Klonların Saptanması  

 

Hücre süpernatantları antikor varlığı açısından teste alındı. Bu kapsamda 

öncelikle füzyon sonrası çoğalan kolonilerin immunojenlere karĢı antikor üretip 

üretmedikleri test edildi. Bunun için 96-göz pleytlerde üretilen ve KKKAV‟nin N ve 

GPC proteinleri ifade eden BHK-21 hücrelerinde IIFT yapıldı. Kültürün 48. saatinde 

fikze edilen hücrelere, kültürdeki hibridoma kolonilerinden alınan süpernatantlar 

ilave edildi ve 1 saat süreyle inkübe edildi. Süre sonunda yıkanan hücre yüzeylerine 

anti-fare IgG-FITC ilave edildi ve tekrarlayan 1 saatlik inkubasyon sonunda test 

gözleri floresan mikroskop ile kontrol edildi.  

2.7.5.  Antikor Purifikasyonu 

Antikorları purifiye ve saflaĢtırma için tipik bağlama ve ayrıĢtırma afinite 

yöntemlerinden farklı olarak, Melon™ Gel Monoclon IgG Purification Kit (Katalog 

no: 45214) kullanıldı. Bu kit IgG olmayan proteinlerin bağlanmasına dayanır, 

böylece saf IgG‟nin akıĢ fraksiyonda geri kazanılmasına izin verir. Kullanılan 

tamponların etkilerini azaltmak için nötralize etmeye veya tuzu gidermeye gerek 

yoktur. Pürifikasyon üretici firmanın yönergesi doğrultusunda uygulandı. 



 
 
 

59 
 

2.7.6. KKKAV NC ve GPC Ġfade Eden Stabil BHK21-C13 Hücre 

Hazırlanması 

 

Stabil olarak KKKAV NC ve GPC ifade eden BHK21-C13 hücre hazırlanması 

için bu hücreler pCDNA3.1/myc-HisA-NC ve pCDNA3.1/myc-HisA-GPC 

plazmidleri ile transfekte edildi. 

  2.7.6.1. Transfeksiyon Protokolü 

Transfeksiyondan bir gün önce bir T75 hücre flaskına 3×10
6
 adet BHK21-C13 

hücresi konuldu ve inkubasyona bırakıldı. Transfeksiyondan 1 saat önce BHK21-

C13 hücrelerin medyumu serumsuz ve antibiotiksiz DMEM ile değiĢtirildi. 

Transfeksiyon için iki farklı tüp hazırlandı. 

TüpA: 400µL opti-MEM artı sirküler pCDNA3.1/myc-HisA-NC veya 

pCDNA3.1/myc-HisA-GPC vektör ve 20µL p3000 reaktifi. 

Tüp B: 400µL opti-MEM ve 20µL Lipofectamine3000 

 Ġki tüp karıĢtırıp ve oda ısısında 15 dakika bekletildi. Daha sonra 800µL damla 

damla 5ml opti-MEM vasata eklendi. Transfeksiyondan 6 saat sonra vasat, 20 mL 

serumsuz ve antibiotiksiz, yüksek konsantrasyonda glukoz (4 g/L) içeren DMEM ile 

değiĢtirildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra 200µL G418 antibiotik (50mg/mL) 

20mL DMEM içerisinde eklendi. Hücrelerin kültürünün devam ettiği 10 gün 

boyunca, her 3 günde bir kere vasat ve G418 yenilendi. ĠĢlemin 11 inci gününde 

kalan stabil hücreler subkültür edildi. Bu hücreler 2 hafta boyunca antibiotik içeren 

vasatta çoğaldı. Elde edilen hücreler stabil olarak kabul edildi ve KKKAV-NC veya 

KKKAV-GPC varlığını doğrulamak için tekrardan IIF testi yapıldı. 
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2.7.7.  Ġndirekt Ġmmün Floresan Testi (IIFT) 

 

Stabil pCDNA3.1/myc-HisA-NC ve pCDNA3.1/myc-HisA-GPC içeren 

BHK21-C13 hücreleri 24 gözlü pleytlerde kültüre edildi. Kültüre alındıktan 24 saat 

sonra gözlerdeki vasat çekildi ve hücreler 200µL %3,7 formaldehit eklenerek fikze 

edildi. Daha sonra, 1x PBS ile her seferi 5 dakika olmak üzere 3 kere yıkama 

gerçekleĢtirildi. Tabletin her gözüne % 0,1TritonX-100‟den 200 µL eklenip ve 15 

dakika oda ısısında beklendi. Daha önce belirtildiği Ģekilde gözler yıkandı. Bloklama 

tamponu (%5 yağsız süt; Cell Signaling Technology,Inc,ABD) 300µL olacak Ģekilde 

her göze eklendi ve 1 saat oda ısısında bloklama iĢlemi yapıldı. Standart yıkama 

iĢlemleri sonrasında, birinci antikor olarak hybridoma hücrelerinden elde edilen 

antikor olarak 1:100 oranında 1xTBST‟te sulandırıldı ve her göze 200µL eklendi. 

Birinci antikor ile inkubasyon gece boyunca +4 ‟de tamamlandı. Yıkama 

iĢlemlerinden sonra, ikinci antikor olarak Alexa Fluor™ Plus 488 iĢaretli anti-mouse 

IgG (Invitrogen) 1:1000 oranında seyreltilerek her göze 200µL olarak ilave edildi ve 

1 saat oda ısısında inkübe edildi. ĠĢlemin ardından 3 kere yıkama iĢlemi  yapıldı. 

Test, imunofloresan mikroskopta değerlendirildi. 

2.8. Monoklonal Antikorların Karakterizasyonu 

2.8.1. Antikor Ġsotiplendirme Testi  

 

KKKAV‟nin NC ve GPC proteinleri ifade eden BHK-21 hücrelerinde, IIFT 

testinde pozitiflik gösteren klonlarda, üretilen antikor isotipinin belirlenmesi 

amacıyla Rapid ELISA Mouse mAB Isotyping Kit (Thermo Fisher Scientific) 

kullanıldı. Test aĢamaları kolonlardan üretilen monoklonal antikorun hangi ağır ve 

hafif zincir tipinde olduğu belirlendi. Kit, üreticinin yönergesi doğrultusunda 

kullanıldı. 
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2.8.2. Virus Nötralizasyon Testi 

AraĢtırma kapsamında üretilen MAb‟ların KKKAV‟ünü nötralize etme 

yeteneği sorgulandı. Virus nötralizasyon testi, 24 kuyucuklu hücre kültürü 

tabletlerinde gerçekleĢtirildi. Bu amaçla, Vero E6 hücreleri 24-kuyucuklu hücre 

kültürü tabletinin gözlerinde 24 saat üretildi. Süre sonunda 100DKID50 (10
3
 /ml) 

oranında sulandırılmıĢ 200 µL hacimdeki KKKAV-Ank2 izolatı ile eĢit hacimdeki 

MAB‟ler ependorf tüp içinde karıĢtırıldı. KarıĢım 37°C‟de 1 saat süreyle 

nötralizasyon için inkübe edildi.  Bu iĢlem sonunda her nötralizasyon karıĢımı, 

medyumu aspire edilmiĢ Vero E6 hücreleri üzerine ve her birisi 200 µL olacak 

Ģekilde 2 adet göze inokule edildi. Ġnokulasyon iĢlemleri tamamlanınca 24 kuyucuklu 

tabletler %5 CO2 etüvde 37°C‟de 1 saat bekletildi. Süre sonunda kullanılan tüm 

kuyucuklara 1 ml DMEM ilave edilerek virus kontrol olarak ayrılan gözlerde  CPE 

gözlenene kadar aynı Ģartlarda inkübe edildi.  

2.8.3.  Rekombinant pET-28a(+)-NC Ekspresyonunun BaĢlatılması 

 Rekombinant pET-28a(+)-NC plazmidi , E. coli BL21 (DE3) competent cell‟e 

transfere edildi ve pET28a(+) için kanamisin antibiyotiği kullanıldı. Koloniler 

seçildikten sonra LB/kanamycin kültürüne inoküle edildi ve 250 rpm‟de O/N olarak 

37°C inkübatörde karıĢtırıldı. (kanamisin konsantrasyonu 50 μg/ml). KültürlenmiĢ 

bakteri hücreleri, transgen ekspresyonunun indüksiyonu için kullanıldı. O/N 

kültürden %1(V/V) oranında kanamisin içeren (50 μg/ml) LB broth medium içerisine 

inoküle edilerek 37°C‟de bakterinin logaritmik faza ulaĢana kadar inkübatöre ve 250 

rpm‟de OD600=0,6 ulaĢıncaya kadar karıĢtırıldı. Bu aĢamayı takiben IPTG 

(izopropil β-D-l-tiogalaktopiranosid), 1 mM konsantrasyonda kültür üzerine ilave 

edildi ve 4-5 saat boyunca 37 ° C'de karıĢtırılmaya devam edildi. Érnekler, 3.000 x 

g'de 15 dakika süreyle 4 ° C'de santrifüj edildi ve süpernatantı alınarak daha ileri 

analizler için -80 ° C'de pelletleri donduruldu. 
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2.8.4.  His-Tagged rNC Purifikasyonu 

 pET28a(+) vektör sisteminde ifade edilen rNC proteinin purifikasyonu için 

MagneHis™ Protein Purification System (Promega; V8500) kiti kullanıldı.  

