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ONSOZ

Kirnm Kongo Kanamali Atesi (KKKA) Bunyavirales takimi iginde
Nairoviridae ailesi iginde simiflandirilan bir Kirrm Kongo Kanamali Atesi
Orthonairovirusu (KKKAYV) tarafindan meydana getirilen, birgok hayvan tiiriinde
asemptomatik seyretmesine ragmen insanlarda oliimle son bulabilen (%4-30) yaygin
koagiilopati ve organ yetmezlikleri ile karakterize bir hastalik olarak yilin belli
donemlerinde etkisini hissettirmektedir. Ulkemizin de yer aldigi cografyada énemli
halk saglig1 sorunlariin basinda gelen bu hastalik halen etkin bir tedavi rejimi ve
korunmaya yonelik gelistirilmis bir biyolojik {iriin (as1) olmamas1 sebebiyle 6nem arz
etmektedir. Hastalik konak hiicre ve konak immiin sistem {izerindeki etkilesimi
agirlikli olarak iki yiizey glikoproteini (GPC) olan Gn ve Gc ile virus niikleik asitini
cevreleyen Niikleoprotein (N) araciligiyla olmaktadir. Yapilan birgok tedavi rejimi
ve koruyucu iiriin gelistirilmesine 1ilgili calismalar biiyiikk oranda bu yapilar

hedeflenerek gergeklestirilmektedir.

Monoklonal antikorlar (MAb) tek bir B hiicre popiilasyonu tarafindan iiretilen,
dolayisiyla tek bir protein/peptit spesifitesine sahip olan 06zel antikorlardir.
Dolayisiyla immunojen iizerinde etkin olan farkli domain ve/veya motiflere kars
reaktif olabilme 6zellikleri vardir. Bu noktadan hareketle MAb’ler tedavi edici, pasif
koruyucu ve teshise yardimci siireclerde genis bir kullanim olasiligmma sahip

biyolojik molekiiller olarak degerlendirilmektedirler.

Bu tez caligmasinda, KKKA virusunun S ve M segmentleri tarafindan
kodlanan proteinlerine karst MAb iiretimi amaglanmistir. Boyle bir calisma
kapsaminda herhangi bir viral epitopa hedeflenmis (konformasyon bagimli ya da
bagimsiz) antikorlarin elde edilebilmesi miimkiindiir. Ancak temel hedef oncelikli
olarak Tretilebilecek antikorlarin notralizan fonksiyonlarinin olup olmadigim
sorgulamak ve bu ana hedef paralelinde calisma kapsaminda elde edilebilecek tiim
antikorlarin agirlikli olarak tanisal kullanim olasiliklarinin  degerlendirilmesi

hedeflenmektedir.
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1. GIRiS

Kirim-Kongo kanamali atesi (KKKA), Afrika, Avrupa ve Asya'da yaygin
olarak goriilen kene kaynakli viral hastaliklardan biri olup ilk olarak Sovyetler
Birligi’nin Kirim bélgesinde 1944 yilinda tespit edildigi ve ‘Kirim kanamali atesi’
olarak tanimlandig: bildirilmektedir. Daha sonra 1956 yilinda Belgika Kongo’sunda
‘Kongo virusu’ adiyla tanimlanmig, daha sonra yapilan arastirmalarda iki virusun
benzerligi sonucu 1969’da nihai olarak KKKAV (Kirim-Kongo kanamali atesi
Virusu) olarak adlandirilmistir. KKKA, Asya’da (Hindistan, Pakistan, Tacikistan,
Kazakistan ve Rusya), Orta Dogu’da (Iran ve Afganistan), Avrupa’da (Tiirkiye,
Bulgaristan, Yunanistan, Arnavutluk ve Kosova) ve Afrika cumhuriyetlerinde
(Sudan, Moritanya, Kenya, Senegal ve Giiney Afrika) genis bir cografi yayilima
sahip oldugu bilinmektedir (Farhadpour ve ark., 2016; Mazzola ve Kelly-Cirino,
2019; Okely ve ark., 2020 ve Spengler ve ark., 2019).

Kirim Kongo kanamali atesi virusu (KKKAYV), insanlarda siddetli bir kanamali
ates olan Kirim-Kongo kanamali atesine (KKKA) neden olan kene kaynakli bir virus
olarak bilinmektedir. Asya, Afrika, Glineydogu Avrupa ve Orta Dogu’daki 30’dan
fazla iilkede %30’a varan Oliim oranina sahiptir ve Hyalomma cinsinin enfekte
kenelerinin 1sirmas1 veya enfekte hayvanlardan ve insanlardan alinan doku veya
viicut sivilart ile dogrudan temas yoluyla insanlara bulagmasi bildirilmektedir.
Insanlarda yiiksek patojenitesine ragmen, si8ir, esek, kegi, yabani tavsan, at, deve
kusu, kiiciik kemirgenler ve koyun gibi c¢ok ¢esitli hayvanlarin, KKKA
enfeksiyonunu takiben belirgin hastalik semptomlart gostermeden viremi
gelistirdikleri bildirilmektedir. Viral tehdit ¢alismasi yapmak i¢in, yeni dogmus
fareler, bagisikligi baskilanmig kemirgenlerin bir alt kiimesi ve cynomolgus
macaque’lar insan hastaligin1 kismen taklit edebilmekte ve bu nedenle KKKAV'nun
potansiyel hayvan modelleri olarak degerlendirilmektedir. Uygun hayvan
modellerinin smirli olmasi ve ayrica yiiksek-tecrit laboratuvarlarm olmamasi

(biyogiivenlik seviyesi 4 - BSL4) virolojik ¢alismadaki ilerlemeyi ve antiviral ilag ve



asilarin gelistirilmesini biiylik 6l¢iide yavaslatmaktadir (Dai ve ark., 2021 ve
Mohammadi ve ark., 2021).

KKKAV,Orthonairovirus cinsine, Nairoviridae familyasina, Bunyavirales taki
mina ait oldugu bildirilmektedir. Viral genom, {ii¢ negatif iplik¢ikli RNA
segmentinden olusmaktadir. Kiicliik (S) segment niikleoproteini (NP), orta (M)
segmenti, daha sonra olgun Gn, Gc¢ ve misin, GP38 ve NSm dahil olmak {izere
cesitli yapisal olmayan proteinlere boliinen glikoprotein prekiirsor (GPC) kodlamakta
ve (L) segmenti ise viral RNA sentezini katalize eden RNA’ya bagimli RNA
polimerazi (RdRp) ve konak¢r dogustan gelen bagisikligin viral antagonizminde yer
alan bir yumurtalik timérii (OTU) proteaz alanini igeren L proteinini kodlamasi
bildirilmektedir (Okely ve ark., 2020; Dai ve ark., 2021).

Spesifik antiviral tedavilerin olmamasi, yiiksek oliim orani, artan vektor
biyonomigi ve iklim degisikligi nedeniyle, KKKAYV bir¢ok iilkede yeni ortaya ¢ikan
bir arboviral zoonotik hastalik olarak kabul edilmekte ve bir halk sagligi acil
durumuna neden olabilecek oldukg¢a bulasici bir patojen olarak listelenmektedir. Bu
nedenle, artan KKKA halk sagligi tehdidini yonetmek icin KKKA'ya karsi yeni
antiviral terapdtiklerin gelistirilmesine acilen ihtiya¢ oldugu one siiriilmektedir. Su
anda, destekleyici tedavi birincil tedavi seklidir. Genis spektrumlu bir antiviral ilag
olan ribavirin, insan KKKA vakalarina uygulanmistir; bununla birlikte, terapotik
faydalar belirsizligini hala korumaktadir. Ayrica vaka raporlarinda kullanilan diger
terapotik adaylar arasinda steroid, nekahat serumu (convalescent serum) ve spesifik
immiinoglobulin bulunmaktadir, ancak bu ilaclarin etkinligini degerlendirmek i¢in
yeterli kanit elde olmadigi bildirilmektedir. EK olarak, bunyaviruslerin potansiyel
inhibitorleri gectigimiz on yillarda degerlendirilmis ve bunlarin bazilarinin KKKA
enfeksiyonuna Kkarsi olast etkinlik gosterebilecegi bildirilmistir (Dai ve ark., 2021 ve
Tchesnokov ve ark., 2020).



1.1. Kirinm Kongo Kanamal Atesi Virusu (KKKAYV)

Bir hastalik olarak KKKA ilk kez insanlarda 1940’larda Kirim’da terk edilmis
tarim arazilerini yeniden isgal eden askerlerin hemorajik bir hastaliga yakalanmasiyla
tanimlandigr bildirilmektedir. 1960'larin  sonlarinda, Kirim’'daki bu hemorajik
hastaliga neden olan ajanin, Bel¢ika Kongo’daki (simdiki Demokratik Kongo
Cumhuriyeti) hemorajik hastalifa neden olan ajana benzer oldugu kesfedildi ve
patojene  “Kirim-Kongo kanamali atesi  virusu” adi  verilmistir. Ayrica
Rhipicephalus ve Dermacentor tiirleri gibi diger kene tiirlerinin vektor olabilecegine
dair sinirli kanit olmasina ragmen, KKKAV’nun ana vektorii ve rezervuari, esas
olarak Hyalomma cinsinden sert viicut kenelerdir. Evcil ¢iftlik hayvanlari ve tavsan
gibi yabani hayvanlar gibi omurgasiz konaklar, muhtemelen KKKAV’nin ¢ogaltici
konaklar1 olarak bilinmektedir. Enfekte olmayan kenelerin, viremik hayvanlardan
beslenme sirasinda veya enfekte kenelerle birlikte beslenme sirasinda enfekte
olduklari bildirilmektedir. Kirim-Kongo kanamali atesi virusu bulagma yollar1 Sekil

1.1°de gosterilmektedir (Gargili ve ark.,2017 ve Hawman ve ark., 2018).

Hyalomma vektorii Afrika, Giiney ve Dogu Avrupa, Orta Dogu, Hindistan ve
Asya'da bulunur ve bu bolgelerde KKKA vakalari rapor edilmektedir. Ayrica
bunlarin ¢ogu subklinik ve/ya tanis1 konulamamis olmasina ragmen, KKKAYV ile her
yil tahmini 10.000 ila 15.000 insan enfeksiyonu meydana gelmektedir. KKKAV’nun
genis cografi dagilimi ile baglantili olarak farkli izolatlar arasinda 6nemli genetik
cesitlilik goriilmektedir. Yapilan calismalarda izolatlar amino asit seviyesinde
niikleoprotein ve L proteininde %35 ve glikoprotein onciisiinde %?25'e kadar farklilik

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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Sekil 1.1. Kinnm-Kongo kanamali atesi virusu (KKKAV) bulagma yollar1 ve semptomlart.
KKKAYV i¢in dogal rezervuar ve vektor, Hyalomma cinsinin keneleridir. Keneler, viremik
bir hayvanda beslenme sirasinda veya enfekte bir kene ile beslenme (co-feeding) sirasinda
herhangi bir yasam dongiisii asamasinda enfekte olabilir. Memeli tiirleri virus igin 6nemli
cogaltict konaklar olarak tanimlanmaktadir. Insanlarin, kene 1siriklarindan, hayvanciliktan ve
enfekte ¢iftlik hayvanlariin kesilmesinden ve KKK A'l1 hastalarin bakimi sirasinda KKKAV
enfeksiyonuna maruz kalabilecekleri bildirilmektedir. (Hawman ve ark., 2018).
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1.1.1. KKKAV’un Smiflandirma, Yapi ve Genetik Ozellikleri

Etiyolojik ajan, Kirim-Kongo kanamali atesi virusu (KKKAV) zarfli, g
segmentli, negatif polariteli, tek sarmalli (ss) bir RNA arbovirusu olarak
simiflandirilir. Ayrica viral genomik ve metagenomik karsilastirma analizindeki
gelismelere dayanan en son smiflandirmaya  gore, Riboviria  (yeni  bir
megataksonomik ~ takson  siralamasi)  i¢inde  Orthonairovirus  cinsine
(Nairoviridae familyasi, Bunyavirales takimi) ait oldugu bilinmektedir (ICTV,
2021).