Bu aĢamada 1 ml bakteri kültürü bir mikrosantrifüjde 10.000 x g‟de 2 dakika 

santrifüjlendi ve süpernatan tamamen atıldı. Hücre peleti 1X FastBreak™ Hücre 

Lizis Reaktifinde yeniden süspanse edildi. Daha sonra, Liyofilize DNase I, lize 

edilmiĢ bakteri kültürüne 1µl ilave edildi ve bir döner mikser veya çalkalama 

platformu üzerinde oda sıcaklığında 10-20 dakika çalkalanarak inkübe edildi. 1X 

FastBreak™ Hücre Parçalama Reaktifinde yeniden süspanse edilen hücre peletine 

30μl MagneHis™ Ni-Particle eklendi. ĠĢlemin devamında tüp ters çevrilerek 

karıĢtırıldı (yaklaĢık 10 kez) ve 2 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. Bunu 

takiben tüp, MagneHis™ Ni-Parçacıklarını yakalamak için yaklaĢık 30 saniye 

boyunca manyetik standa yerleĢtirildi. Bir pipet kullanılarak süpernatant dikkatlice 

alındı. Tüp manyetik standdan çıkarıldı. KarıĢıma 10 μl MagneHis™ 

Bağlayıcı/Yıkama Tamponu MagneHis™ Ni-Partiküllerine eklendi ve karıĢtırmak 

için pipetlendi. Tüp, MagneHis™ Ni-Parçacıklarını yakalamak için yaklaĢık 30 

saniye boyunca manyetik standa yerleĢtirildi. Bir pipet kullanılarak süpernatant 

dikkatlice çıkarıldı. Yıkama aĢaması, toplam 3 yıkama için 2 kez tekrarlandı. Tüp 

manyetik standdan çıkarıldı ve 100 ul MagneHis™ Elüsyon Tamponu eklendi ve 

karıĢtırıldı. Érnek 1-2 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi ve MagneHis™ Ni-

Partiküllerini yakalamak için manyetik bir standa yerleĢtirildi. Bir pipet kullanılarak 

saflaĢtırılmıĢ proteini içeren süpernatan çıkarıldı ve numuneler hem SDS-PAGE ile 

hem de fonksiyonel tahlil ile analiz edildi. 

2.9. SDS-PAGE  

Protein konsantrasyonu Bradford yöntemi ile belirlendi. Ġlgili proteinlerin 

ifadesi ve saflığı, proteinin %12,5 sodium dodecyl sulphate polyacrylamide jelinde 

(SDS-PAGE) çözündürülmesi, ardından Coomassie G250 blue silvir boyama ile 
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tespit edildi. Eksprese olan Hiss-iĢaretli proteinler Western Blottan sonra His-tagged 

monoklonal antikor ile tesbit edildi, bu iĢlem hem recombinant NC‟nin doğru 

klonlanmasını ve bir yandan KKKAV‟un NC bölgesine Monoklonal Antikor 

üretimini bildirdi. 

SDS-poliakrilamid jelleri, Laemmli'ye (1970) göre hazırlandı (Æizelge 2.14). 

Bu çalıĢmada 10 µg protein, 2x sample loading buffer ile karıĢtırıldı ve 95 ºC‟de 10 

dk bekletildi. Daha sonra yükleme boyası sonuna ulaĢana kadar bir Mini-Protean 

elektroforez cihazı (Bio-Rad) kullanılarak 1X running buffer‟de 10-15 V /cm 

çalıĢtırıldı. Bu çalıĢmada elekteroforezde 50 v‟da 10 dk sonra 10-15 V / cm 100v‟de 

1saat programı kullanıldı 

Çizelge 2.14. SDS-poliakrilamid jellerinin hazırlanması. 

Resolving Jel %12.5  -5ml Stackig JEL (% 4)-4ml 

%30Acrylamide/bisacrylamide 2,08μl %30Acrylamide/bisacrylamide 680 μl 

H2O 1,57μl H2O 2,72 μl 

1.5M Tris(pH 8.8) 1,25μl 1M Tris(pH 6.8) 500 μl 

% 10SDS 50μl 10% SDS 40 μl 

% 10APS  50μl 10% APS 40 μl 

TEMED 5μl TEMED 4 μl 

 

2.10. Ġmmunoblotlama (Western Blotting) 

Trans-Blot Turbo sistemi (BioRad), proteini jelden membrana 3 dakika gibi 

kısa bir sürede aktarabilen hızlı bir protein transfer aparatıdır. SDS-PAGE „den elde 

edilen jeldeki proteini PVDF membrana transfer etmek için jel, 10-15 dakika Towbin 

tamponunda bekletildi. Membran metanole daldırıldı ve ardından hemen 5 dakika 

Towbin tamponunda bekletildi ve metanoldan temizlendi. Daha sonra sırasıyla filtre 

kağıdı, membran, jel ve filtre kağıdı sırasında katmanlar hazırlanarak protein 

transferi için cihaz 2,5A‟de ve 25V‟da 10 dakikaya ayarlandı. Daha sonra membran 

1X TBS içinde çözülen %5 yağsız süt ile 1 saat inkübe edildi ve ardından 1X TBST 
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(1X TBS'de %0,5 Twin) içinde her biri 5 dakika olmak üzere 3 kez çalkalayarak 

yıkandı. Daha sonra membran, 1:50 seyreltilmiĢ Anti NC ve GPC monoklonal 

antikor ile O/N olarak +4 inkübe edildi. Membran yıkama tamponu içinde (1X 

TBST) her biri 5 dakika olmak üzere 3 kez çalkalayarak yıkandı ve oda sıcaklığında 

1 saat boyunca 1X TBST‟de 1:5000 seyreltilmiĢ ikincil antikor Goat Anti-Mouse 

IgG H&L (HRP) (Abchem, ab6789) ile muamele edildi. Daha sonra membran 1X 

TBST kullanarak her biri 5 dakika olmak üzere 3 kez çalkalayarak yıkandı. Son 

olarak membran üzerine ECL substrat eklendi ve kemoluminisens cihazında 

görüntülendi. 

2.11. Ġmmünhistokimya (IHC) 

Antijenlerin spesifik tanı yöntemlerinden biri de enfekte doku örneklerinde 

yapılan immünhistokimya (IHC) uygulamasıdır. KKKAV ile enfekte olan farelerden 

postmortem alınan organlar (Dalak, Karaciğer, Beyin) %10 formaldehit (pH 7-7.4) 

ile fikze edildi ve daha sonra parafine bloklara gömüldü. Immünhistokimya (IHC) 

test öncesinde bloklanan dokulardan 20A kalınlıkta kesitler alındı. Preparatlar etüvde 

bir gece boyunca 60ºC‟de bekletildikten sornra parafini uzaklaĢtırmak için 2 x 10 dk 

ksilen inkübasyonu uygulandı. Ardından rehidrasyon için %96, %90, %70‟lik EtOH 

inkübasyonu 2 x 5 dk olarak uygulandı. Lamlar manyetik karıĢtırıcı üzerinde ddH2O 

ile 3 x 3 dk yıkandı. Antijen kazanımı için lamlar 1X Sitrat (270 ml ddH2O + 30 ml 

10X sitrat) solüsyonu içerisine alındı. Mikrodalga en yüksek güçte çalıĢtırılarak 

solüsyon kaynayana kadar gözlemlendi. Kaynama baĢlayınca fırının gücü 550W‟an 

indirilerek 10 dk daha iĢleme devam edildi. Lamlar oda ısısında 10 dk bekletildi ve 

daha sonra manyetik karıĢtırıcıda ddH2O ile 3 x 3 dk yıkandı. Endojen peroksidaz 

aktivitesini bloke etmek için lamlar %6 H2O2 + %80 Metanol karıĢımında (160 ml 

Metanol + 40 ml %30 H2O2) 20 dk bekletildi. IĢlemin devamında lamlar manyetik 

karıĢtırıcıda ddH2O ile 2 x 3 dk yıkandı ve tekrar lamlar manyetik karıĢtırıcıda 1X 

PBS ile 2 x 5 dk yıkandı. Lamlar bloklama solüsyonu (Acu-Stain Mouse+Rabbit 

HRP Kit) içinde oda derecesinde ve nemli tepsi içerisinde 10 dk bekletildi. Lam 

üzerindeki solüsyon yıkamadan uzaklaĢtırıldı, fazla solüsyon 3 MM kâğıt ile silindi. 
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Birincil antikor (1:100 dilüsyon) ile 60 dk oda sıcaklığında uygulandı. Lamlar 

manyetik karıĢtırıcıda 1X PBS ile 3 x 5 dk yıkandı. Ġkincil antikor (Acu-Stain 

Mouse+Rabbit HRP Kit) ile 30 dk oda sıcaklığında inkübasyon uygulandı. Lamlar 

manyetik karıĢtırıcıda 1X PBS ile 3 x 5 dk yıkandı. Streptavidin-peroksidaz ile 30 dk 

oda sıcaklığında inkübasyon uygulandı. Lamlar manyetik karıĢtırıcıda 1X PBS ile 3 

x 5 dk yıkandı. DAB (3,3′-Diaminobenzidine) hazırlandı (40 µl DAB + 1 ml 

substrat). DAB solüsyonu 5 dk uygulandı. Preparatlar ddH2O‟ya koyularak reaksiyon 

durduruldu. Zıt boyama için lamlar hematoksilen boyasına 5 sn batırılıp çıkarıldı. 

Lamlar ılık musluk suyunda 15 dk yıkandı. Dehidratasyon için %70, %90, %96‟lık 

EtOH‟de 2 x 2 dk inkübasyon uygulandı. Lamlara 2 x 10 dk ksilen inkübasyonu 

uygulandı. Lamlar hafif eğimli olacak Ģekilde havlu peçete üzerine alındı ve balsam 

damlatılarak lamel ile kapatıldı ve mikroskop ile görüntülendi. 
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3. BULGULAR 

3.1. KKKAV’un Hücre Kültüründe Çoğaltılması ve Enfektivitesi 

Virus çoğalması VeroE6 hücresinde gerçekleĢtirildi. Bu amaçla virus 0,01 moi 

miktarında %70 kaplamıĢ hücreye inokule edildi. Genel olarak sitoliz, hücre 

yuvarlaklaĢması ve hücre dökülmesi ile karakterize CPE inokulasyondan 72 saat 

sonra virusa özgü sitopatik değiĢiklikler tespit edildi.  Ġnokulasyon sonrası altıncı 

günde tüm hücreler enfekte oldu ve üreyen viruslar toplandı (ġekil 3.1). Êretilen 

virusun enfektivitesi DKID50 = 2x10
5
 /0,1mL olarak kaydedildi.  

 

ġekil 3.1. KKKAV ile enfekte edilen Vero-E6 hücrelerinde inokulasyonu izleyen günler bazında 

tespit edilen viral patoloji. 

 

 



 
 
 

67 
 

3.2. KKKAV NC Spesifik Monoklonal Antikor Üretimi 

3.2.1. RNA Ekstraksiyonu ve NC Geninin Çoğaltılması 

Enfekte hücrelerden, RNA ekstraksiyonu için ticari QIAamp Viral RNA Mini 

Kit (QIAGEN) üretici tavsiyeleri doğrultusunda kullanıldı. Elde edilen viral RNA, 

Komplementer DNA(cDNA) sentezi için kullanıldı. Elde edilen cDNA, KKKAV‟ün 

S segment (NC) bölgesine yönelik tasarlanmıĢ primerler ile Phusion DNA 

polymerase (2u/μl)  kullanarak PCR reaksiyonu baĢlatıldı ve bölge doğrulandı.  

(ġekil 3.2).  

 

ġekil 3.2. KKKAV‟un (Ank-2) NC geninin PCR ile çoğaltılması.  

 

3.2.2. KKKAV’un S (Nucleocapsit-N) Segmentini Kodlayan 

pCDNA3.1/myc-hisA +NC Ġfade Plazmitinin Hazırlanması 

pCDNA3.1/myc-hisA ökaryotik ifade vektörüne NC (Nucleokapsit) genini 

klonlama amacıyla,  plazmit sırasıyla EcoRI ve XhoI restriksiyon enzimleri ile 

kesildi ve 1500 nükleotid uzunlukta çoğaltılan, sekansı teyit edilen S segment bölgesi 

vektöre klonlandı. Elde edilen pCDNA3.1/myc-hisA+NC plazmid koloni PCR 



 
 
 

68 
 

kullanarak transforme bakterilerden Ģeçildi. Pozitif koloniler plazmid 

ekstraksiyonundan sonra XhoI ve EcoRI ile kesildi ve doğrulandı. Ayrıca S 

segmentin (NC) varlığı PCR ile tespit edildi (ġekil 3.3). 

 

 

ġekil 3.3. pCDNA3.1/myc-hisA+NC konstraktın doğrulanması. 1: Koloni PCR ile yapılan 

doğrulamada 1500 bp spesifik S segment (NC) içeren bant,2: pCDNA3.1/myc-hisA+NC kesim, XhoI 

ile kesildi, 3: pCDNA3.1/myc-hisA+NC plasmit, XhoI ve EcoRI enzimleri ile  kesildi. Thermo 

Scientific™ O‟GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, Ready-to-Use - 75-20,000 bp- DNA ladder olarak 

kullanıldı. 

 

3.2.3. KKKAV-NC Ġfade Eden Stabil BHK21-C13 Hücre Hazırlanması 

 

pCDNA3.1/myc-HisA+NC lipofektamin yardımıyla BHK-21 hücrelerine 

transfekte edildi. Transfeksiyon sonrası BHK-21 hücreleri kültür medyumu 

Geneticin (G418) içeren DMEM ile kültüre edildi. Böylelikle antibiyotik direnci 

olmayan BHK-21 hücreleri öldürüldü ve rezistan olanların çoğalması sağlandı. Bu 

hücreler hem farelerde immünizasyon sonrası oluĢan bağıĢık yanıtın ve hem de 

hybridoma hücrelerinden KKKAV-N proteinine karĢı antikor üretilmesinin 

doğrulamasında kullanıldı (ġekil 3.4). 

1 2 3 
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ġekil 3.4. Stabil KKKA-NC ifade eden BHK21 hücresi üretimi. A); plazmit taĢımıyan BHK-

21hücreleri, B); plazmit taĢıyan ilk transfeksiyon BHK-21 hücreleri, C) Seri pasajlar sonu G418 

içeren medyumda sınırsız çoğalan BHK-21-KKKAV-NC. 

 

3.2.4. KKKAV-NC’nin Prokaryotik pET28a+NC Plazmitinde Ġfade 

Edilmesi 

 Klasik yöntem ile pET28a(+) vektörüne NC genini klonlamak için, plazmit 

EcoRI ve XhoI restriksiyon enzimleri ile kesildi ve 1500 nükleotid uzunlukta 

çoğaltılan, sekansı teyit edilen NC geni vektöre klonlandı Elde edilen pET28a+NC 

plazmit koloni PCR kullanarak transforme bakterilerden Ģeçildi. Pozitif koloniler 

plazmid ekstraksiyonundan sonra XhoI ve EcoRI ile kesildi ve doğrulaması yapıldı. 

Ayrıca NC geninin varlığı PCR ile de tespit edildi (ġekil 3.5). 
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ġekil 3.5. pET28(a)+NC konstraktın doğrulanması. 1: Koloni PCR ile yapılan doğrulamada 

1500 bp spesifik S segment (NC) içeren bantın elde edilmesi, 2: pet28a(+)+NC kesim, XhoI 

ile kesildi, 3: pet28a(+)+NC plasmit, XhoI ve EcoRI enzimleri ile  kesildi. Thermo 

Scientific™ O‟GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, Ready-to-Use - 75-20,000 bp- DNA 

ladder olarak kullanıldı. 

 

3.2.5. Hayvanların pCDNA3.1/myc-HisA+NC ile Ġmmunizasyonu 

Birinci grup fareler antijen (pCDNA3.1/myc-hisA+NC) ve adjuvant karıĢımı 

kullanarak immünizasyon iĢlemine tutuldu, ilk immünizasyon için 20µg antijen 

ikinci ve üçüncü immünizasyon için 10ug immünojen içerecek Ģekilde 50 veya 100µl 

içinde PBS ile seyreltildi ve intrasplenik immünizasyon metodu kullanarak farelere 

enjekte edildi. Ġmmunizasyonun 12. günü alınan kan serumu örneklerinde 

immünojene özgül antikor sentezlenip sentezlenmediği immünizasyonda kullanılan 

viral proteinleri sürekli ifade eden BHK-21 hücrelerinde gerçekleĢtirilen IIFT ile 

kontrol edildi. Uygulama süresinde yara bakımı ile komplikasyon yaĢanmadı, 

hayvanlarda uygulama sonrasında vücut ağırlığı kaybı yaĢandı (Æizelge 3.1). Stabil 

BHK21-KKKAV-NC kullanılarak yapılan IIFT sonunda bu parametre için immünize 

edilen her iki grup (adjuvanlı ve adjuvansız) farede de NC spesifik antikor varlığı 

saptandı (ġekil 3.6).  
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ġekil 3.6. KKKAV N proteinine karĢı fare kan serumlarından elde edilen spesifik 

antikorların, stabil olarak N proteini ifade eden BHK-21 hücrelerinde IIFT ile tespiti. A) Test 

sonrası ıĢık mikrokobisi, B) Aynı alanın Floresan mikroskobisi (X40). 

 

3.2.6. KKKAV-NC’e KarĢı Hibridoma GeliĢtirilmesi 

Ġmmünize edilen farelerin dalaklarının alınmasından 3 gün önce sağlıklı 

farelerden peritoneal makrofaj hücreleri toplanarak feeder-layer oluĢturmak üzere 1 

24-gözlü tabletlerde %10 FDS içeren DMEM içinde kültüre edildi. Aynı zaman 

zarfında füzyon için fare myeloma hattı F0‟lar da kültüre edildi. Ġmmünizasyonun 

13. gününde ötanazi edilen farelere ait dalaklar kapsülaları zarar görmeksizin vücut 

dıĢına alındı ve füzyon iĢlemleri baĢarıyla gerçekleĢti. OluĢan koloniler 24-gözlü 

tabletten alınarak her koloni bir göze yerleĢecek Ģekilde 96-göz tablete aktarıldı. 

Medyum pH‟sına göre antikor üretimleri kontrol edildi. Yeterince düĢün pH gösteren 

tablet gözlerinden alınan süpernatant örnekleri immünizasyonda kullanılan 

antijenlere spesifik antikor içerikleri açısından kontrol edilmek için toplandı. ÆalıĢma 

kapsamında 5 hibridoma klonunda yüksek metabolizma aktivitesi (düĢük pH belirteci 

olan) ve sağlıklı hücre morfolojisi gösteren klonlara (ġekil 3.7) ait süpernatantlar 

antikor içeriği yönünden  IIFT‟e tabi tutuldu.  

 

A B
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ġekil 3.7. KKKAV N (Nükleokapsit) proteini ifade eden plasmid ile immünize edilen farelerin 

dalaklarından hibridoma teknolojisi kullanarak elde edilen hibrit hücrelerden örnekler. A) X10 

büyütme; B) X40 büyütme. 