KKKAYV virionu yaklagik 80—100nm ¢apinda ve helikal simetrili niikleokapsid,
lipid zarfi 5-7 nm kalinliginda ve 8-10 nm uzunlugunda glikoprotein sivri uglarina
sahip oldugu bilinmektedir (Wahid ve ark., 2019). KKKAYV, ii¢ segment igeren
negatif polariteli bir RNA genoma sahiptir. Kiigiik segment (S~1.7 kb) niikleokapsid
proteinlerini (NP) ve Orta segment (M~ 5.3 kb), olgun Gn (37-kDa) ve G¢’den (75-
kDa) olusan glikoproteinlerin {iretimini destekleyen M 1700 amino asitlerin
onciisiiniic (GPC) kodlamaktadir. M segmenti tarafindan kodlanan glikoprotein
presiirkor (GPC) tek bir protein olarak sentezlenir ancak translasyon sonrasinda
cesitli enzimler tarafindan yiizey glikoproteinlerine (Gn ve Gc) kesilerek
ayrilmaktadir. Biiylik segment (L~ 12,1 kb) viral polimerazi (RNA'ya bagimli RNA-
polimerazi; 450 kDa- L-RdRp) kodlamaktadir (Hager ve ark., 2022 ve Papa. 2019).

KKKAYV, virusun genis bir dagilimmi ortaya ¢ikaran diger kene kaynakli
viruslerden daha yiiksek genetik ¢esitlilik sergilemektedir. KKKAV’nun tam
genomik dizileri mevcut hale geldiginden, son yillarda yeni viral siniflandirmalar
sergilemektedir. Genomun S RNA segmentinin dizisi temelinde yapilan filogenetik
degerlendirmeler ve cografi kokene dayali olarak dokuz adet genetik soy
tanimlanmaktadir. Bunlar Afrika-1 (genotip 1), Afrika-2 (genotip II), Afrika-3,
(genotip Illa) ve Afrika 4 (genotip Illb); Asya-1 (genotip 1Va) ve Asya-2 (genotip
IVb); Europe-1 (genotip V), Europe-2 (genotip VI) ve Europe-3 (genotip VII) olarak
isimlendirilmistir (Garrison ve ark., 2020; Gruber ve ark., 2019 ve Portillo ve ark.,
2021).

1.1.2. Kinnm-Kongo Kanamal Atesi Virusu (KKKAV) Replikasyon

Dongiisii.

KKKA virionu, niikleoprotein (NP) ve RNA'ya bagimli RNA polimeraz
(RdRp; L proteini) tarafindan kapsidasyona tabi tutulan ii¢ segmentli, tek sarmall1 ve
negatif bir RNA (VRNA: viral RNA) genomu igermektedir. Hiicre membrani ile
fiizyondan sonra, viral genomik segmentlerin L proteini tarafindan viral mRNA’ya

kopyalar1 olusturulur ve bu yapilar, kep asirma yoluyla konakg¢1 hiicreden tiiretilmis

5



5' kep (capping) kazanirlar. Viral mMRNA’lar sitoplazmik ribozomlar tarafindan NP
ve L proteinlerine ¢evrilmektedir. Glikoprotein onciisii  (GPC), endoplazmik
retikulum (ER) ile iligkili ribozomlar tarafindan ¢evrilmis gibi gériinmektedir. Yeni
sentezlenen NP ve L proteininin bir kismi, antijenomik RNA (cRNA) i¢eren bir RNP
olusturarak genomik RNA’y1 kopyalamak i¢in kullanilmaktadir. GPC, ER Golgi’de
isleme ve olgunlagsmaya tabi tutulur ve sonug olarak viral zarfta sergilenen Gn ve
GcC’yi olusturmaktadir (Sekik 1.2.). Elde edilen olgun glikoproteinlerin ve genomik
RNP’lerin birikmesi neticesinde, Golgi’de yeni KKKAV partikiillerinin meydana

geldigine ve ardindan Golgi’den tiiretilmis vezikiillerde virion saliniminin olduguna

inanilmaktadir (Zivcec ve ark., 2016).
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Sekil 1.2. Kirim-Kongo kanamali atesi virusu (CCHFV) virion yapisi ve replikasyon dongiisii

(Zivcec ve ark., 2016).




1.1.3. KKKAYV Proteinleri

1.1.3.1. S Segmenti: NP ve NSS

S segmenti, KKKAYV partikiillerinde en bol bulunan viral protein olan N’yi
kodlamaktadir ve viral genomun Kapsidasyonunda anahtar rol oynamaktadir.
KKKAV’un N yapisi, polipeptidin N- ve C-terminal boliimlerinin katkida bulundugu
genis bir kiiresel alan ve ayrica kolun tepesinde korunmus bir kaspaz-3 boliinme
bolgesi iceren cikintili bir “’kol’’ diizenlemektedir. Biiyiik olasilikla kiiresel bolge
RNA baglanmasindan sorumludur. S segmenti ayrica yapisal olmayan bir proteini
ambisense yonde kodlayabilmektedir (Estrada ve De Guzman, 2011 ve Mirazimi ve
ark., 2021).
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Sekil 1.3. KKKA virus genom organizasyonu. KKKA virusu ii¢ segmentli negatif iplik¢ikli RNA
genomundan olugmaktadir. Kiigiik (~1.6 kb), orta (~5.4 kb) ve biiyiik (~12.1 kb) segmentler sirasiyla
N, GPC ve L proteinini kodlamaktadir. Kiigiik segment ayni1 zamanda zit anlamda yapisal olmayan bir
S proteinini (NSS) de kodlar. Kodlama bélgeleri, kodlamayan baolgeler (NCR’ler) ile gevrilidir
(Mirazimi ve ark., 2021).



1.1.3.2. M Segmenti: Glikoproteinler

M segmenti, tek bir poliproteini, glikoprotein 6nciisiinii (GPC) kodlamaktadir.
KKKAV GPC’nin olgunlasmasi ¢ok karmagsiktir ve diger bunyaviruslerdeki
glikoprotein isleme ile pek benzerlik gostermemektedir. GPC olgunlasmasi, virus
zarfina eklenen iki adet tip | transmembran glikoproteini, GN ve GC’yi ortaya
koymaktadir. Endoplazmik retikulum (ER) ve Golgi’deki GPC islemesi, iki yapisal
glikoprotein, GN ve GC ve GP160, GP85 ve GP38 olarak adlandirilan yapisal
olmayan proteinler ve yapisal olmayan M proteini (NSM) ile sonu¢lanmaktadir.
GPC, agir sekilde glikosile edilir ve ardindan proprotein dondstiiriiciiler dahil olmak
tizere konakgi proteazlar tarafindan boliinmesi bildirilmektedir (Estrada ve De
Guzman, 2011 ve Miazimi ve ark., 2021).

1.1.3.3. L Segment: Ovarian Tumor Proteaz, Niikleaz ve RARp

Nairoviridae ailesi tiyelerinin, diger tiyelere kiyasla alisilmadik derecede biiyilik
bir RNA'ya bagimli RNA polimeraz proteinine (neredeyse iki kati bityiikliikte) sahip
olduklar1 bildirilmektedir. Bu segment, tek bir agik okuma gergevesine sahiptir ve
yaklasik 4000 amino asitlik bir poliproteini kodlamaktadir. Ayrica, 1-609 amino
asitleri, yumurtalik tiimorii (OTU) sistein proteaz islevine sahip alanlar icermektedir.
Ayrica, OTU alan1 ve RdRp korunmus motifler arasinda yer alan diziler, potansiyel
bir 16sin fermuari ve bir C,H; ¢inko parmak motifi igermektedir (Hoing ve ark., 2004

ve Miazimi ve ark., 2021).

1.1.4. KKKA Hastah@imin Patogenez

Yapilan serolojik arastirmalarin sonuglart KKKAV’nun ilging bir sekilde hem
vahsi hem de evcil hayvanlar dahil olmak iizere ¢ok sayida omurgali tiiriinii etkin bir
sekilde enfekte edebilecegini gostermektedir (Spengler ve ark., 2016). Ancak bu

tiirler arasinda sadece insanlar, siddetli veya Oliimcil hastalik tablosuna


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6206615/#ref-5

sergilemektedirler. Diger taraftan insanlarda bile, cogu KKKAV enfeksiyonu hafif
veya subklinik bir seyir gosterebilmektedir (Bodur ve ark., 2012). Heniiz neden bazi
hastalarda ciddi veya 6liimciil bir hastalik gelisirken digerlerinde asemptomatik bir
enfeksiyon gelistigine dair kesin bulgular mevcut degildir. KKKAV’nun tip I
interferon sistemi silinmis olan farelerde siddetli veya oliimciil hastaliga neden olma
yetenegi, omurgali konak¢ilarda ~ dogustan  gelen  bagisiklik  tepkilerinin
KKKAYV patogenezini sinirlamada énemli bir rol oynadigini gostermektedir. Ayrica,
in vitro calismalar, retinoik asitle indiiklenebilir gen I'i (RIG-I), KKKAV’nun
dogustan gelen bir bagisiklik sensorii olarak tanimlamistir (Habjan ve ark., 2008;
Atkinson ve ark., 2012 ve Zivcec ve ark., 2013).

Bununla birlikte, daha dogustan gelen bagisiklik sensorlerinin KKKAV’nin
algilanmasina katkida bulunmasi muhtemeldir. Insanlarda yapilan retrospektif
caligmalar, Toll-benzeri reseptorlerdeki (TLR’ler) polimorfizmler ile hastaligin
siddeti arasinda korelasyonlar belirlemistir. Bu da TLR’lerin KKKAV’nun
kontroliinde onemli bir bagisiklik algilama yolu olabilecegini
diistindiirmektedir. TLR7, 8, 9 ve 10’daki polimorfizmlerin, Tirkiye’deki enfekte
hastalarda hastalik siddeti ve sonucu ile iligkili oldugu bulunmaktadir (Kizildag ve

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

Niikleer faktor-kappa B’deki polimorfizmlerin de artmis KKKA riski ile
iliskili oldugu ileri siiriilmektedir (Arslan ve Engin, 2012). Benzer polimorfizmlerin
KKKA ile iliskili olup olmadig1 ve diger cografi bolgelerdeki popiilasyonlardaki
vaka  siddeti  heniiz  bilinmemektedir. KKKAV  replikasyonu  apoptozu
indiikleyebildiginden, konak apoptotik  yollar KKKAV  replikasyonunu
kisitlayabilmektedir (Barnwal ve ark., 2016 ve Rodrigues ve ark., 2012) ve apoptoz
sirasinda aktive olan kaspaz 3, KKKAV niikleoproteinini pargalayabilmekte ve
boylelikle viral replikasyonu inhibe edebilmektedir (Karlberg ve ark., 2011 ve Wang
ve ark 2012).

KKKAV ayrica dogustan gelen bagisiklik sinyalini antagonize etmektedir.

KKKAV'un L segmenti, son zamanlarda dogustan gelen bagisiklik sinyal yollarinda
9
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yer alan proteinleri deubikitinasyon yoluyla dogal bagisiklik tepkilerini baskiladigt
gosterilen bir yumurtalik timorii benzeri deubiquitinaz (OTU) alanim1 kodlamaktadir.
KKKAV OTU alaninin ayrica interferon ile wuyarilan gen 15 (ISG15)
modifikasyonlarin1 pargalayabildigi bildirilmektedir (Frias-Staheli ve ark., 2007;
James ve ark., 2011 ve Scholte ve ark., 2017).

Ayrica, ISG15  modifikasyonlarmin  dogrudan  antiviral etkilerle
iliskilendirildigi ve ISG15'in kendisinin viral enfeksiyona karsi konagin dogal
bagisiklik tepkisini diizenledigi noktasindan hareketle, KKKAV OTU alaninin de-
ISGylation aktivitesinin viral patogenez i¢in 6nemli bir rol oynadigi belirtilmistir.
Deubiquitinaz aktivitesi eksik olan veya hem deubiquitinaz hem de de-ISGylation
aktivitesi eksik olan bir OTU’yu kodlayan rekombinant KKKAYV, interferon-
kompotent ancak interferon- kompotent olmayan hiicrelerde WT KKKAV ile
karsilastirildiginda viral biiylime kinetiklerinin azaldig tespit edilmistir. Bu da OTU
alaninin konaga ait interferon yanitlarinin iistesinden gelmede 6nemli oldugunu

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

Diger taraftan KKKAV OTU alaninin, insan ISG15’e kiyasla fare ISG15’e
yonelik afinitesi disiiktiir. Bu da fare ISG15’in farelerin KKAV enfeksiyonuna karsi
onemli bir bariyer olabilecegini diisiindiirmektedir. KKKA OTU alaninin ayrica
insan ISG15°1 i¢in ilgili Nairoviridae’nin OTU alanlarindan daha yiiksek afiniteye
sahip oldugu bildirilmektedir. Tiim bu veriler OTU alaninin KKKA i¢in énemli bir
viriilans faktorii olabilecegini diisiindiirmektedir (Capodagli ve ark., 2018 ve Deaton
ve ark., 2016).