 

 

3.2.7. Hibridomaların NC Spesifik Antikorlar Yönünden Ġndirekt Ġmmün 

Floresan Testi (IIFT) ile Kontrolü 

 

24-gözlü tablette üretilen stabil BHK21-NC hücreleri % 3.7 formaldehit ile 

fikze edildi. Hücreler yıkama ve bloklamadan sonra tekrar yıkandı. Farelerden 

immünizasyon sonrası kan serumlarında antijene karĢı üretilen antikor testi ve ayrıca 

hybridoma hücrelerinden spesifik antijene karĢı elde edilen monoklonal antikor 

primer antikor olarak kullanıldı. Ġkinci antikor olarak Alexa Fluor™ Plus 488 

(Invitrogen) kullanıldı. Test sonunda yukarıdaki kriterleri sağlayan 5 hibridoma 

klonunun NC-spesifik antikor ürettiği ve bunların sırasıyla AH-NC3, AH-NC9, AH-

NC11, AH-NC16ve AH-NC19 oldukları tespit edildi. Bu klonlardan bir tanesine ait 

test sonucu  ġekil 3.8‟de sunuldu.  

 

A B
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ġekil 3.8. KKKAV-NC proteinine karĢı hybridoma hücrelerinden elde edilen spesifik antikorların, 

stabil olarak NC proteini ifade eden BHK-21 hücrelerinde IIFT ile tespiti. A) Test sonrası ıĢık 

mikrokobisi (X40), B) Aynı alanın floresan mikroskobisi (X40). 

 

3.2.8. Üretilen KKKAV-NC Antikorlarının Denatüre Viral Proteinlere 

Spesifitesi  

AraĢtırma kapsamında üretilen NC MAb‟larının etkinliğinin ve viral 

proteinlere olan spesifitesinin tespit edilmesi için immunblotlama yapıldı. Bu amaçla 

gerek Vero E6 hücrelerinden saflaĢtırılan virion proteinleri ve gerekse pET28-NC 

tarafından üretilen rekombinant NC molekülü kullanıldı. Test edilen 5 NC 

MAb‟unun tamamının yapılan immunoblotlama sonrasında 52 kD büyüklüğünde NC 

proteinine bağlandığı gözlendi. Diğer taraftan antikorların rekombinant NC ile 52 

kD‟dan büyük bantla reaksiyon vermesi, bu proteinlere ekli çoklu histidin 

kuyruğunun varlığına iliĢkilendirildi (ġekil 3.9). 

 

ġekil 3.9. KKKAV-NC proteinine karĢı elde edilen iki MAb (AH-NC3 ve AH-NC16) ile 

immunoblotting analizi. 1: KKKAV ile enfekte Vero hücre lizatı; 2: pET-28a-NC lizatı, 3: Protein 

merdiveni, 4; Vero hücre lizatı, 5; Pet-28a-NC lizatı; 6; Protein merdiveni. 1-3 hatlarda bulunan 

proteinler çalıĢmada üretilen AH-NC3, 4-5 hatlarda bulunan proteinler ise AH-NC16 ile 
lekelenmiĢlerdir. 

A B
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3.2.9. KKKAV-NC KarĢı Üretilen Antikorların Ġsotiplendirmesi  

  

Thermo Rapid ELISA Mouse mAb Isotyping kit kullanılarak Heavy ve Light 

chain isotiplendirmesi yapıldı. Sonuca göre üretilen NC antikorların tamamının 

IgG1izotipinde ve hafif zincirinin ise Kappa yapısında olduğu tespit edildi. 

 

ġekil 3. 10. KKKAV-NC spesifik antikorların izotiplemesi için kullanılan Rapid ELISA Mouse mAb 

Isotyping Kit protokolü (Pierce, USA) ve yapılan test sonucu. 

 

3.3. KKKAV GPC Spesifik Monoklonal Antikor Üretimi 

3.3.1. KKKAV M segmenti Sentezi ve GPC Kodlayan Genin Ġfade 

Vektörüne Nakli 

Fare için kodon optimizasyonu gerçekleĢtirilmiĢ hali ile ticari olarak 

sentezlettirilen tam uzunluktaki M segmenti pUC57 taĢıma vektörü içinde 

laboratuvara ulaĢtırıldı. Bu plazmid tasarlandığı Ģekilde Kpn I ve EcoRV restriksiyon 

enzimleri ile kesilerek 5000 bç uzunluktaki KKKAV-GPC kodlayan genin serbest 
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kalması sağlandı. Daha sonra aynı enzimlerle açılan pCDNA3.1/myc-hisA ökaryotik 

ifade vektörüne klonlanması baĢarıyla gerçekleĢtirildi. Elde edilen pCDNA3.1/myc-

hisA+M plazmit koloni PCR kullanarak transforme bakterilerden seçildi. Pozitif 

koloniler plazmid ekstraksiyonundan sonra ve Kpn I ve EcoRV ile kesildi ve 

doğrulandı. Ayrıca farklı primer çiftleri ile yapılan PCR testleri ile M segmentin 

pcDNA3.1 içindeki varlığı tespit edildi (ġekil 3.11). 

 

 

ġekil 3.11.  pCDNA3.1/myc-hisA+M konstraktın doğrulanması. 1: GC1934bp, 2: GN2840 bp, 3: 

GC3, 728bp, 4: Musin like 1517bp, M segmentin kontrolu için yapıdı, 5:pCDNA3.1/myc-hisA+M 

plasmidi Kpn I ve EcoRV restriksiyon enzimleri ile kesildi, 6:PCR ile doğrulamada 5000 bp spesifik 

M segment içeren bant elde edildi, 7; pCDNA3.1/myc-hisA+M EcoRV ile kesildi. Thermo 

Scientific™ O‟GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, Ready-to-Use - 75-20,000 bp- DNA ladder olarak 

kullanıldı. 

 

3.3.2. Hayvanların pCDNA3.1/myc-HisA+GPC ile Ġmmunizasyonu 

Bu amaçla adjuvanlı ve adjuvansız olacak Ģekilde 2 grup fare pCDNA3.1/myc-

hisA+GPC ile immünize edildi. Ġmmünizasyon için 20µg antijen ilk injeksiyonda ve 

ikinci ve üçüncü immünizasyon'da ise 10ug immünojen 50 veya 100µl içinde 

suspansiyon içerecek Ģekilde PBS ile seyreltildi ve intrasplenik olarak uygulandı. 

Ġmmunizasyonun 12. günü alınan kan serumu örneklerinde immünojene özgül 

antikor sentezlenip sentezlenmediği, M segment tarafından kodlanan prekürsör 

proteini sürekli ifade eden transforme BHK21-GPC hücrelerinde gerçekleĢtirilen 

IIFT ile kontrol edildi. Yapılan kontrollerde pCDNA3.1/myc-hisA+GPC ile 

immünize edilen her iki hayvanda da antikor oluĢtuğu tespit edildi. Ġmmunizasyon 
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baĢlangıcı ve deney sonlanması arasında hayvanların vücut ağırlığında ortalama %10 

azalma olduğu tespit edilmedi (Æizelge 3.1). 

Çizelge 3.1. Ġmmunize edilen farelere iliĢkin vital veriler. 

Fare 

No 
Ġmmunojen 

Vücut Ağırlığı (g) 
IIFT 

Deney sonu 

BaĢlangıç BitiĢ Fark 

1 NC+Adj 19,8 18,2    -1,6 

 

Pozitif Canlı 

2 NC+Adj 20 19,1 -0,9 Pozitif Canlı 

3 NC 21,1 19 -2,1 Pozitif Canlı 

4 NC 20,7 19 -1,7 Pozitif Canlı 

5 GPC+Adj 21,5 20,5 -1 Pozitif Canlı 

6 GPC+Adj 21 19,2 -1,8 Pozitif Canlı 

7 GPC 20,6 18,9 -1,7 Pozitif Canlı 

8 GPC 21,1 19,7 -1,4 Pozitif Canlı 

 

 

3.3.3. KKKAV-GPC ifade Eden Stabil BHK21-C13 Hücre Hazırlanması 

 

Bölüm 3.2.3‟te tarif edildiği Ģekilde pCDNA3.1/myc-HisA+GPC lipofektamin 

yardımıyla BHK-21 hücrelerine transfekte edildi ve transfeksiyon sonrası BHK-21 

hücreleri kültür medyumu Genetisin (G418) içeren DMEM ile kültüre edildi. 

Genetisin rezistansı olmayan BHK-21 hücrelerinin öldüğü ancak rezistan olanların 

çoğaldığı gözlendi. Genetisin varlığında ölmeksizin çoğalan BHK21 hücrelerine 

toplam 6 subkültür sonunda ulaĢıldı. Bu hücreler hem farelerde immünizasyon 

sonrası oluĢan bağıĢık yanıtın ve hem de hybridoma hücrelerinden KKKAV-M 

proteinine karĢı antikor üretilmesinin doğrulamasında kullanıldı. 

 

3.3.4. KKKAV-GPC’e KarĢı Hibridoma GeliĢtirilmesi 

 

KKKAV-NC‟ye karĢı hybridoma eldesinde anlatıldığı Ģekilde hazırlanan fare 

makrofaj hücreleri kullanılarak hazırlanan 24-gözlü tabletlere füzyon protokolü 

uygulanan F0 myeloma ve dalak B lenfosit hücreleri yerleĢtirildi ve koloni 

oluĢumları yönünden kontrol edildi. OluĢan koloniler 24-gözlü tabletten alınarak her 

koloni bir göze yerleĢecek Ģekilde 96-göz tablete aktarıldı. Medyum pH‟sına göre 
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antikor üretimleri kontrol edildi. Yeterince düĢük pH gösteren tablet gözlerinden 

alınan süpernatant örnekleri immünizasyonda kullanılan antijenlere spesifik antikor 

içerikleri açısından kontrol edilmek için toplandı (ġekil 3.12). Bu basamakta toplam 

25 adet koloni belirlenerek antikor içerikleri yönünden takibe alındı. Bu klonlar AH-

GPC-1 ile AH-GPC-25 arasında olacak Ģekilde kodlanarak IIFT‟e tabi tutuldu. 

 

 

ġekil 3.12. A ve B : KKKAV-GPC ifade eden plazmid ile immünize edilen farelerin dalaklarından 

hibridoma teknolojisi kullanarak elde edilen hibrit hücre kolonileri. 

 

3.3.5. Hibridomaların GPC spesifik Antikorlar Yönünden Ġndirekt Ġmmün 

Floresan Testi (IIFT) ile Kontrolü 

 

 Stabil olarak KKKAV-GPC ifade eden fikze edilmiĢ BHK21-C13 hücreleri 

üzerinde yapılan IIFT sonrasında kodları daha önce verilen 25 klondan 17 tanesinin 

KKKAV-GPC reaktif antikor sentezleyen hibrit hücreler oldukları doğrulandı. 

Antikor sentezlediği saptanan klonlar AH-GPC1, AH-GPC2, AH-GPC3, AH-GPC4, 

AH-GPC5, AH-GPC6, AH-GPC7, AH-GPC8, AH-GPC14, AH-GPC15, AH-

GPC16, AH-GPC17, AH-GPC25, AH-GPC27, AH-GPC28, AH-GPC29 ve AH-

GPC32 olarak kaydedildi. Bunlardan iki tanesine (AH-GP14 ve AH-GP15) ait IIFT 

görüntüleri ġekil 3.13 ve ġekil 3.14‟de sunuldu. 
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ġekil 3.13. KKKAV GPC proteinine karĢı AH-GPC14 kodlu klondan elde edilen 

antikorların, BHK-21-GPC hücrelerinde IIFT ile tespiti. A) IĢık mikroskobi (x40); B) Dapi 

boyama (X40) ; C) Floresan mikroskobi (x40). 

 

 

ġekil 3.14. KKKAV GPC proteinine karĢı AH-GPC15 kodlu klondanelde edilen 

antikorların, BHK-21-GPC hücrelerinde IIFT ile tespiti.A) IĢık mikroskobi (x40); B) Dapi 

boyama (X40) ; C) Floresan mikroskobi (x40). 

 

3.3.6. Üretilen KKKAV-GPc Antikorlarının Denatüre Viral Proteinlere 

Spesifitesi 

Antikor ürettiği belirlenen 17 klonun Vero-E6 hücrelerinde üretilerek 

saflaĢtırılan ve denatüran jel ortamında SDS-PAGE tekniği ile ayrıĢtırılan KKKAV 

proteinleri ile immunoblot analizi yapıldı. Böylelikle ökaryotik hücrede virus 

çoğalması sonrası proteolitik proses ile Gn ve Gc olarak sindirilen GPC üzerindeki 

reaktiviteleri tespit edildi (ġekil 3.15). Antikor sentezleyen 17 klonun 7 tanesi Gn, 8 

tanesi Gc spesifik olarak bulunurken 2 adet klonun her iki viral proteine karĢı reaktif 

olduğu tespit edildi.  
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A B C
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ġekil 3.15. KKKAV-GPC proteinine karĢı hybridoma hücrelerinden üretilen antikorların 

immünblotlama görüntüsü. A) Hat 1- 37Kd Gn spesifik AH-GPC17, Hat 2- 70Kd Gc spesifik AH-

GPC15; B) Hat 1- 37 ve 70 kD büyüklükteki Gn ve Gc spesifik AH-GPC16, Hat-2 Vero hücresi; C) 

Hat 1- 37kD büyüklükteki Gn AH-GPC14, Hat-2 Vero hücresi D) : Prime-Step™ Prestained Broad 

Range Protein Ladder (773301).  

 

3.3.7. KKKAV-GPC Antikorlarının Ġsotiplendirmesi 

 

Thermo Rapid ELISA Mouse mAb Isotyping kit kullanılarak ağır ve hafif 

zincir isotiplendirmesi yapıldı. Sonuca göre üretilen antikorların çoğunluğunun IgG1 

(15 adet), 1‟er tanesinin ise IgG2a ve IgM izotipine sahip olduğu ortaya konuldu 

(ġekil 3.16). Diğer taraftan hafif zincir yapısının ise 14 tanesinde Kappa ve 3 örnekte 

Lambda olduğu tespit edildi (Æizelge 3.2). 
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ġekil 3.16. KKKAV-GPC antikorlarına ait Rapid ELISA Mouse mAb Isotyping Kit (Pierce, ABD) ile 

yapılan izotiplendirme sonucu.  

3.4. Virus Nötralizasyon Testi (VNT) 

Yapılan VNT sonrasında KKKAV-NC proteinine karĢı üretilen 5 MAb‟un hiç 

birisi beklendiği gibi nötralizan karakterli bulunmadı. Diğer taraftan virusun GPC‟e 

karĢı üretilen antikorlardan 10 tanesinin nötralizan karakterli olduğu saptandı. Bu 

örneklerin 2 tanesinin hem Gc ve hem de Gn, kalan 8 adedinin ise sadece Gc ile 

reaktif oldukları yapılan immunblotlama sonunda tespit edildi (Æizelge 3.2). 

3.5. Ġmmünhistokimya (IHC) 

IFNAR-/- farelerin KKKAV ile yapılan deneysel enfeksiyonu sonrasında bu 

hayvanlara ait dokulardan hazırlanan kesitler araĢtırma kapsamında üretilen 

monoklonal antikorların tamamı ile IHC boyamasına tabi tutuldu. Farklı derecelerde 

de olsa preparatların tamamının üretilen antikorlar tarafından spesifik olarak 

boyandığı gözlendi. Êç farklı antikor ile değiĢik dokularda yapılan KKKAV antijen 

takibi sonuçları aĢağıda ġekil 3.17 - 3.19‟da sunuldu.  
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ġekil 3.17. AH-GPC16 ile gerçekleĢtirilen IHC sonuçları, X40 büyütme. A) Karaciğer; B) Böbrek; C) 

Beyin. Resimlerdeki bar 50 m uzunluğu göstermektedir. 

 

ġekil 3. 18. AH-GPC17 ile gerçekleĢtirilen IHC sonuçları, X40 büyütme. A) Karaciğer; B) Böbrek; 

C) Beyin. Resimlerdeki bar 50 m uzunluğu göstermektedir. 
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ġekil 3.19. AH-NC9 ile beyin dokusundan gerçekleĢtirilen IHC sonucu, X40 büyütme.  
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MAb Hedef 

Antikor 

VNT IIFT IHC Izotip Hafif 

Zincir 

AH-NC3 NC IgG1  - + + 

AH-NC9 NC IgG1  - + + 

AH-NC11 NC IgG1  - + + 

AH-NC16 NC IgG1  - + + 

AH-NC19 NC IgG1  - + + 

AH-GPC1 Gc IgG1  + + + 

AH-GPC2 Gc IgG2a  + + + 

AH-GPC3 Gn IgM  - + + 

AH-GPC4 Gn IgG1  - + + 

AH-GPC5 Gc IgG1  + + + 

AH-GPC6 Gn IgG1  - + + 

AH-GPC7 Gc IgG1  + + + 

AH-GPC8 Gn IgG1  - + + 

AH-GPC14 Gc IgG1  + + + 

AH-GPC15 Gc IgG1  + + + 

AH-GPC16 Gc+Gn IgG1  + + + 

AH-GPC17 Gn IgG1  - + + 

AH-GPC25 Gn IgG1  - + + 

AH-GPC27 Gc IgG1  + + + 

AH-GPC28 Gc IgG1  + + + 

AH-GPC29 Gc+Gn IgG1  + + + 

AH-GPC32 Gn IgG1  - + + 

Çizelge 3.2. AraĢtırmada elde edilen mAb‟ların yapısal ve fonksiyonel özellikleri. 

8
3
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4. TARTIġMA 

 

Son 20 yılda, KKKA sirkülasyon aralığı ve tanımlanan KKKA vakalarının 

toplam sayısı istikrarlı bir Ģekilde artmaktadır. Bu artıĢa, birden fazla KKKAV 

suĢunu hedef alan moleküler teĢhis metotları, terapötikler ve ayrıca coğrafi bölge 

içinde birlikte dolaĢan birden fazla suĢ neden olmaktadır. Monoklonal antikorlar 

hayvan modellerinde ve hastalarda viral enfeksiyonlara karĢı koruyucu etkinlik 

göstermelerine rağmen, etkileri genellikle tek bir viruse veya belirli bir suĢa spesifik 

olarak bilinmektedir (Zivece ve ark., 2017). Ayrıca, meta analizler sonucunda,  

KKKA hastalarını tedavi etmek için mevcut olan profilaktik ve terapötik seçenekler, 

net klinik fayda göstermeyen antiviral ilaç ribavirin uygulaması ile sınırlı olduğu 

gösterilmiĢtir. Bu nedenle, KKKA'nın artan halk sağlığı tehdidine karĢı yeni KKKA 

terapötiklerinin geliĢtirilmesi büyük önem taĢımaktadır (Estrada ve ark., 2015). Son 

yıllarda, araĢtırmacılar tarafından poliklonal ve monoklonal antikorlar veya 

kombinasyonlarının, KKKAV ile enfekte olmuĢ hayvanlarda uygulandığı ve ölümcül 

hastalığa karĢı koruyucu oldukları bildirilmiĢtir (Cross ve ark., 2016 ve  Zeitlin ve 

ark., 2016). 