Insan patogenezinde KKKAV ne kars1 adaptif immiin yanitlarin roliiniin daha
az oldugu bilinmektedir. Diisiik ya da eksik anti- KKKAV antikor yanitlarinin
siddetli hastalik ve 6limle iliskili oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte, antikor
yanitlariin  birincil KKKAV  enfeksiyonunun kontroliine katkida bulunup
bulunmadigr bilinmemekte ve hayatta kalanlarda bile ndtralize edici antikor
diizeylerinin diisiik oldugu bildirilmektedir (Ergonul ve ark., 2006 ve Hawman ve

ark., 2018).
10
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Tirkiye ve Giliney Afrika’da KKKAV’den kurtulanlardan alinan lineer
peptitler ve serum kullanilarak gerceklestirilen epitop haritalamasi sonunda, miisin
benzeri alan, GP38 ve Gn protein bélgelerindeki epitoplara karsi antikor
reaktivitelerini tanimlanmistir. Bununla birlikte, nétralize edici olmayan antikorlarin
farkli mekanizmalar yoluyla koruyucu olabilecegini ve hatta oliimcil KKKAV
tehdidine kars1 koruyucu olduklar1 bildirilmistir (Fritzen ve ark., 2018).

KKKAYV i¢in modifiye edilmis vaccinia virusu bazli asiyr degerlendiren
calismalar, korumanin hem hiicresel hem de hiimoral tepkiler gerektirdigini ortaya
koymustur. Bu da T hiicrelerinin KKKAV’ne kars1 as1 aracili korumanin 6nemli bir
bileseni olabilecegini diisiindiirmektedir (Buttigieg ve ark., 2014 ve Dowall ve ark.,
2018). Primer KKKAYV enfeksiyonunu kontrol etmede T hiicrelerinin rolii belirsizdir.
Periferik kanda dolasan CD3" ve CD8" T hiicrelerinin seviyelerinin dliimciil sonugla
pozitif korelasyon gosterdigi ve KKKA’dan kurtulan insanlarda KKKAV’ne 6zgiil
ve uzun Omiirlii CD8" T- hiicre varligi bildirilmektedir. Insan Iokosit antijen
alellerinin de KKKA’e kars1 koruma ve duyarhlik ile iliskili oldugu bulunmaktadir.
KKKAV’nun insanlasgtirilmig bir fare modeli, KKKAV enfeksiyonunun ardindan T
hiicrelerinin aktive oldugunu ve CD8" T hiicrelerinin sitolitik aktivitenin bir belirteci
olan yiiksek performans seviyelerine sahip oldugunu gostermektedir. Bununla
birlikte, T hiicre yanitlarinin enfeksiyonun ¢oziilmesine nasil katkida bulundugunu
anlamak i¢in daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢ oldugu bildirilmektedir (Spengler ve ark.,
2017).

Birincil KKKA enfeksiyonunun kontroliinde adaptif bagisiklik tepkisinin
roliinii anlamak konusunda, uygun hayvan modellerinin olmamasi nedeniyle hala
eksiklikler bulunmaktadir. Tip I interferon eksikligi olan fareler, adaptif bagisiklik
tepkilerinin  gelistirilmesinden Once hizli baslangicli Gliimciil  bir hastalik
sergilemekte ve bu durum bu modelin adaptif bagigiklik tepkilerini incelemek igin
uygunlugunu smirlamaktadir. Bununla birlikte, STATI1 eksikligi olan farelerde
yapilan calismalar, CD4" ve CD8" T hiicrelerinin erken aktivasyonunu
gostermektedir, bu hiicreler enfeksiyondan sonraki 3. giinde dalakta tespit edilebilir
diizeyin altinda kaldigindan, fareler antikor yanitlar1 saptanamadan enfeksiyona
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yenik diismiislerdir. Bir interferon blokaj antikoru ile tedavi edilen farelerin
kullanildig1 bir ¢alismada, adaptif immiin yanitlar1 eksik olan, ancak WT olmayan
fareler’de, enfeksiyondan en az 2 hafta sonrasi kalic1 viral replikasyon gbézlemis olup
bu durum adaptif immiin yanitlarin farelerde KKAV’nu kontrol edebilecegini
gostermektedir. Bu model ayn1 zamanda sitolitik T-hiicre aktivitesi gibi adaptif
bagisiklik tepkilerinin, KKKAYV enfeksiyonu sonrasinda karaciger hasari i¢in gerekli
olmadigin1 da gostermektedir. Bu veriler, KKKAV'nun, konak¢1 adaptif bagisiklik
tepkisinin viral replikasyonu kontrol etme girisimlerinden bagimsiz olarak dogrudan
karaciger hasarina neden olma yetenegine sahip oldugunu gostermektedir. Son olarak
bir sinomolgus makak modelinde (cynomolgus macaque model) KKKA’in adaptif
bagisiklik tepkisi ve hastalik sonucunun rolii hakkinda fikir saglanabilmistir. Bu
modelde ne antikor titrelerinin ne de antikorlarin nétralize edici aktivitesinin hastalik
sonucu ile bagintili olmadigi bildirilmistir. Bununla birlikte, bu modelde T-hiicre
yanitinin hastalik sonucuna olan katkisini degerlendiren caligmalara hala ihtiyag

oldugunu bildirmislerdir (Lindquist ve ark., 2018 ve Hawman ve ark., 2018).

1.1.5. Hastalik ve Teshis

Insanlarin kene 1siriklar1 ve enfekte hayvanlarin kesilmesi sirasinda ve saglik
merkezlerinde enfekte hastalarin bakimi sirasinda KKKAYV ile enfekte olabildikleri
bildirilmektedir. Birka¢ giinlik bir inkubasyon doneminden sonra, KKKA'nin ilk
semptomlar1 aniden ortaya c¢ikabilen spesifik olmayan atesli bir hastaliktir. Ani
baslayan ates, kas agrisi, ishal, bulanti ve kusma tipik olarak rapor edilmektedir.
Bundan sonra, hastalar viicudun c¢esitli yerlerinde kanamalar gostermeye bagladiklar
kanamali doneme girmektedir (Ergoniil, 2006). Ayrica, vaka 6liim oranlart salginlar
arasinda farklilik gostermekte ancak tipik olarak %5 ila %30 arasinda degismektedir.
Bununla birlikte, subklinik veya hafif KKKA vakalar1 fark edilmeyebilir ve
insanlarda KKKA enfeksiyonlarinin 6nemli bir boliimiinii temsil edebilmektedir

(Bodur ve ark., 2012).
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KKKAV'un bilinen genetik gesitliligine ragmen, KKKAV’nun enfekte edici
susunun hastalik siddetini ve sonucunu etkileyip etkilemedigi bilinmemektedir.
Yiiksek viral yiikler, erken antikor yanitlarinin olmamasi ve yiiksek diizeyde alanin
aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST), hastaligin kotii seyrinin
ortak belirleyicileridir (Duh ve ark., 2006 ve Hasanoglu ve ark., 2016).
Trombositopeni ve uzamis pihtilasma stireleri de siddetli vakalarda goriilmektedir.
Ayrica siddetli ve Olimciill KKKA vakalarinda inflamatuar sitokin seviyeleri
yiikselir, bu da KKKA enfeksiyonunun inflamatuar bir immiin yanit1 tetikledigini

gostermektedir (Hawman ve ark., 2018).

Stipheli KKKA vakalarinin teshisi, hastaligin viremik fazi sirasinda alinan kan
orneklerinde ters transkripsiyon-kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (RT-gPCR)
kullanilarak yapilabilmektedir. RT-qPCR, genellikle hastalik sonucu ile iligkili olan
viral yiikii de belirleyebilmektedir. Bu uygulamalar icin 6nemli olan husus,
KKKAV’nun genetik ¢esitliligidir. Bununla birlikte, ¢ok sayida KKKAV genotipini
taniyabilen test sistemlerinin gelistirildigi bildirilmektedir (Atkinson ve ark., 2014 ve
Sas ve ark., 2018). KKKAV’une 6zgii IgM ve 1gG antikorlarin saptanmasi igin
ELISA ve indirek immiinofloresan testi serolojik tami igin tercih edilen
yaklasimlardir. Ancak, ciddi KKKA vakalarinda antikor yanitlar1 genellikle
bulunmadigindan veya geciktiginden, bu testlerin hastaligin akut fazindaki erken

stipheli vakalar i¢in uygun olmayabilecegi bildirilmistir (Hawman ve ark., 2018).

1.1.6. Mevcut Antiviral Stratejiler

1.1.6.1. Niikleotid Analoglari

Viral RNA polimerazi hedefleyen bir ila¢ sinifi olan niikleozid analoglar1 hem
in vitro hem de in vivo olarak bir¢ok farkli viruse karst genis spektrumlu antiviral
aktivite sergilemektedir. Bunlarin ¢ogu su anda ortaya ¢ikan enfeksiyonlarda

terapotik kullanim i¢in aday ilaglar olarak degerlendirilmektedir Ribavirin,
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favipiravir ve 2’-deoksi-2’-florositidin dahil olmak tizere birkagi da anti-KKKAV
testlerinde kullanildig1 bildirilmektedir (Dai ve ark., 2021 ve Graci ve ark., 2013).

1.1.6.2. Ribavirin

Ribavirin, in vitro ve in vivo olarak bilinen genis spektrumlu antiviral
aktiviteye sahip bir purin niikleozid analog bilesigidir ve KKKA tedavisi i¢in Diinya
Saglhk Orgiitii (WHO) tarafindan onerilen tek antiviral ilag olarak bilinmektedir.
Watts ve ark. (1989), Afrika Yesil Maymun Bobrek hiicre dizisi (Vero) ile yapilan in
vitro testlerle ribavirinin gesitli KKKAV suslari iizereinde anti-KKKAV etkinligi
oldugunu bildirmislerdir. Ribavirinin koruyucu aktivitesi daha sonra KKKAV ile
enfekte olmus emziren farelerde (Tignor ve ark., 1993), sinyal transdiiseri ve
transkripsiyon-1 (STAT-1) aktivatorii (Bente ve ark., 2011) ve tip | interferon
reseptorii eksikligi olan (IFNAR™) farelerde incelenmistir (Hawman ve ark., 2018 ve
Oestereich ve ark., 2014). S6z konusu ¢aligmalarin ortak sonucu, klinik yarar gérmek
icin KKKAV'e karsi ribavirin tedavisinin enfeksiyondan hemen sonra baslatilmasi
gerekliligidir. Bununla birlikte, ribavirin’in tedavideki faydasina iliskin klinik
kanitlar tutarsizdir ve arastirmacilar ile klinisyenler arasinda tartigmalarin devam

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

Sistematik incelemeler ve meta-analizler, KKKA hastalar1 i¢in ribavirin’in
yetersiz etkinligini gostermektedir. Buna iliskili olarak yeterli fayda saglayabilmek
icin semptomlarin baglangicindan (<48 saat) sonra ribavirin ile erken tedavinin
gerekli oldugunu one siiriilmektedir. Hastaligin endemik oldugu iilkemizde yapilan
bazi c¢aligmalarda ise KKKA hastalarinda ribavirinin etkinliginin yetersiz oldugu

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

Favipiravir (T-705), influenza virusu enfeksiyonlarinin tedavisi igin
Japonya’da lisansli bir ila¢ olarak tretilmektedir, ancak siddetli akut solunum
sendromu koronavirus 2 (SARS-CoV2), Hantavirus ve Rift Vadisi Atesi virusu
(RVFV) ve KKKAV dahil olmak iizere diger yiiksek derecede patojenik RNA
viruslerine kars1 umut vaat etmektedir (Furuta ve ark., 2013; Delang ve ark., 2018 ve
Kaptein ve ark., 2020). Ayrica, iki grup, arastirmalarinda IFNAR™ fare modelinde
favipiravir'i KKKAV’e karst degerlendirdiginde, favipiravir tedavisinin g¢esitli
dokularda viral replikasyonunu etkili bir sekilde baskiladigini ve KKKAV
enfeksiyonlarimi takiben mortaliteyi azaltabilecegini ifade etmistirler (Oestereich ve
ark., 2014 ve Hawman ve ark., 2018).

Oestereich ve ark. (2014), favipiravir tedavisinin, tedaviye ge¢ baslansa bile,
KKKA enfeksiyonunu takiben Oliimcil bir sonucun Onlenmesinde ve viral
replikasyonun inhibe edilmesinde etkili oldugunu bildirmektedirler. Ayrica,
favipiravir ve ribavirin'in in vitro sinerjistik etki sergilediklerini, her iki ilacin daha
diisiik dozlarimimn in vivo olarak klinik etkinlikle kombine bir tedavi uygulamasi

seklinde yan etkilerden ziyade faydali olabilecegini diistindiirmektedir.

Hawman ve ark. (2018), tarafindan yapilan c¢alismada, favipiravir,
enfeksiyondan alt1 giin sonra uygulandiginda bile klinik fayda gosterdigini
bildirilmistir. Yine bu arastiricilar, favipiravirin bir sinomolgus makak modelinde

KKKAYV enfeksiyonuna karsi terap6tik etkinlige sahip oldugunu bildirmektedir.

1.1.6.4. 2’-deoksi-2’-florositidin

Yukarida bahsedilen ribavirin ve favipiravire ek olarak, bunyavirus
enfeksiyonlarina karst one ¢ikan birka¢ baska genis spektrumlu inhibitér de rapor
edilmektedir. Welch ve ark.(2017), bir raportor proteini kodlayan bir rekombinant
KKKAYV kullanarak KKKAV antiviral ilag kesfi i¢in yiiksek verimli bir tarama
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tahlili gelistirdiler ve potansiyel bir KKKAYV antiviral olarak 2’-deoksi-2'-florositidin
adli bir bilesik tanimlamislardir.  Yapilan in vitro c¢alismada favipiravir veya
ribavirin’den daha {stiin inhibitér aktiviteye sahip oldugunu gdsterdiklerini
bildirilmisgtir. Ayrica 2'-dFC’nin  sitotoksisiteye neden olmadan KKKAV
replikasyonunu inhibe etmek icin favipiravir ile sinerjistik olarak etki ettigini
gostermislerdir, bu da 2'-dFC ve favipiravir ile kombinasyon tedavisinin

potansiyelini ortaya koymaktadir.

Smee ve ark. (2018), ayrica IFNAR™ fare modelinde genis spektrumlu bir
bunyavirus  inhibitérii  olarak  2'-FdC’nin  potansiyelini  arastirdiklarini
bildirmislerdir. 2'-FdC’nin hem RVFV’e hem de trombositopeni sendromu viruslu
(SFTSV) siddetli atese karsi inhibitor etkinligi oldugunu ve bu nedenle belirli
bunyavirus enfeksiyonlarmin tedavisi igin umut verici bir aday oldugunu
belirtmislerdir. Bununla birlikte, KKKAV enfeksiyonunun hayvan modellerinde 2’-
FdC’nin nasil performans gosterdigi belirsizligini korumaktadir (Dai ve ark., 2021 ve

Hawman ve ark., 2018).

1.1.6.5. OTU Proteaz inhibitorleri

Bircok virus, viral replikasyonda ve dogustan gelen bagisikliktan kaginmada
onemli bir rol oynayan deubiquitinating (DUB) enzimlerini kodlamaktadir. KKKAV
L proteini, dogustan gelen konakgr antiviral bagisiklik tepkilerini atlatmak igin
ubikuitin (Ub) ve interferon ile uyarilan gen 15’1 (ISG15) baglayan ve protein
hedeflerinden uzaklastiran DUB aktivitesi de sergileyen bir OTU alani icermektedir.
Bu, KKKAV OTU’nun DUB aktif bolgesini oldukga ¢ekici bir ilag hedefi haline
getirmektedir. Cilink{i aktivitenin bozulmasmin sadece viral replikasyona dogrudan
miidahale etmesi degil, ayn1 zamanda enfeksiyon iizerine bagisiklik tepkilerini de

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

Kocabas ve Aslan. (2015), KKKAV’e karsi potansiyel antiviral aktiviteye
sahip olabilecek KKKAV OTU inhibitorlerini taramak icin KKKAV OTU
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proteazinin bir floresan raportdr analizini gelistirdiklerini bildirmektedirler. Iki
molekiiliin (6zellikle fenantrenkinon bilesiginin) gézle goriliir bir OTU inhibitor

aktiviteleri oldugunu in vitro olarak gosterdiklerini bildirmektedirler.

Scholte ve ark. (2019), KKKAV OTU'nun UbV-CC4 tarafindan stabil
isgalinin, sadece OTU’nun IFN antagonist fonksiyonunu inhibe ederek degil, aym
zamanda RNP komplekslerinin olusumunu bloke ederek de viral biiylimeyi giiclii bir
sekilde inhibe ettigini gostermislerdir. Bu c¢alismalar, KKKAV OTU’sunu
hedeflemenin ikili antiviral potansiyelini gosterdigini ve OTU’ya 06zgii antiviral
ilaclarin gelistirilmesi i¢in 6nemli bir kavramsal temel sagladigi bildirilmektedir.
KKKAV OTU inhibitorlerinin antiviral potansiyeline iliskin veriler in vitro
olusturuldugundan, daha fazla in vivo calismalar gerekli oldugu arastirmacilar

tarafindan bildirilmektedir.

1.1.6.6. Interferon (IFN)

Dogustan gelen bagisiklik tepkisi, memeli hiicrelerinde viral enfeksiyonlara
kars1 konak savunmasinin ilk baglangici olarak bilinmektedir (Zhou ve ark., 2018).
Ancak onceki calismalar, KKKAV enfeksiyonunun, 6zellikle IFN-a ve IFN-B olmak
tizere tip [ interferonlarin (IFN’ler) 6nemli o6lclide salgilanmasi ve ardindan
interferon ile uyarilan genlerin (ISG’ler) yukari regiilasyonu ile sonuglandigini
gostermektedir (Kozak ve ark., 2020 ve Papa ve ark., 2015).

Andersson ve ark. (2004a), tarafindan yapilan g¢aligmalarda, IFN-a ile 6n
tedavinin, biiyiik olasilikla MxA gibi ISG’lerin indiiklenmesinden dolay1 in vitro
olarak KKKAV’ne karsi antiviral aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Diger
taraftan, KKKA enfeksiyonu, sonraki IFN-a ile tedaviye neredeyse duyarsizdir ve
ayrica KKKA’e kars1 IFN kullanimina iligskin bugiine kadar hicbir pozitif klinik veri
mevcut degildir (Andersson ve ark., 2008b). 1985’te Giiney Afrika’da

gerceklestirilen tek klinik uygulamada, hastalara ve temashilara insan IFN-o
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uygulanmisg, ancak ciddi yan etkiler nedeniyle bu tedavinin kesildigi bildirilmistir
(Van Eeden ve ark., 1985).

Son zamanlarda, Bordi ve ark. (2015), tip III IFN’nin (IFN-A1) ayrica bir anti-
KKKAYV aktivitesine sahip oldugunu, ancak tip I IFN (IFN-a) ile karsilagtirildiginda
bu etkinin daha az oldugunu bildirmisler. Ek olarak, insan A549 ve Huh7 hiicre

hatlarinda IFN-A ve IFN-a arasinda bariz bir antagonistik etki gézlemlemistir.

1.1.6.7. Antikor Tedavisi

Antikor miihendisliginin ilerlemesiyle, antikor tedavisi son yillarda istikrarl
bir sekilde biiyiimektedir. Antikorlarin, 6zellikle monoklonal antikorlarin (mAb’ler),
Ebola ve Lassa viruslerinin neden oldugu olanlar da dahil olmak {izere, in vitro ve in
vivo modellerle hemorajik ates virusu ile iliskili birkag enfeksiyon hastaliginin
tedavisinde etkili oldugu arastiricilar tarafindan gosterilmektedir (Qiu ve ark., 2014
ve Cross ve ark., 2016).

1.1.6.7.1. Nekahat Donem Serumu (Convalescent Serum)

Sinirli  sayidaki caligma ile immiinoterapinin  KKKAV enfeksiyonlar
sonrasinda kullaninminin bazi klinik faydalar gosterebildigi ifade edilmektedir.
Farelerde yapilan asi1 caligmalari, antikorlarin KKKAV enfeksiyonunu onlemede
onemli bir rol oynadigini gostermektedir (Buttigieg ve ark., 2014 ve Dowall ve ark.,
2016).

Dondorlerden alinan nekahat serumu bazi KKKA vakalarinda kullanilmis ve
Ozellikle intravendz inflizyon yoluyla, daha erken zamanda baslanan ve daha uzun
siire boyunca ve 200 mL’den biiylik hacimlerde uygulanmasinin klinik siirece
katkisinin  olabilecegi bildirilmistir (Keshtkar-Jahromi ve ark., 2011). Donérlerin

plazma havuzundan elde edilen spesifik insan immiinoglobulininin (KKKA-Venin),
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Bulgaristan’da yedi KKKAV hastasinda test edilerek iyi terapotik etkiler
gosterdikleri bildirilmistir (Vassilenko ve ark., 1990). Bununla birlikte, iyilesen
hasta serumlarinin etkinligi, genis 6rneklem gruplari ile yapilan randomize kontrollii
klinik ¢aligmalarda degerlendirilmemistir. Bu nedenle simdiye dek paylasilan higbir
calisma, KKKA’nin maruziyet sonrasit profilaksisi veya tedavisi i¢in spesifik
immiinoglobulinlerin etkinligini kanitlar diizeyde degildir (Bertolotti-Ciarlet ve ark.,
2005).

Sinirli kaynaklar, bireysel farkliliklar ve kan iriinlerinin karmasikligir gibi
faktorler, nekahat donemindeki serumlarin genis ¢apta benimsenmesini engelleyen
Oonemli riskleri de beraberinde getirmektedir. Bu nedenle, nekahat dénemindeki
hastalardan alinan serum veya immiinoglobulin genellikle acil durumlarda

kullanilabilecegi bildirilmistir (Dai ve ark., 2021).

1.1.6.8. KKKAYV ve Asi

Su anda, KKKAYV i¢in tek asi, yenidogan fare beyinlerine adapte edilen
virusun inaktive edilmis bir preparasyonudur. Ancak bu as1 yalnizca Bulgaristan’da
kullanilmis ve risk altindaki diger iilkelerde kullanimi onaylanmamaistir. Bu tip aginin
Olceklenebilirligi ve giivenlik endiseleri, muhtemelen bu asmnin yaygin olarak
kullanilmasini 6nleyecektir ve KKKAV i¢in yeni as1 platformlarina ihtiya¢ oldugu

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

KKKAV asilart gelistirmek ve bunlart klinige getirmek icin KKKAV
arastirmacilari arasinda uluslararasi bir 1s birligi baslatilmistir
(http://www.cchfvaccine.eu/) ve bu grup tarafindan gelistirilen birka¢ asi, klinik
oncesi denemelerde umut vaat etmektedir. KKKAV’nun glikoproteinlerini eksprese
eden modifiye edilmis vaksiniya virus asist farelerde letal KKKAV enfeksiyonuna
karst %100 koruma sagladigi arastirmacilar tarafindan bildirilmektedir. Ayrica DNA

bazli agilama veya VLP (Virus Like Particle-Virus Benzeri Pargacik) asilamanin da
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olimciil KKKAV tehdidine kars1 koruma sagladigr bildirilmektedir (Buttigieg ve
ark., 2014; Garrison ve ark., 2017 ve Hinkula ve ark., 2018).

Bir baska arastirmada, KKKAV glikoproteinlerini eksprese eden transgenik
bitkilerle beslenen fareler, glikoproteinlere karsi antikorlar gelistirmis olmasina
ragmen bu platformun KKKAV tehdidine karsi etkinliginin test edilmedigi
bildirilmistir (Ghiasi ve ark., 2011). Ilging bir sekilde, glikoproteinleri iceren alt
birim asilar farelerde immiinojenik olsalar da KKKAV tehdidine karsi koruyucu
bagisiklik tepkilerini indiiklemeyebildikleri bildirilmektedir (Rahpeyma ve ark.,
2017). Formalin ile inaktive edilmis bir KKKAYV preparatinin da farelerde KKKAV
enfeksiyonuna kars1 koruyucu oldugu da ifade edilmistir (Canakoglu ve ark., 2015).