Bu tez çalıĢmasında, KKKA virusune karĢı hybridoma teknolojisi kullanarak 

monoklonal antikorların üretimi amaçlandı. ÆalıĢma kapsamında kullanılan yöntem 

ile herhangi bir viral epitopa spesifik hedeflenmiĢ (konformasyon bağımlı ya da 

bağımsız) antikorların elde edilebilmesinin mümkün olduğu görüldü. Ancak temel 

hedef öncelikli olarak nötralizan antikorların elde edilebilme potansiyelini 

sorgulamaktı. Bu ana hedef yanında çalıĢma kapsamında elde edilen tüm antikorların 

ağırlıklı olarak tanısal kullanım olasılıkları yönünden incelendi ve sonuçlar bildirildi. 

Monoklonal antikor üretimi için farklı immünizasyon programları 

önerilmektedir. Konvansiyonel immünizasyon ile monoklonal antikor elde etmek 

için 2 hafta aralıkla 3 ve/veya 6 enjeksiyon intramuskuler, intraperitoneal veya 

subkutan olarak yapılmaktadır. Ancak tüm bu farklı programlar son enjeksiyonun 

intravenöz (i.v.) yolla yapılmasının daha etkili olduğunu ve son enjeksiyondan üç ila 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7195853/#R6
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7195853/#R30
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7195853/#R30
https://www.google.com/search?sxsrf=ALiCzsa7G5VZrIQpmzwJ-Rc--9a2hDRm1w:1658058772823&q=intramuscular,+intraperitoneal+veya+subcutaneous&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwi7wa6h7v_4AhXXQ_EDHU4-CSUQkeECKAB6BAgBEDM
https://www.google.com/search?sxsrf=ALiCzsa7G5VZrIQpmzwJ-Rc--9a2hDRm1w:1658058772823&q=intramuscular,+intraperitoneal+veya+subcutaneous&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwi7wa6h7v_4AhXXQ_EDHU4-CSUQkeECKAB6BAgBEDM
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dört gün sonra hayvan öldürülüp ve dalak hücreleri füzyon için kullanılmasının etkili 

olduğunu göstermektedir. Ayrıca serumda yüksek titrede spesifik antikor gösteren 

hayvanlardan alınan dalak hücreleri, en iyi hibridomaları üretmektedir.  

Standart immünizasyon prosedürleri ve ayrıca kas içi veya gen tabancası DNA 

immünizasyon ile karĢılaĢtırıldığında, dalak içi immünizasyon çok erken antikor 

yanıtı alınması ve B hücrelerin kolonizasyonuna neden olması sebebiyle, zaman 

kazandıran ve güçlü monokolonal antikor üretimi ile sonuçlanan bir teknik olarak 

tanımlanabilir Spesifik hibridomalar oluĢturmak için; immünizasyon yapılan 

hayvanlardan alınan dalak hücreleri, son immünizasyondan en geç 5 gün sonra 

füzyona tabi tutulmalıdır ancak Velicovsky ve ark. (2000), yaptıkları araĢtırmada 

intrasplenik immünizasyon (SSI) yoluyla spesifik monoklonal antikorları, 25 gün son 

injeksiyondan sonra bile elde etiklerini ve p18 proteinini kodlayan genin dalakta en 

az 20 gün eksprese edildiğini bildirmiĢlerdir. 

Bu tez çalıĢmasında immünoreaktif B hücrelerine odaklanarak ve yukarıdaki 

bilgiler ıĢığında hareket ederek, KKKAV‟un S segment tarafından kodlana 

nükleokapsit (NC) ve M segment tarafından kodlanan protein prekürsörleri (GPC) 

için çok erken, zaman kazandıran, spesifik ve güçlü monoklonal antikor elde etmeyi 

planladık. Bu sayede fareler ilk immünizasyon‟da 20µg, ikinci ve üçüncü 

immünizasyonda 10µg olarak KKKAV‟un S segmentini kodlayan pCDNA3.1/myc-

hisA +NC ve KKKAV‟un M segmentini kodlayan pCDNA3.1/myc-hisA+M Ġfade 

plazmitleri ile 11 gün boyunca 3 kez (0, 3, 11) intrasplenik olarak immünizasyona 

tabi tutuldular. Enjeksiyon sonrası 13‟üncü gün füzyon yapıldı ve hybridoma 

teknolojisi kullanılarak hedef antijenlere spesifik 5 adet NC spesifik klon ile 17 adet 

GPC klonu elde edildi. Söz konusu uygulama ile hazırlanan immunojen 

tasarımlarının etkin ve doğru olduğu ve ayrıca uygulama sırasında asepsi ve antisepsi 

kurallarına uyulduğu noktada diğer immünizasyon prosedürlerine göre oldukça etkin 

bir bağıĢıklama yolu olduğu sonucuna varıldı.  
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Ġmmunizasyon için kullanılan farelerde dalak içi bağıĢıklama protokolü 

sonrasında herhangi kilo kaybı dıĢında herhangi bir yan etki tespit edilmedi. Yapılan 

değerlendirmelerde 13 günlük immünizasyon süresi sonunda aĢılama gruplarında 

bireysel olarak % 4,5-9,9 arasında değiĢen vücut ağırlığı kaybı tespit edildi. Bu 

durumun yapılan aĢılamalardan ziyade uygulamanın doğası gereği her hayvanda 

tekrarlayan anestezi ve laparotomi operasyonları ile iliĢkili olduğu sonucuna varıldı. 

Benzer tablo operasyon yapılmasa dahi birçok anestezi uygulaması sonrasında 

deneme hayvanları için tanımlanan en önemli yan etki olarak tanımlanmaktadır 

(Yamada ve ark., 2022). 

Spitz ve ark. ( 1984) ve Velikovsky ve ark. ( 2000), çok kısa bir immünizasyon 

süresi kullanarak ve hayvanın antikor tepkisinden bağımsız olarak iyi bir hibridoma 

üretimi elde etmenin mümkün olduğunu göstermiĢlerdir. Ayrıca, tek bir intrasplenik 

antijen enjeksiyonundan ve antijen olarak 1 µg‟dan az soluble protein kullandıktan 

üç gün sonra, spesifik IgG veIgM monoklonal antikor elde ettiklerini, ancak, en iyi 

ve daha tutarlı sonuçları 10 ve 20 µg antijen kullanılması ile elde ettiklerini 

bildirmiĢlerdir. Bir baĢka çalıĢmada ise Stephen ve ark. (2011), akut myeloid 

leukemia‟ya karĢı monoklonal antikor elde etmesi için 50 µg antigen kullanarak 

farelerin 0,4,11‟inci günlerde dalaklarına intrasplenik olarak injeksiyon yaptıkları 

yöntemi tanımlamıĢlardır. 

Ġntrasplenik (dalak içi) immünizasyon, CXCR5-CXCL13 kemokin yolağını 

aktive ederek, immünoreaktif lenfositlerin dalak içerisine taĢınması amacıyla 

yapılmaktadır. CXCR5-CXCL13 kemokin yolağı, naive B hücrelerinin ve T 

hücrelerinin ikincil lenfoid doku folikülleri olarak tanımlanmakta olup, germinal 

merkezlerde foliküller yardımcı T hücrelerin lokalizasyonunu sağlamasının yanı sıra 

yüksek affiniteli B hücrelerin olgunlaĢmasıyla, plazma ve bellek B hücrelerinin 

farklılaĢmasında da kritik rol oynamaktadır. CXCR5 ve CXCL13 arasında meydana 

gelen etkileĢim, T ve B hücrelerinin lenfoid organlara giriĢini sağlamakla beraber 

yüksek düzeyde bağıĢık yanıt meydana getirmektedir (Forster ve ark., 1996 ve Hsieh 

ve ark., 2022). 
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ÆalıĢma kapsamında nükleokapsit proteinine karĢı antikor üreten 5 hibridoma 

klonu elde edildi. Bu klonlar tarafından üretilen antikorların tamamı IgG1 izotipinde 

ve hafif zincirlerinin ise Kappa yapısında olduğu tespit edildi. Yapısal olarak IgG1 

izomerlerinin fleksibilitelerinin daha yüksek olduğu ve bu nedenle de hedef antijene 

bağlanma oranlarının daha yüksek olduğu bildirilmektedir (Beers ve ark., 2016). 

Tamamlanan çalıĢma kapsamında elde edilen antikorlarla natif veya denatüran 

ortamlarda yapılan tüm antijen bağlantı reaksiyonlarından yüksek verim elde 

edilmesi bu temel verilerle uyumlu bulunmuĢtur. 

Yapılan VNT sonrasında KKKAV-NC proteinine karĢı üretilen 5 MAb‟un hiç 

birisi nötralizan karakterli bulunmadı. Bilindiği üzere nükleokapsit proteini vironun 

zarfı altında yer alan ancak virionun protein yapısının büyük kısmını oluĢturan 

önemli bir komponenttir (Carter ve ark., 2012 ve  Zivcec ve ark., 2018). Bu nedenle 

nötralizan antikorların hedefi olması beklenemeyeceği gibi, bu proteinlere spesifik 

antikorların da nötralizan olması beklenmemektedir.  