Glikoproteinlere ek olarak, KKKAV’nun S segmenti tarafindan kodlanan
niikleoproteini (NP) asilar ya kendi basma ya da hem niikleoprotein hem de
glikoproteinleri iceren kombinasyon platformlarinda hedeflenmistir. Ozellikle,
KKKAV’nun niikleoproteinini eksprese eden bir adenovirus ile asilama, farelerde
olimciil KKKAV tehdidine karst dnemli bir koruma sagladigi ve niikleoproteine
kars1 yonlendirilen bagisiklik tepkilerinin glikoproteinlere verilen tepkilerden
bagimsiz olarak koruyucu olabilecegini gostermektedir (Hinkula ve ark., 2017 ve
Zivcec ve ark., 2018).

KKKAV’nun niikleoproteinini eksprese eden modifiye edilmis vaksiniya
virusu kullanarak hazirlanan asinin immiinojenik olmasina ragmen, O6liimciil
KKKAYV tehdidine karsi koruma saglamada basarisiz oldugu ve niikleoprotein bazli
astlarin sagladigi korumanin eksik oldugu bildirilmektedir. Ancak, daha farkli
KKKAV suslart arasinda bile, niikleoproteinin, genis Olglide koruyucu bagisiklik
tepkileri olusturmak icin as1 preparatlarina dahil edilmeye deger olabilecegini 6ne

siirmektedir (Hawman ve ark., 2018).

Bir bagka arastirmada, KKKAV’nun Niikleokapsid Proteini eksprese edildigi
stirastyla Bovine Herpesvirus Tip 4 (BoHV-4) ve insan adenovirus (AdS) vektorleri

kullanildigi bildirilmektedir. Bu asilarin IFNa/BR™ Fare Modellerinde liimciil
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KKKAV’ karsi sirastyla %75 ve %50 koruyuculuk saglanmalart rapor edilmistir
(Farzani ve ark., 2019).

1.1.7. Monoklonal Antikorlar (mAb)

Antikorlarin 1962’de Gerald M. Edelman (1929-2014) ile birlikte Nobel
fizyoloji Odiilii’nii alan Ingiliz biyokimyact Rodney Robert Porter (1917-1985)
tarafindan kesfedildigi bilinmektedir. Antikorlar, B tipi lenfositlerden kaynaklanan
plazmositler tarafindan salgilanan proteinler olarak bilinmektedir (Buss ve ark.,
2012).

Laboratuvar  kosullarinda mAb’leri sentezlemek i¢in ilk teknoloji
Cambridge’den Georges Kohler ve Cesar Milstein tarafindan gelistirilmistir. Antikor
tireten bir hiicreyi bir timor hiicresiyle kaynastirarak sinirsiz bir antikor {iretimine
neden olduklarini bildirmiglerdir. Arastirmalari, ti¢ sayfalik bir rapor seklinde,
1975’te Nature’da yayinlandi ve bugiline kadar 10.000’e¢ kadar atif topladigi
bilinmektedir. Onerilen teknoloji (hibridomlarin elde edilmesi) birkag asamayi
icermektedir: laboratuvar farelerinin bilinen bir antijene karsi bagisiklanmasi, fare
dalagindan B lenfositlerinin ¢ikarilmasi (antikor iireten hiicreler) ve bunlarin bilinen
antijene kars1 siirekli olarak antikor sentezleyebilen miyelom hiicrelerine
kaynastirilmasi. Milstein ve Kohler, aragtirmalar1t i¢in 1984 yilinda Nobel
Fizyoloji/Ttp Odiilii'nii aldiklart bu teknikleri, hastaliklarin teshis ve tedavisinde
kullanmak suretiyle ¢ok biiyiik ekonomik degerlere sahip kiiresel bir biyoteknoloji
endiistrisi yaratti@i bildirilmektedir (Kohler ve Milstein,1975 ve Sirbu ve ark.,
2021).

Monoklonal antikorlarin ilk kez Philip Stashenko ve Lee Nadler tarafindan
1979°da gelistirildigi bildirilmektedir. Bu antikorlar, lenfomali insan deneklerde
kanser hiicrelerinin ylizeyindeki antijenlere karsi fare hiicrelerinden yapay olarak

sentezlendigi gostermektedir. Bununla birlikte, timor antijenlerine bagli az sayida
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murin antikoru, insan viicudu tarafindan yabanci hiicreler (antijenler) olarak da

algilanmaktadir (Nadler ve ark., 1980; ).

1986’da FDA, ilk terapotik mAb olan muromonab-CD3’li onayladigi
bilinmektedir. Bu antikor, secici immiinosupresif etkiler yoluyla bobrek nakli reddini
azaltigi bildirilmektedir. Bununla birlikte, murin mAb’lerinin uzun siireli
kullanimindan sonra, insan anti-murin antikorlarinin (HAMA) gelismesiyle

etkinlikleri biiyiik Ol¢lide azaldig1 arastirmacilar tarafindan bildirilmektedir (Cai,

2018).

Ikinci nesil biyolojik tedaviler 1990’larin basinda, degisken murin bdlgeleri ve
sabit insan bdlgelerini tagiyan Kimerik mAb’larin sentezlendigi bilinmektedir
(Morrison ve ark., 1984).

1990’larin sonlarinda ise insanlastirilmig antikorlara dayali iiglincii nesil
biyolojik tedaviler ortaya ¢iktigi bildirilmektedir. Boylelikle mAb’lerdeki murin
amino asit dizilerinin yiizdesindeki azalma, insan viicudundaki immiinojenisitelerini

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

Genetik miihendisliginde devam eden gelismeler ve transgenik fare
teknolojisinin gelisimi ile 2000 yilinda insan mAb’leri elde edildigi bildirilmektedir.
Bu antikorlarin 6zgiilliik, se¢icilik, homojenlik, diisiik toksisite ve biiylik miktarlarda
tiretim kolayligi gibi bir¢ok avantaji beraberinde getirmektedir. Bununla birlikte,
yiiksek molekiiler agirliklari, dokulara derinlemesine niifuz edememeleri ve plazma
zarindan disiik gecirgenlikleri ile bu antikorlarin kullanimlarmin smirlandigi

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

Terapotik degeri onaylanmis veya klinik ¢aligmalarda test edilen ¢ok sayida
mADb i¢in Ekim 2008’de Diinya Saglik Orgiitii tarafindan birlesik bir terminolojinin
hazirlanmasina karar verilmistir. Bu terminoloji, antikorun etki ettigi hedefi ve

antikorun kaynagini dikkate almaktadir. Ancak, ‘Monoklonal antikor’un kisaltmasi
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olan yaygin bir sonek ile mab ve adin benzersizligini veren bir 6nek vardir (Lai ve
ark., 2017 ve Sirbu ve ark., 2021). isimlendirmeye iliskin gegerli giincel yaklasim

Sekil 1.4.”de sunulmustur.

Murine Chimeric Humanized Human
-momab -ximab -zumab -umab
Prefix Target Anfi'body Source Suffix Some Examples

Non- Viral =Vir- Pali-vi-zu-mab (humanized antiviral Mab)

tumor | Bacterial -bac- “U- Human

Target | Immune «lim-
Infectious lesi -les- -0~ Murine Ada-lim-u-mab (human Mab against
Antifungal -fung- immune diseasetarget) |
Cardiovascular -cifr)- | -a- | Rat " E-fung-u-mab (human antifungal Mab)
Neurologic -ne(r)-
Interleukins -kin- -0- Hamster Bapi-neu-zu-mab (humanized Mab against
Musculoskeletal -mul- neurobiology target)

Variable Bone .0s- |- | Primate ‘Mab  {ste-kin-u-mab (human anticytokine Mab)

Toxin as target -toxa- | -xi- Chimeric

Tumor | Colon -col Den-o0s-u-mab (human antibone target

target | Melanoma -mel- -zu- | Humanized Mab
Mammary -mar- Ab-ci-xi-mab (chimeric Mab against CV
Testis -got- -axo- | Rat/murine target)
Ovary ~gov- hybrid Ore-gov-0-mab (murine Mab for ovarian
Prostate -pr(o)- | -xizu- | Chimeric + cancer)

B humanized Adeca-tum-u-mab (human antibod

o s against miscellaneous tumor targe{)

Sekil 1.4. Murin, kimerik, insanlastiritlmis ve tamamen insan antikorlar1 dahil olmak iizere pazarlama
i¢cin onaylanmig farkli terapotik monoklonal antikor bigimleri ve ayrica yapi, kaynak ve hedefe gore
jenerik adlarin her birine uygulanigi (Dimitrov ve Marks, 2008).

1.1.7.1. Antikorlarin Bagisiklik Tepkisindeki Rolii

Bagisiklik sistemi iki kisimda ele alinabilmektedir. Dogustan gelen bagisiklikta
cesitli fiziksel ve biyokimyasal engeller ve yabanci organizma veya molekiile
spesifik olmayan yanit veren hiicreler aracilik etmektedir. Dogal bagisiklik, ayni
yabanct maddeye tekrar maruz kalindiginda benzer bir tepki ile karakterizedir.
Bagisiklik sisteminin ikinci kismi olan adaptif bagisiklik, lenfositler olarak
adlandirilan hiicreler tarafindan diizenlenir ve ayni yabanci maddeye yeniden maruz
kalindiginda daha gelismis bir verimlilik ile karakterizedir. Bu sistemde antikorlar
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onemli bir rol oynamaktadirlar. Adaptif immiin yanitta iki ana tip lenfosit rol
oynamaktadir, T lenfositleri ve B lenfositleri. T lenfositler, sitotoksik T lenfositler ve
‘yardimcr’ T lenfositler (helper) olarak alt boliimlere ayrilabilmektedir. Sitotoksik T
lenfositler, bir ylizey antijen reseptorii, T hiicre reseptorii araciligryla yabanci veya
enfekte olmus hiicrelere baglanarak onlari lize etmektedir. Yardimci T lenfositleri
hem T hem de B lenfositlerinin yanitini kontrol etmede diizenleyici bir rol
oynamaktadir. B lenfositleri etkilerini yabanci maddeye baglanan ve eliminasyonu
icin spesifik mekanizmalar baslatan antikor molekiilleri iireterek gostermektedirler.
Antijen, hiicre yilizeyindeki antikor molekiillerinin kullanimi yoluyla B lenfositleri
tarafindan tanimlanmaktadir. Her bir B lenfositi, rastgele, antijenden bagimsiz bir
siirecte gelisimi sirasinda tek tek hiicre tarafindan immiinoglobulin genlerinin
yeniden diizenlenmesinin bir sonucu olarak yiizeyinde tek bir 6zgiilliik ile antikor
molekiilleri tagimaktadir. Her birey ayni1 anda milyonlarca B hiicresine sahip olacak
ve boylece bir "poliklonal" popiilasyon olusacagi bilinmektedir. Bir antijen viicuda
girdiginde, antijen iizerinde bulunan antijenik belirleyicilere (epitoplar) baglanabilen
antikor molekiillerine sahip herhangi bir B hiicresi tarafindan taninmaktadir. Bu
tanima, ¢ogalma ve farklilagsmaya yol acan hiicrenin aktivasyonuna yol agmaktadir

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

Protein antijenleri s6z konusu oldugunda, bagli antijen molekiilleri B hiicresine
igsellestirilir ve peptitlere indirgenir. Bu antijen peptitlerinin bazilart daha sonra
hiicre ylizeyine tasinan ve B hiicresi tarafindan "sunulan" bir kompleks olusturmak
icin major histocompatibility complex (MHC) sinif II molekiillerine baglanir ve B
hiicresi tarafindan ‘presente’oldugu bildirilmektedir. B hiicreleri, dendritik hiicreler
gibi diger hiicre tiplerine kiyasla antijen sunumunda nispeten zayif olmasina ragmen,
bu kompleksler T lenfositlerinde bulunan reseptorler, T hiicresi reseptorleri
tarafindan taninabilmektedir. Uygun tanima gergeklesirse, T hiicresi, ¢ogalmay1 ve
farklilagmayr uyarmak i¢gin B  hiicresine sinyaller seklinde ‘yardim’
saglayabilmektedir. Dolayisiyla bu siireg, bir ‘T-hiicresine bagimli B hiicre yaniti’na

yol agtig1 bildirilmektedir (Marshal ve ark., 2018 ve Rajewsky, 1996;).
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Proliferasyon, orijinal aktif B hiicresi ile aym spesifiklige sahip biiylik
miktarlarda ¢6ziiniir antikor salgilayabilen plazma hiicrelerini veya yeniden antijen
maruziyet iizerine hizlandirilmis bir bagisiklik tepkisi olusturan hafiza hiicrelerini
olusturmak tizere farklilasabilen 6zdes hiicrelerin bir klonu ile sonu¢lanmaktadir.
Bellek hiicresi aracili  ‘ikincil” yanit, immiinoglobulin gen lokuslarindaki
hipermutasyona bagli olarak daha yiiksek afiniteli antikorlarin iiretilmesi ve ardindan
afinite olgunlagmasi olarak bilinen bir siire¢ olan antijen giidimli se¢im ile

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

1.1.7.2. Antikorlarin Yapis1 ve Islevi

Antikor molekiillerinin, birincisi antijene baglanmak ve ikincisi viicuttan
atilmasi tetiklemek olmak tlizere iki temel islevi vardir. Bu nedenle antikorlar hem
antijen molekiiliine baglanma yetenegine hem de daha sonra yabanci maddeyi
elemine edebilen efektér sistemin molekiillerini baglama ve harekete gegirme
yetenegine sahip olan 'adaptor' molekiillerdir. Ancak her durumda antikor aym
efektor sistemleri tetikleyebilmelidir. Bunu basarmak i¢in antikor molekiilii, ¢ok
cesitli farkli antijenlere baglanma spesifisitelerinin gelistirilmesine uyum saglamak
icin protein dizilimi ve yapisinda degisiklik gosteren degisken bolgeler ve her
antikorda biiylik Ol¢lide ayni olan sabit bolgeler gelistirdigi bildirilmektedir. Sabit
bolgeler, molekiiliin ortak yapisini korur ve fagositozu aktive etmek i¢in makrofajlar
tizerindeki Fc reseptorlerine kompleman baglanmas1 gibi efektor sistemlerle
etkilesime izin  verdigi  goOsterilmektedir.  Antikor  molekiiller1  ayrica
immiinoglobulinler olarak da bilinmektedir. Ancak ‘Immiinoglobulin’ terimi,
molekiiliin baglanma 6zgiilliigii karakterize edilsin veya edilmesin antikor proteini
icin gegerlidir, oysa antikor terimi antijene 6zgii bir immiinoglobulin oldugunu ifade
etmektedir. Pratikte bu iki terim genellikle birbirinin yerine kullanilmaktadir (Harris
ve ark., 1997 ve Padlan, 1994).
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Sekil 1.5. Bir IgG molekiiliiniin protein zincirlerinin organizasyonunun gosterimi.

Daha yiiksek memeliler, IgG, IgM, IgA, IgE ve IgD olarak adlandirilan bes
immiinoglobulin smifina (izotip) sahiptirler. Antikorlarin ¢ogu uygulamasinda
kullanilan bunlardan en bol olani, ikincil bagisiklik tepkisi (Secondary immune
response) tarafindan iiretilen ana antikor sinifi olan IgG smifi olarak bilinmektedir.
IgG molekiilii, yaklasik 50 kDa’lik iki agir zincir ve yaklasik 25 kDa’lik iki hafif
zincir olmak tizere dort polipeptit zincirinden olugmaktadir (Sekil 1.5). Bunlarin her
biri, bir i¢ disiilfit bag: ile stabilize edilmis yaklagik 110 amino asitlik ayr1 ayr
katlanmis yapisal alanlara boliindiigii bildirilmektedir. Bunlar, alanlarin birbirine
gore hareketine izin veren nispeten esnek protein zincirinin kisa bolgeleriyle
birbirine baglanmaktadir. Her hafif zincir, bir degisken alan (VL) ve bir sabit alan
(CL) ve her agir zincir bir degisken alan (VH) ve {i¢ sabit alan (CH1, CH2 ve CH3)
icermektedir. Agir ve hafif zincir degisken alanlari, antijen baglama bdlgesini
olusturmak iizere birlesmesi bildirilmektedir. Agir ve hafif zincirler, CL ve CHI
alanlar1 arasindaki bir disiilfid bagi ile baglanmaktadir. Mentese (hinge) olarak

bilinen esnek bir bolge, her bir agir zincirin CH1 ve CH2 alanlarimi birbirine baglar
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ve bu noktada iki agir zincir, disiilfid baglar1 ile baglanmaktadir. CH2 alani normal
olarak glikosile edilir ve her bir agir zincirin CH3 alanlari, kovalent olmayan
etkilesimlerle birbirleriyle birlesmeleri bildirilmektedir. Antikorlarin yapisi ve islevi
lizerine yapilan ¢ok erken calismalar, antikor proteininin proteolizini kapsamli bir
sekilde kullandi ve bu, antikorun farkli bdlgeleri i¢in yaygin olarak kullanilan
terminolojiye yol ag¢maktadir (Sekil 1.6). Antikor mentesesinin etrafindaki alan,
sikica katlanmis alanlara gore proteolize daha duyarhidir ve bu nedenle bu, proteolitik
boliinmenin  genellikle gerceklestigi nokta oldugu bilinmektedir. Mentese
bolgesindeki disiilfid baglarinin iizerindeki proteoliz, agir zincirin N-terminal iki
alani ile hafif zincir igeren monovalent Fab (fragman antijen baglama) fragmanlar
ile sonuglanmaktadir (Padlan, 1994; Poljak ve ark., 1973 ve Warington ve ark.,
2011).

F(ab')2

1

Fe

Sekil.1.6. IgG'nin antijen baglayici F(ab')2 bolgesini ve CH2 alanina eklenmis karbonhidratli Fc
bolgesini gosteren alan yapist.

Fab fragmani bdylece bir fonksiyonel antijen baglama bodlgesi icermektedir. Bir
veya daha fazla mentesenin hemen altinda proteoliz disiilfid baglari, iki degerli
F(ab)2 fragmani ile sonuglanmaktadir. CH2 ve CH3 alanlarn birlikte efektor
molekiillerin baglanmas1 i¢in yerleri iceren Fc fragmanimi (parca kristalli)
olusturmaktadir. Bozulmamis IgG  molekiiliniin  esnekligi  kristallesmeyi
engellediginden, bu fragmanlar antikor yapisinin kristalografik belirlemeleri igin
yakin zamana kadar baglangic noktalari olarak bildirilmektedir. Bu nedenle,

literatiirde Fab fragmanlari i¢in 50°den fazla yapi ve mentese bolgeleri silinmis
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immiinoglobulin yapilart bulunurken, bozulmamig bir IgG’nin yalnizca bir tam
olarak tanimlanmis yapisi oldugu bildirilmektedir (Harris ve ark., 1997; Marshal ve
ark., 2018 ve Warington ve ark., 2011).

1.1.7.3. Monoklonal Antikorlarim Uretilmesi ve Hibridoma Teknolojisi

MAD’lerin iiretimi igin geleneksel olarak kullanilan teknikler, Kohler ve
Milstein(1975)’in orijinal raporuna dayanmaktadir. Hibridoma teknolojisi olarak
bilinen bu teknolojinin, 6rnegin proteinler, niikleik asitler, karbonhidratlar ve
haptenler gibi cok cesitli farkli antijenlere dnceden belirlenmis spesifiklige sahip
kemirgen antikorlar1 liretebildigi kanitlanmistir. Her bir B hiicresi, tek bir spesifiklige
sahip antikor trettiginden, tek bir spesifiklige sahip antikorlarin iiretimi, ayr1 B
hiicrelerinin izolasyonunu gerektirmektedir. Bununla birlikte, B hiicreleri kiiltiirde
normal olarak biiylime yetenegine sahip degildir ve bu nedenle dogrudan B
hiicrelerinden MADb’lerin {iretilmesi mimkiin degildir. Hibridoma teknolojisi,
potansiyel olarak sinirsiz miktarlarda tiretilebilen, tek bir monoklonal antikor
salgilayan B hiicrelerinden hibrit hiicre hatlarinin iiretilmesine izin vermektedir.
MAD’lerin hibridoma teknolojisi ile tiretilmesine yonelik genel sema, (Sekil 1.4°de)
gosterilmektedir. Fareler, bir MADb’nin gerekli oldugu antijenin enjeksiyonu ile
bagisiklanir. Rat’lar da MADb’ler olusturmak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.
Yapilan literatlir denemesinde bazi durumlarda (6zellikle fare antijenlerine karsi
antikorlar gerekli oldugunda) hamsterler (Houlden ve ark., 1991), tavuklar
(Nishinaka ve ark., 1991) tavsanlar (Speiker-Polet ve ark., 1995) ve diger tiirlerin bu
amagla kullanildig1 goriilmektedir. Bir bagisiklik tepkisi yiikseldiginde, B hiicreleri
kemirgenden, genellikle dalaktan hasat edilir ve bunlar hiicre zarlarinin fiizyonunu
tesvik eden kimyasallar (6rnegin polietilen glikol gibi) ile muamele edilmesiyle
miyelom hiicreleri ile kaynastirilir. Miyelom hiicreleri, bir B hiicre tiimdriiniin
mutant hiicre dizisinden tiiretilir ve herhangi bir immiinoglobulin salgilamayan ve
esasen Oliimsiiz olan ve kiiltirde kolaylikla biyiitiilebilen hiicreler olarak
tanimlanabilir. Fiizyon, oOlimsiizlestirilmis hibrit hiicrelerin veya hibridomlarin

iiretilmesiyle sonuclanmaktadir. Islemin geri kalam, B hiicresinin antikor {iretme
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yetenegini ve miyelom hiicresinin iyi biiyiime Ozelliklerini koruyan hibridoma
hiicrelerinin izolasyonu ve ¢ogalmasindan biri olarak bildirilmektedir. Hibridoma
tiretim siireci bu nedenle ti¢ kisimda: bagisiklama, fiizyon ve gerekli hibridomun
se¢imi olarak diisiiniilmektedir (Donohoe ve ark., 1995; Harlow ve Lane, 1988 ve
Parray ve ark., 2020).

Bir bagisiklik yaniti olusturmak i¢in hayvanin bagisiklanmasi kilit oneme
sahiptir. Farkli molekiiler tiplerde immiinojenler kullanilabilir ve gerekli 6zgiinliikte
bir MAb salgilayan bir hibridom daha sonra secilebileceginden, bunlarin saf
maddeler olmalari gerekmez. Farkli molekiiller, immiinojenisitelerinde biiyiik
farkliliklar gosterir ve bu nedenle optimal bir yanit i¢in farkli immiinizasyon
protokolleri gerektirmektedir. Antijenin formu, bagisiklamalarin sayisi ve yolu,
tastyict, adjuvan ve kullanilan hayvanin tiirii ve susu gibi faktorlerin dikkate alinmasi
gerekmektedir. MAb’nin baglanmasi istenen molekiiliin konformasyonunu dikkate
almak oOnemlidir. Kullanilabilecek immiinojenlerin iki Onemli istisnast vardir.
Antikorlarin  normalde ’kendi’’antijenlerine cevap olusturamadigi ve kiigiik
antijenlerin (molekiiler agirlik olarak yaklasik 1000°den az), yiiksek molekiiler
agirliklt bir tasiyict proteine konjuge edilmedikge bir yanit olusturmadiklar
bilinmektedir. Bu amagla, kemirgenlerde ¢ok immiinojenik olan, kolayca elde
edilebilen ve kiigiik molekiillere kolayca konjuge olan sigir serum albiimini veya
keyhole limpet hemosiyanin (KLH) gibi proteinler kullanilmaktadir. T hiicreleri,
MHC smuf II molekiilleri tarafindan sunulan antijenin proteolitik olarak tretilmis
peptitlerine tepki verir ve bu nedenle genel olarak kendi kendine olmayan proteinler
ve glikoproteinler, ¢oklu bagisiklamalardan sonra yiiksek afinite tepkileri ortaya
cikarmaktadir. Protein olmadan, karbonhidratlar ve diger proteinli olmayan
materyaller, ¢ok az bellek veya sinif degistirme ile yalnizca T hiicresinden bagimsiz
bir yanit ortaya c¢ikarmaktadir. Uretilen antikor tipi ayrica bagisiklama sayisina da
bagli oldugu bilinmektedir. IgM gerekliyse, bir birincil yanit gerektigi i¢in yalnizca
bir bagisiklama gergeklestirilir, oysa IgG antikorlari, etkili bir ikincil yanita izin
vermek igin yaklasik 3-4 haftalik araliklarla birden fazla enjeksiyon (genellikle ti¢
veya dort) gerektigi bildirilmektedir. Freund adjuvani gibi adjuvanlar genellikle

birincil bagisiklamalar i¢in, intraperitoneal, intradermal, intramiiskiiler veya
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subcutaneous yolla enjekte edilen ¢oziinilir antijenlere karsi bir bagisiklik yanitinin
olusturulmasina yardimci olmak igin yaygin olarak kullanilmaktadir (Harlow ve