Nükleoprotein antikorlarının KKKAV‟nü nötralize etmeseler de koruyuculukta 

çok önemli oldukları yapılan çalıĢmalarda ortaya konulmuĢtur. Ézellikle T hücre 

aracılı bağıĢıklığın daha etkin Ģekilde iĢlerlik kazandığına iliĢkin bilimsel veriler 

ıĢığında bu protein ile aĢılama stratejileri ve takiben koruyuculuk çalıĢmaları 

yapılmıĢtır (Zivcec ve ark., 2018). Her ne kadar bu araĢtırma kapsamında geliĢtirilen 

antikorların terapötik veya pasif bağıĢıklama kapasitelerinin sorgulanması 

amaçlanmamıĢ olsa da araĢtırma grubumuz tarafından daha önce yapılan 

araĢtırmalarda bu proteinin koruyucu etkisi farklı aĢı platformları ile gösterilmiĢtir 

(Aligholipour ve ark., 2019a;  Aligholipour ve ark., 2019b ve Aligholipour ve ark., 

2019c). 

Sunulan tez çalıĢması kapsamında KKKAV GPC için 17 klon elde edilmiĢ ve 

bunlardan farklı yapılarda GPC spesifik antikor üretilmesi gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu 

kapsamda üretilen antikorların çoğunluğunun IgG1 (15 adet), 1‟er tanesinin ise 

IgG2a ve IgM izotipine sahip olduğu ortaya konuldu. Diğer taraftan hafif zincir 

yapısının ise 14 tanesinde Kappa ve 3 örnekte Lambda olduğu tespit edildi. 
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ÆalıĢmamızda izotiplendirme sonunda özellikle IgM sınıfı olarak identifiye edilen 

AH-GPC3 kodlu antikorun eĢ zamanlı olarak daha düĢük dansitede IgG1 reaktivitesi 

verdiği de görüldü. Bu durumun iki nedenden oluĢabileceği sonucuna varıldı. 

Bunlardan ilki bu antikorları sentezleyen klonun hala yeterince klonlanmadığı, kültür 

ortamının heterojen hücre yapısına sahip olduğu, dolayısıyla da her iki izotipin eĢ 

zamanlı üretimi söz konusu olduğudur. Ġkinci olasılık ise hibridomaların, 

subkültürleri paralelinde, kültür süresi uzadıkça imunglobulinler izotop sınıfında 

değiĢim meydana gelmektedir. Ġzotip değiĢtirme, izotipik komütasyon veya sınıf 

değiĢtirme rekombinasyonu (Class switch recombination - CSR) olarak da bilinen 

immunoglobulin sınıf değiĢtirmesi, bir B hücresinin immünoglobulin üretimini, 

izotip IgM'den izotip IgG'ye olduğu gibi bir türden diğerine değiĢtiren biyolojik bir 

mekanizmadır. Bu iĢlem sırasında, antikor ağır zincirinin sabit bölge kısmı 

değiĢtirilir, ancak ağır zincirin değiĢken bölgesi aynı kalır. Antikorun değiĢken 

bölgesi değiĢmediğinden, sınıf geçiĢi antijen özgüllüğünü etkilememektedir. Bunun 

yerine, bu antikorlar aynı antijenler için afiniteyi korurken farklı efektör moleküllerle 

de etkileĢime girebilmektedir (Bauer, 2021). 

GPC spesifik antikorlarda da NC antikorlarında tespit edildiği üzere, en yüksek 

oranda IgG1 izotipi bulunması bunların geniĢ bir reaktivitede antikorlar olduğunu 

ifade etmektedir. Ézellikle daha korunaklı ve hedef epitop ile özel Ģartlarda reaktive 

olduğu bilinen IgG2a izotipi AH-GPC2 kodlu klonda tespit edilmiĢtir. Bilindiği 

üzere IgG2 molekülleri karbonhidrat antijenleri tarafından indüklenmekte ve antijen 

ile reaktiviteleri düĢük affinitelidir (Beers ve ark., 2016 ve  Correia, 2010). Bu 

nedenle bu antikorla iliĢkili olarak kullanıma yönelik planlamaların bu özellikler 

doğrultusunda özenle değerlendirilmesi zorunluluğu bulunmaktadır. 

ÆalıĢma kapsamında KKKAV-GPC 17 klonun 7 tanesi Gn, 8 tanesi Gc spesifik 

olarak bulunurken 2 adet klonun her iki viral proteine karĢı reaktif olduğu tespit 

edildi. ÆalıĢma kapsamında M segment tarafından kodlanan GPC bir bütün olarak 

ökaryorik ifade plazmiti ile immunojen olarak hayvanlara inokule edildi. KKKAV 

biyolojisinden hatırlanacağı üzere proprotein prekürsör serin temelli bazı proteolitik 

enzimler tarafından öncü Gn ve öncü Gc proteinlerine ayrıĢtırılmakta, sonrasında ise 
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hücre için modifikasyonlar ile virionda sergilendiği üzere nihai Gn ve Gc 

proteinlerine evrilmektedir (Sanchez ve ark., 2006 ve Vincent ve ark., 2003). 

GeliĢtirilen antikorlarla bu farklı sonuçların alınmasının iki önemi vardır. Bunlardan 

ilki aslında tasarlanan GPC ifade eden ökaryotik plazmitin virus biyolojisine uygun 

bir hücresel üretim sergilediğidir. Diğeri ise bu biyolojik sürece paralel olarak 

bağımsız epitopların immün sistem üzerindeki uyarımı sağlıklı olarak 

gerçekleĢtirildiğidir.  

AraĢtırmada geliĢtirilen 2 hibridoma klonunun her iki viral glikoproteine 

(Gn+Gc) reaktif antikor üretiyor olmasının nedeninin daha ileri düzeyde yapılacak 

epitop haritalama (epitop mapping) uygulamaları ile açıklanabilmesi yüksek olasılık 

dahilindedir (Shalitanati ve ark., 2018 ve  Zhang ve ark, 2019).  

KKKA virusu konak hücreler ile olan iliĢkisini yüzey glikoproteinleri aracılığı 

ile kurmaktadır. Bu yüzey yapılarının spesifik antikorlarla bloke edilmesi doğrudan 

virus ataçmanını engelleyen bir uygulamadır. Yapılan çalıĢmalar Gc proteinin viral 

nötralizasyondan primer düzeyde sorumlu olduğunu ifade etse de Gn proteininin de 

özellikle bağıĢıklamalardan sonra yapılan koruyuculuk çalıĢmalarında önemli bir 

yüzey proteini olduğunu ortaya koymaktadır (Fels ve ark, 2021; Zhang ve ark., 2019 

ve  Zivcec et al., 2017). ÆalıĢma kapsamında yapılan VNT sonrasında virusun GPC‟e 

karĢı üretilen antikorlardan 10 tanesinin nötralizan karakterli olduğu saptandı. Bu 

örneklerin 2 tanesinin hem Gc ve hem de Gn, kalan 8 adedinin ise sadece Gc ile 

reaktif oldukları yapılan immunblotlama sonunda tespit edildi. Elde edilen VNT testi 

sonuçları ile immunoblotlama testleri sonrasında saptanan epitop spesifitelerinin 

sonuçlarının birbiri ile korrelasyon gösterdiğini belirtmek isteriz.  

AraĢtırmada üretilen antikorlar kullanılarak virusun natif formu, rekombinant 

proteinleri ve denatüre edilmiĢ proteinlerinin de yer aldığı geniĢ bir yelpazede 

reaktivite değerlendirmeleri yapıldı. Ézellikle stabil olarak NC ve GPC ifade eden 

BHK-21 C13 hücrelerinde yapılan IIFT ile IHC uygulaması sonunda elde edilen 

antikorların yüksek affiniteli bağlanma yeteneği gösterildi. Diğer taraftan, 

immunoblotlama tekniği ile denatüre edilmiĢ viral ve hücresel proteinler arasından 
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spesifik olarak hedef proteinlerine bağlanma özelliği de ortaya konuldu. Tüm bu 

özellikler geliĢtirilen antikorların konformasyon zorunluluğu olmaksızın kendilerine 

spesifik epitoplara bağlanabileceği seklinde yorumlandı. Bu özellikleri ile 

araĢtırmada geliĢtirilen NC ve GPC spesifik antikorların üst düzeyde epitop 

reaktivite yeteneklerinin olduğu ve bu nedenle de tanısal amaçla kullanımlarının 

uygun olabileceği sonucuna varıldı. 

Elde edilen monoklonal antikor portföyünün test edilmesi gereken bir diğer 

önemli alan ise bunların tek (NC veya GPC) veya çok hedefli (NC+GPC) olarak 

terapötik etkinliklerinin sorgulanmasıdır. Tamamlanan doktora çalıĢmasının böyle 

bir nihai hedefi olmaması sebebiyle söz konusu etkinlik çalıĢmaları 

gerçekleĢtirilmemiĢtir. Antikor tedavileri özellikle tanımlanmıĢ etkin tedavi rejimi ve 

aĢısı olmayan viral hastalıklara karĢı zaman zaman baĢvurulan önemli alternatifler 

olarak güncelliğini korumaktadır.  

Antikor tedavisi, insan KKKA'nın birkaç örneğinde denenmesine rağmen az 

miktarda baĢarı gösterdiği bildirilmektedir, ancak etkinliği büyük veya randomize 

edilmiĢ klinik çalıĢmalarda değerlendirilmemiĢtir. Ayrıca fare çalıĢmaları, 

antikorların KKKA'den korunmada önemli bir rol oynadığını ortaya koymuĢtur. Elde 

edilen veriler, antikor tedavisinin KKKA‟ya karĢı etkili bir tedavi olabileceğini 

düĢündürse de cevaplandırılması gereken birtakım sorular vardır (Dowall ve ark, 

2016). 