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

Adjuvanlar genellikle, hayvana enjekte edilen ¢6ziiniir antijen ile karistirilan ve
yavas yavas saliman ve bdylece yaniti siirekli olarak artiran uzun siireli bir yerel
antijen "deposu" saglayan kolloidal veya yaglardir. EK olarak, bagisiklik sistemini
spesifik olmayan sekilde aktive etmek i¢in adjuvan karisimi bazen diger bilesenler de
dahil edilmektedir. Ornegin, complete Freund’s adjuvant, aktivasyon igin dldiiriilmiis
mikobakterilerin yani sira yag ve bir emiilsifiye edici ajan icermektedir. Complete
Freund’s adjuvant, ilk bagisiklama icin kullanilir ve sonraki destekleyici
bagisiklamalar, antijene yanit1 en {ist diizeye ¢ikarmak ve mikobakterilere karsi asiri
enflamatuar yanitlardan kaginmak i¢in incomplete Freund’s adjuvant (mikobakteri
icermeyen) ile gerceklestirilmektedir. Coziinmeyen antijenler, kendi baslarina
¢oziinmeyen "depolar" olusturduklarindan, genellikle adjuvansiz kullanilabilir
olduklar1 bildirilmektedir. Genetik bagisiklama, yakin zamanda, ilgilenilen bir
proteini kodlayan DNA ile bagisiklamaya olanak saglamak i¢in gelistirilmistir. DNA,
fare dokusu tarafindan DNA’dan protein ekspresyonuna izin veren bir bicimde
dogrudan fare dokusuna enjekte edilmektedir. Daha sonra, MAb’lerin iiretilmesine
izin veren proteine kars1 bir bagisiklik tepkisi tiretilmektedir. Bu yaklagim, proteinin
dogrudan immiinizasyona izin verecek sekilde {iretilmesi veya yeterince
saflastirilmast zor oldugunda o6zellikle faydali olabilir. Ek olarak, yiiksek oranda
immiinojenik bir diziye sahip fiizyon proteinleri iireterek zayif immiinojenik
proteinlere karsi bagigiklik tepkisini artirmak miimkiin olabildigi gésterilmektedir
(Pad-dock ve ark., 1994).

B hiicreleri toplanmadan 6nce antijene bir bagisiklik yanitinin olusturdugundan
emin olmak i¢in, bagisiklagtirilmis hayvanlardan kan 6rnekleri alinabilir ve spesifik
antikorlarin varlig1 i¢in test edilebilir. Eger pozitifse, ¢oziinebilir antijenin nihai
takviyeleri, hasattan dnce dalakta bulunan bagisiklik B hiicrelerinin sayisini artirmak
icin genellikle damar i¢i yoldan yapilir. Dalak, bagisiklik B hiicrelerinin en yaygin
kaynagidir, ancak hiicreler lenf diiglimlerinden de toplanabilir.
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Fiizyon amaglar i¢in farelerden ve ratlardan elde edilen gesitli miyelom hiicre
hatlarinin mevcut oldugu bilinmektedir. Bu hatlar, antikor ilireten B hiicrelerinin
tiimorlerinden tiiretildigi i¢in, kendi antikorlarini iiretmeyen bir hat segmeye
calismak Onemlidir. Ortaya ¢ikan hibridoma iki tip hafif ve agir zincir lretirse,
bunlar muhtemelen rastgele birleserek orijinal miyelom antikorunu, istenen MAb’yi
ve iki tip agir ve hafif zincirin ¢esitli karisik kombinasyonlarini igeren iiretilen
antikor molekiillerinin bir karisimi ile sonuglanacaktir. Bu karisim, bispesifik
antikorlarin iiretimi i¢in avantajli olmasina karsin bir MAb’nin ilk izolasyonunun
verimliligini azaltacak ve MADb’nin arzu edilen diizeyde saflastiriimasini
zorlagtiracaktir. Miyelom hiicrelerinin bir baska gereksinimi, hipoksantin
fosforibosiltransferaz enziminde eksik olmalar1 ve kaynasmis hibridom hiicresinin
ana miyelom hiicresi iizerinden se¢ilmesine izin veresidir (Pad-dock ve ark., 1994 ve

Smith ve Crowe, 2015).

Miyelom hiicrelerinin ve hasat edilen B hiicrelerinin fiizyonu, genellikle
membran flizyonunu indiiklemek i¢in ajan olarak polietilen glikol (PEG) kullanilarak
gerceklestirilir. PEG filizyonu basit, ucuz ve giivenilir bir sekilde elde edilir ve bu
nedenle en yaygin yontem haline geldigi bildirilmektedir. Baslangicta sadece hiicre
zarlar1 birlesir ve hiicrede iki ¢ekirdek bulunmaktadir. Niikleer fiizyon, mitoz
sirasinda gergeklesmektedir. Bir hibridoma hiicresinin sonraki nesillerinde zaman
zaman bazi kromozomlarin kaybi goriilebilmektedir. Flizyondan sonra hibridoma
hiicreleri, dalak hiicreleri ve miyelom hiicrelerinin bir karigimi bulunur ve islemin bir
sonraki asamasi hibridoma hiicrelerinin diger hiicre tiplerine gore secilmesidir. Dalak
hiicreleri kiiltiirde biiylimeyecektir ve bu nedenle hiicre karisiminin birkag giin
biiyiimesi, kalan dalak hiicrelerini kolayca uzaklastiracaktir. Miyeloma hiicreleri ise
hizla biiyiiyecek ve herhangi bir hibridoma hiicresinin izolasyonunu c¢ok

zorlagtiracaktir.

Miyeloma hiicreleri, hypoxanthinephosphoribosyltransferase enzimi (HPRT)
eksik oldugundan ve dolayisiyla RNA sentezi i¢in kurtarma yolunu kullanamayan
flizyon icin kullanilmaktadir ve se¢im daha sonra HAT ortami kullanilarak
gerceklestirilir.  (Sekill.7). HAT ortami hipoksantin (H), aminopterin (A) ve timidin
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(T) icermektedir. Aminopterin, RNA ve DNA sentezinin etkili bir inhibitoriidiir ve
bu nedenle miyeloma hiicrelerinin biiytimesini engelledigi bildirilmektedir. Bununla
birlikte, dalak hiicrelerinden HPRT enzimine sahip olan hibrit hiicreler, eklenen
hipoksantin ve timidin’i kurtarma yolu yoluyla RNA iiretmek ve canlandirmak igin
kullanabilecekleri bildirmektedir (Pad-dock ve ark., 1994; Tomita ve Tsumoto, 2011
ve Smith ve Crowe, 2015).

A Myeloma cells

Bectls fom . -
splesn @ /

Cell fusion
HAT seleeti @@ )
Biosynthetic pathway
Aminopierin T_I_
RMNA DA HAT selection
i
HFGRT thymidine
kinase
Hypoxanhine  Thymidine Screening assay for
Salvage pathway MAb
Spleen cell: Has HPGRT enzyme but unable 1o grow
in culmre
Myeloma cell: No HPGRT, therefore unable 10 grow
in HAT medivm Cloning
Hybridoma cell: Has HPGRT from en cell and
immaorality from mycloma ccll, therefone grows in
HAT medium
Freezing Froduction

Sekil 1.7. Hibridoma teknolojisi ile monoklonal antikor {iretimi.

HAT ortaminda se¢imden sonra, hibrit hiicreler iizerinde biiyiitiiliir ve hangi
hiicre kolonilerinin ilgili antikorlart iirettigini belirlemek icin test edilir. Hibrid
olusturan dalak hiicrelerinin timii B hiicresi degildir ve bdylece hi¢ antikor
tiretmeyen bazi hibridler ve ayrica ilgilenilmeyen antikorlar1 iireten bir¢ok hiicre

mevcut olacaktir. Bu nedenle 6nemli bir adim, hiicre klonlarinin taranmasidir. Bu
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konu ile ilgili gerekli MAD’leri iiretenleri belirlemek gerekmektedir. Daha fazla
kiltiir i¢cin gerekli olanlarin se¢imine izin vermek icin ¢ok sayida klonun hizli bir
sekilde taranmasi gerekebilir. Bu nedenle uygun bir tarama tahlili hizli olmali, birgok
numuneyi tarayabilmeli ve erken hiicre klonlari tarafindan iiretilen az miktarda
antikorla sonug¢ verebilmelidir. Antijen baglama oOzelliklerini 6lgmek i¢in bir¢ok
serolojik yontem; ELISA (enzime bagli immiinosorbent tahlili), radyoimmiinoassay,
dot blot ve western blot, imminohistokimya ve immiinofloresan
kullanilabilmektedir. Ek olarak, izotip gibi diger ozelliklerin veya komplement
aktivasyonu veya ADCC (antibody-dependent cellular cytotoxicity)’yi belirleme
yetenegi gibi spesifik fonksiyonel Ozelliklerin taranmasinin  istenebildigi
bildirilmektedir (Awsiuk ve ark., 2019; Pad-dock et al., 1994 ve Tomita ve ark.,
Tsong, 1990).

Uygun hibridomalar tanimlandiktan sonra, stabil, homojen bir hiicre kolonisi
saglamak ve antikorun gergekten monoklonal oldugundan emin olmak igin bunlar
birka¢ kez klonlanmalidir. Bunu yapmak i¢in tek bir hiicreden bir koloninin
biliylimesini gerektirir. Bu, kiiltiir plakasinin her kuyucugunun bir hiicre tasiyacak
sekilde, hiicrelerin alt kiiltiirlenmesiyle elde edildigi bildirilmektedir. Alternatif
olarak klonlamanin, hiicrelerin yar1 kati agar iginde kaplanmasi veya tek hiicre
manipiilasyon teknikleri ile gergeklestirildigi bilinmektedir. Klonlandiktan sonra
hibridoma hiicresi biiyilk miktarlarda antikor iiretimi i¢in kullanilmaya hazirdir,
ancak degerli hibridomlarin kaybolmamasi i¢in hiicre 6rneklerinin her agsamada sivi
nitrojen i¢inde dondurularak korunmasini saglamak 6nemlidir (Awsiuk ve ark., 2019;
Pad-dock ve ark., 1994: Parray ve ark., 2020 ve Tomita ve ark., 1990).

Bu tez ¢alismasinda, KKKA virusune karsi hybridoma teknolojisi kullanarak
monoklonal antikorlarin iiretimi amaglanmaktadir. Boyle bir calisma kapsaminda
herhangi bir viral epitopa hedeflenmis (konformasyon bagimli ya da bagimsiz)
antikorlarin elde edilebilmesi miimkiindiir. Ancak temel hedef oncelikli olarak
notralizan antikorlarin elde edilebilme potansiyelini sorgulamak ve bu ana hedef
yaninda ¢aligma kapsaminda elde edilebilecek tiim antikorlarin agirlikli olarak tanisal
kullanim olasiliklar1 yoniinden sorgulamak da hedeflenmektedir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gereg
2.1.1. Biyogiivenlik Bildirisi

Bulasict  KKKAV’u igeren tiim biyolojik prosediirler, anabilim dali
biinyesindeki Yiiksek Giivenlikli Viral Zoonozlar Tani, ileri Arastirma (BSL-3+) ve
Hayvan Laboratuvarlarinda (ABSL3) yiiriitiildii. Diger islemler BSL-2 kosullar
altinda gerceklestirildi.

2.1.2. Deney Hayvanlari

Tez ¢alismasi kapsaminda 10 adet 6-8 haftalik BALB/c fare kullanilmstir.
Hayvan calismalarma iliskin izin, Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun (HADYEK) 21/02/2018 tarihli, Toplant1 No: 2018-4, Dosya No: 2018-
30 ve karar NO: 2018-4-32 sayili etik kurul onayi ile verildi. Etik kurul karar 6rnegi
EKLER bélimiinde sunuldu.

2.1.3. Arastirmada Kullanilan Hiicreler

Calismada viruslerin ¢ogaltilmasi, enfektivitelerinin tespiti ve ndtralizasyon
testleri ile hibridomalarin gelistirilmesi sirasinda farkli devam hiicre hatlari ile primer
hiicreler kullanildi. KKKAV fiiretilmesi ve virus proteinlerini ifade eden transforme
hiicre hatlarinin olusturulmasi amaciyla sirasiyla Vero-E6 ve BHK-21 hiicreleri,
hibridomalarin elde edilmesi sirasinda ise fare myeloma hiicresi olan FO hiicresi
kullanild1. Bu hiicreler viroloji anabilim dali hiicre koleksiyonundan temin edildi.