Fare çalıĢmaları, GPC olarak ifade edilen KKKAV‟un glikoproteinlerine karĢı 

bağıĢıklık tepkilerinin koruma için önemli olduğunu, ancak kısmi GPC alt 

birimlerine karĢı bağıĢıklık tepkilerinin ise ölüm süresini geciktirdiğini 

göstermektedir (Kortekaas ve ark., 2015).  Bununla birlikte, GPC geni, nükleokapsid 

proteini (NC) ve viral RNA‟ya bağımlı RNA-polimeraz (L) gibi diğer viral 

proteinlerden genetik olarak daha değiĢkendir. KodlanmıĢ yüzey glikoproteinleri, 

aynı bölgede var olan suĢlar arasında amino asit seviyesinde %25‟in üzerinde 

değiĢiklik gösterebilmektedir. Bu nedenle GPC‟nin, özellikle virusun heterolog 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7195853/#R7
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7195853/#R7
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suĢları eĢzamanlı dolaĢımda olduğunda, bağıĢıklık sistemi veya antikor tedavisi için 

zor bir seçenek olduğu bilinmektedir (Zivcec ve ark., 2017). 

Bir baĢka çalıĢmada KKKAV, IbAr 10200 suĢuna karĢı bir murin monoklonal 

antikor paneli üretilmiĢ ve bu antikorların birçoğu pre-Gn kompleksini veya Gc 

proteinini hedef aldığını göstermiĢtir. Gc bölgesini hedef alan antikorların çoğu 

nötralize edici aktiviteye sahip olduğu belirtilerek nötralize eden ve etmeyen 

monoklonal antikorlar neonatal fareleri ölümden koruduğunu göstermiĢlerdir. 

AraĢtırmacılar, nötralize edici özelliğe sahip olmayan (non-neutralizing) antikorların 

yetiĢkin fareleri KKKAV‟una karĢı koruduğunu ve evrensel olarak GP38 proteinini 

hedeflediğini bildirmiĢlerdir (Golden ve ark., 2019). 

BaĢka bir çalıĢmada araĢtırmacılar KKKAV‟nin Gn ve Gc glikoproteinlerine 

karĢı geliĢtirdikleri monoklonal antikorlar için in vitro nötralizasyon testleri ve in 

vivo koruyuculuk testleri yapmıĢlardır. Bu çalıĢma sonucunda Gc‟ye karĢı geliĢtirilen 

monoklonal antikorların nötralizan etkiye sahip oldukları, Gn‟e karĢı geliĢtirilen 

monoklonal antikorların ise in vitro sistemde nötralizan etki göstermediği 

bildirilmiĢtir. Ancak aynı çalıĢmada Gc‟ye karĢı geliĢtirilen monoklonal antikorların 

aksine Gn‟e karĢı geliĢtirilen monoklonal antikorlar in vivo olarak fareleri öldürücü 

dozdan koruduğu bildirilmiĢtir (Berlotti-Ciarlet ve ark., 2005). 
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5. SONUÇ ve ÖNERĠLER 

 

AraĢtırma kapsamında dalak içi enjeksiyon ile gerçekleĢtirilen DNA 

bağıĢıklaması sonunda KKKAV‟un NC ve GPC proteinlerine toplamda 22 adet 

monoklonal antikor üretildi. Bu antikorların üretimi ve karakterizasyon süreci 

sonunda, 

1- Monoklonal antikor üretimine ilgili olarak, intrasplenik (dalak içi) 

immünizasyon ile kısa sürede ve etkin bir bağıĢıklama oluĢturulduğu,  

 

2- Bu yöntemler ile çok etkin B yanıtı zenginliği olan bağıĢıklamanın elde 

edildiği, 

 

3- GeliĢtirilen hibrit klonların in vitro yaĢam kalitesi ve antikor sentezi 

yeteneğinin yüksek olduğu, 

 

4- AraĢtırmada 5 adet NC spesifik ve 17 adet GPC spesifik antikor elde 

edildiği,  

 

5- Antikorların ağırlıklı olarak IgG1 izotipinde olduğu özellikle GPC spesifik 

antikorlar arasında IgG2a ve IgM izotipinde antikorların da bulunduğu, 

 

6- Antikorların viral proteinlere natif veya denatüran ortam Ģartlarında yüksek 

affinite ile bağlandığı, 

 

7- GPC ile immünize edilen hayvanlardan elde edilen hibridomalardan 10 

tanesinin nötralizan antikor ürettiği, bunların da Gc (8 adet) ve Gn+Gc (2 

adet) proteinlerine spesifik olduğu, 

 

8- GeliĢtirilen tüm antikorların farklı tekniklerin kullanılabileceği geniĢ bir 

panelde tanısal kapasitelerinin olduğu sonuçlarına varıldı. 
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Tamamlanan bu çalıĢma sonrasında geliĢtirilen antikorların terapötik 

kapasitelerinin sorgulanması önemli bir gereklilik olarak görülmektedir. Ézellikle 

KKKA gibi bölgesel olarak etkisi her yıl artan bir halk sağlığı problemine katkı 

verecek her türlü tedavi yaklaĢımının tartıĢılmaz değeri vardır. Bu noktadan hareketle 

geliĢtirilen antikorların tek tek veya bir kokteyl tarzında yapılacak 

formülasyonlarının terapötik etkinlikleri yanı sıra alerjik, toksik ve diğer klinik 

öncesi değerlendirmelerinin yapılması önerilmektedir. Son olarak, tedavi etkinliği 

olan antikor ve/veya antikorların ise daha ilerleyen zamanlarda insansılaĢtırılmasına 

yönelik çalıĢmalar yapılması da önerilmektedir. 
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ÖZET 

 

Kırım-Kongo Kanamalı AteĢi Virusuna KarĢı Monoklonal Antikor Üretimi ve 

Karakterizasyonu 

Kırım Kongo Kanamalı AteĢ Virusu (KKKAV), insanlarda ciddi hemorajik ateĢ 

hastalığına neden olabilen ve yüksek mortalite ve bulaĢma hızı ve geniĢ coğrafi dağılımı 

nedeniyle halk sağlığı için büyük bir tehdit oluĢturan kene kaynaklı bir virustur. Kırım 

Kongo Kanamalı AteĢi (KKKA), Afrika, Ortadoğu, Doğu Avrupa ve Asya'daki birçok 

ülkede endemik olan ağır bir kene hastalığıdır. ġu anda KKKA‟e karĢı onaylı bir aĢı 

bulunmamaktadır ve spesifik bir tedavi mevcut değildir. Bu çalıĢmada KKKAV‟nun NC ve 

GPC proteinlerine karĢı monoklonal antikor üretildi ve karakterizasyonları yapıldı. 

ÆalıĢmada, zaman kazandıran, spesifik ve güçlü monoklonal antikor elde etmek için 

intrasplenik immünizasyon metodu kullanıldı. Deneyde kullanılan fareler ilk 

immünizasyon‟da 20µg, ikinci ve üçüncü immünizasyonda 10µg olarak immünojen ile 

immünizasyona tabi tutuldular. BağıĢıklamayı izleyen 13‟üncü gün füzyon yapıldı. 

Hybridoma teknolojisi kullanarak hedef antijenlere karĢı toplam 25 (5 tane NC ve 17 tanesi 

GPC spesifik) monoklonal antikor üretildi. GPC proteinine spesifik olarak geliĢtirilen ve 

nötralizan antikorların gelecekte, terapötik amaçlar için kullanıma uygun olabileceği 

sonucuna varıldı. Bu amaçlanırsa söz konusu antikorların humanizasyon sürecine alınması 

gereklidir. Diğer antikorların ise epitopun konformasyonuna bağlı olmaksızın tanısal 

amaçlarla farklı teknolojilerde kullanılabileceği ortaya konuldu.  

Anahtar Sözcükler: Intrasplenik, Kırım Kongo Kanamalı AteĢ Virusu, Monoklonal 

Antikor.  
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SUMMARY 

 

Production and Characterization of Monoclonal Antibody against Crimean-Congo 

Hemorrhagic Fever Virus 

Crimean-Congo Hemorrhagic Fever Virus (CCHFV) is a tick-borne virus that can 

cause severe hemorrhagic fever in humans and poses a major threat to public health due to 

its high mortality and transmission rate and wide geographical distribution. Crimean-Congo 

Hemorrhagic Fever (CCHF) is a severe tick disease that is endemic in many countries in 

Africa, the Middle East, Eastern Europe and Asia. There is currently no approved vaccine 

against CCHF and no specific treatment is available. In this study, monoclonal antibodies 

against NC and GPC proteins of CCHFV were produced and characterized. In the study, 

intrasplenic immunization method was used to obtain time-saving, specific and potent 

monoclonal antibody. In the study, intrasplenic immunization method was used to obtain 

time-saving, specific and potent monoclonal antibody. Mice used in the experiment were 

immunized with 20µg immunogen in the first immunization and 10µg in the second and 

third immunizations. Fusion was performed on the the thirteenth  day following the 

immunization. A total of 25 (5 NC and 17 GP-specific) monoclonal antibodies against target 

antigens were produced using hybridoma technology. It was concluded that the neutralizing 

antibodies developed specifically for the GPC protein may be suitable for use for therapeutic 

purposes in the future. If this is aimed, the antibodies in question must be included in the 

humanization process. If this is aimed, the antibodies in question must be included in the 

humanization process. It has been demonstrated that other antibodies can be used in different 

technologies for diagnostic purposes, regardless of the conformation of the epitope. 

 Keywords: Crimean-Congo Hemorrhagic Fever Virus, Intrasplenic, Monoclonal Antibody.  
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