Arastirmada primer olarak ise hibridoma hazirlanmasi asamasinda fare dalaklarindan
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elde edilen lenfosit hiicreleri ile besleyici (Mouse feeder cells) 6zellikleri sebebiyle

fare periton boslugundan elde edilen makrofaj hiicreleri kullanildi (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Arastirma kapsaminda kullanilan hiicre hatlarina ilgili bilgiler.

Hiicre Hatti FO BHK-21 Vero-E6
ATCC NO CRL-1646 CCL-10 CRL-1586
Organizma Mus musculus, (fare) Mesocricetus auratus, Cercopithecus aethiops
(hamster) (maymun)
Hiicre Tipi B lymphoblast fibroblast epithelial
Strain BALB/c Syrian golden aethiops
Hastahik Plazmasitom, Miyelom Normal Normal
2.1.4. Virus

Calismada virus notralizasyon ve monoklonal antikorlarin  reaktivite
profillerinin tespit edilmesi i¢in tasarlanan biyotik ve abiyotik testlerde daha once
ana bilim dalimizda izole edilen lokal KKKAV Ank-2 izolati (GenBank Erisim
numarast: MK309333) kullanild:.

2.1.5. Kullanilan Kimyasal Maddeler

e Freund’s Complete, FCA (Sigma)

e Freund’s Incomplete Adjuvanti, IFA (Sigma)

e Fetal Bovine Serum, FBS (Gibco)

e Gentamisin ( Gibco)

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

e Ampicillin (Gibco)
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e Dulbeccus Modified Eagle Medium (high glucose), DMEM (Gibco)
e Opti-MEM™ [ Reduced Serum MediumGreen features (Gibco)

e Dimetil Siilfoksit, DMSO (Sigma)

¢ Hipoksantin aminopterin timidin, HAT (50x, sigma)

e Hipoksantin timidin, HT (50x, Sigma)

e Polietilen Glikon- PEG-1500(Merck)

e Nonfat Dry Milk #9999 (Cell Signaling)

e Tween 20 (Sigma)

e Glycerol (Sigma)

Povilion lode (Baticonol) %10,1000 ml Batikon Tentiirdiyot

2.1.6. Kullamilan Malzeme ve Aletler

e Hiicre kiiltiir pleytleri Greiner (Bio-one CELLSTAR® 6-12- 24-96 well)
e Hiicre kiiltiir siseleri, 25-75-150cm2 (Corning Cell Culture Flask)

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

e Laminar air flow kabin

e CO; Inkiibator

e Invert Isik ve Floresan Mikroskop (Nikon Eklipse, Japonya)

e Hemacytometer, Fisher Scientific

e Syringe filters, 0.22um, MILLEX

e Serolojik pipet

e Santrifiij, Sigma Centrifuge 1-14

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

e Trans-Blot Turbo Transfer System, Bio-Rad

e Immun-Blot® Low Fluorescence PVDF/Filter Paper Sets #1620262
e Thermal Cycler - Biorad T100

e Thermo Scientific™ NanoDrop™ OneC Microvolume UV-Vis

Spectrophotometer
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e Dikis ignesi (Surgipro II Suture 6-0 Polypropylene P-13; sp: 5695)

e Cerrahi bantlar1 ve gereken melzemeler

2.1.7. Kullanilan Kitler

e GeneJET Plasmid Maxiprep Kit (Katalog numarasi: K0492)

e PureLink™ Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo Kit
(Katalog numarasi: K220001)

e Rapid ELISA Mouse mAb Isotyping Kit (Thermo Scientific™)

e Micro BCA Protein Assay Kit (Thermo ScientificTM; 23225)

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

e Melon Gel Monoklonal 1gG Purification Kit (45214; Thermo Scietific)

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

e Ultravision detection system Large Volume DAB Substrate system( Thermo
Scientific; TA-125-HD)
¢ Large VolumAnti-polyvalent, HRP(RTU). (Thermo Scientefic; TP-125-HL

e Lipofectamine™ 3000 Transfection Reagent(Invitrogen)

2.1.8.Calismada Kullanilan Ekspresyon Vektorleri ve Bakteri Suslari

Klonlama basamaginda pCDNA3.1/myc-hisA ve pET28a(+) plazmidi
kullanildi. Bakteriyel transformasyon amaciyla E.coli DH50 ve E.coli BL21(DE3)

suslart segilmistir. Vektorlerin haritas1 Sekil 2.1. ve 2.2.’de gosterildi.

BL21(DE3)pLysS:

Genotype: F—dcm ompT hsdS(rB— mB-) gal A(DE3)[pLysS Camr], Novagen

DHS5a Escherichia coli

Genotype: F-, ¢80dlacZz_M15, (lacZYA-argF)U169, deoR, recAl, endAl, hsdR17(rk,
mk+), phoA, supE44, A-, thi-1, gyrA96, relAl, (Invitrogen)
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2.1.9. Bakteri Besiyerleri

Bu tez ¢alismasinda klonlama ve plasmid hazirlama boliimiinde besiyeri olarak
Super Optimal Broth (SOC), Luria Bertani (LB) broth ve agar kullanild1 (Cizelge
2.2).

Cizelge 2.2. Bakteri besi yerlerinin hazirlanmast.

LB broth LB agar SOC
Yeast extract 59 Yeast extract 59 Yeast extract %2 (Wiv)
Tryptone 109 Tryptone 10g Tryptone %0,5 (Wiv)
NaCl 10¢g NaCl 109 NaCl 10 mM
distile su 1 litre distile su 1litre KCI 25mM
Agar 20g MgCl, 10 mM
Glucose 20 mM

T7_terminstor
T7_Terminal_primer
Xhol (153)

Notl (185)

Eagl (1€8)

Hindlll (173)

Sall (178)

Sac! (190)

EcoRI (182)
SamHI (183}
T7_leader

Nrel (231)

Ndel (238)
Xpress_fwd_primer
Ncol (266)
T7_transl_en_RSS
Xbal (335)

lacO

T7_promoter

Sglll (401)
pBRrevBam_primer
tet (300 - 563)

ORF frame 2

KanR2

Smal (4200)

Xmal (42092) ORF frame 1
Clal (4117) Bell (1127}
Nrul (4033) 1scl

Apal (1334)
pPET-28 a (+)
5369 bp
pER322_origin
ORF frame 2
EcoRV (1573)
Hpal (1828)

PGEX_3_primer
ROP ‘et (576 - 851)

Fzpl (2205)

Sekil 2.1. Bu ¢aligmada kullanilan pET28a(+) plazmidinin genom haritasi.
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CMV_fwd_primer
T7_promoter
Hindlll (802)
AmpR_promoter Bglll (12) Kenl (212)
ORF frame 2 CAG_enhancer SamHI (820)
Ampicillin Ndel (424) ZcoRl (943)
CMV_immearly_promeigimy (e55)
Notl (970)
Xhol (878)
Xbal (982)
Apal (892)
SstBl (895)
Agel (1038)
BCGH_rev_primer
bGH_PA_terminstor

pcDNA3.1(+)/myc-His A

5493 bp

f1_origin
pBABE_3_primer
SV40_enhancer
SV4D_promoter
SV40_origin
SV40pro_F_primer
=
lsc_promoter,
M13_pUC_rev_primer Stul (2113)
M13_reverse_primer Xmal (2135)
EBV_rev_primer Smal (2137)
SV40_PA_terminator Narl (2324)
Mscl (2408)
NzoR/KanR
ORF frame 3

Sekil 2.2. Bu ¢aligmada kullanilan pcDNA2.1(+)/myc-His A plazmidinin genom haritasi.

2.1.10. Cahismada Kullanilan Enzimler

e FD-EcoRI ThermoScientific FD0275

e FD-Xhol ThermoScientific FD0694

e FD-Kpn I ThermoScientific FD0524

e EcoRV ThermoScientific FD0303

e T4 DNA ligaz ThermoScientific EL0014

e Tag DNA polimeraz ThermoScientific EP0061

e Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/uL; ThermoScientific
F530L)
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2.1.11. Cahsmada Kullanilan Antikorlar

Anti-mouse 1gG Antibody-HRP (Horse Radish Peroxidase), Pierce

Anti-mouse 1gG Antibody-Alexa 488, Invitrogen

Primer antikor olarak hybridoma hiicrelerinden {iretilen monoklonal

antikorlar.

Immunhistokimya’da kullanilan antikorlar (kit olarak tamin edildi). Acu-

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

2.1.12. Cahsmada Kullanilan Tamponlar ve Soliisyonlar

2.1.12.1. Ni-NTA Affinite Purifikasyon Tamponu

e Lizis Tamponu
¢ NaH,P0O,4.2H,0
e NaCl

e Imidazole

pH, NaOH ile 8,0'a ayarlandi.

Yikama Tamponu (10 ml)

e NaH,P0O4.2H,0
¢ NaCl

e Imidazole

pH, NaOH ile 8,0'a ayarlandu.

Elusyon Tamponu (5 ml)

o NaH2PO4.2H20
e NaCl

e Imidazole

pH, NaOH ile 8,0'a ayarlandi.

10 ml
78 mg
175,4 mg

6,8 mg

78 mg
175,4 mg
13,6 mg

39 mg
87,7 mg
2,729
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2.1.12.2. SDS-PAGE i¢in Tamponlar

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

Akrilamid (29,2 g/100 ml) 87,609
N'N'-bis-methilen-akrilamid 2,40 g

Deyonize saf su (diH,0) ile 300 ml tamamlandi. Filtreden gegirildi ve +4°C
buzdolabinda karanlik ortamda saklandi (30 giin kullanma siiresi).

e 1.5M Tris-HCI, pH 8,8 (150 ml)

Tris base (18,15 g/100 ml) 27,239
Deyoniz saf su (diH,0) 80 ml

6 N HCI HCI kullanarak pH 8,8’¢ ayarlandi ve deyonize saf su ile 150ml ‘ye
tamamlandi ve +4°C buzdolabinda saklandi.

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

SDS 10,00 g
diH,0 90 ml

Hafifge karigtirarak eritildi ve deyonize saf su ile (diH,0) 100 ml tamamlandi.

e 2x SDS-PAGE (Laemmli, 30 ml)

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

%50 Glycerol 15,0 ml

%1,0 Bromophenol blue 0,3ml

%10 SDS 6,0 ml

diH,O 30 ml tamamlandi
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B -mercaptoethanol (950 pl sample buffer i¢in 50 pl) kulanmadan 6nce taze olarak
eklendi.

e Amonyumpersiilfat (APS; % 10 w/v) giinliik taze hazirlamr

Ammonium persulfate 0,10g

lezO 1ml

e 10x SDS-PAGE Tamponu (1 L)

Tris base 30,30 g

Glycine 144,10 ¢

SDS 10,00 g

diH.0 1 Litreye tamamland

pH" (~pH 8,3) ayarlamaya gerek yoktur.

e Coomassie Jel Boyas: (1 L)

Coomassie Blue R-250 1,0gr

Methanol 450 ml
H.0 450 ml
Glacial acetic acid 100 ml

e Coomassie Jel Destain Soliisyonu (1 L)

Methanol 100ml
Glacial acetic acid 100ml

H20 800ml



2.1.12.3. Western Blotlama I¢in Tamponlar

e Transfer Tamponu (150 ml)

Tris 1649
Glycine 099
Methanol 20 ml
%10 SDS 800 pl

e Tris-Buffered Saline (TBS) (300ml)

NaCl 2,49

KCl 0,06 g

Tris 099¢g

pH 7,4 ayarlandi

e Tris-Buffered Saline -Tween 20 (TTBS)

Tween 20 (%0.05) 100 pl
TBS 180 ml

e Bloklama Tamponu
Non-fat dry milk (5 %) 2,5¢

TBS 50 ml

e Primer Antikor Soliisyonu
Hybridoma supernatant 10 ml

2.1.12.4. immunohistokimya i¢in Kullamlan Tampon ve Malzemeler

Ksilen (Merk; 1.08297.2500)
EtOH (ISOLAB)
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Sitrat Genemed Biotechnologies (Thermo Scientific 10-0062C 1X)
Hydrogen peroxide H,0, %30 (Merck)

Methanol (ISOLAB)

Acu-Satin Mouse+Rabbit HRP Kit Genemed Biotechnologies 54-0003C
DAB (Thermo Scientific TA-125-HD)

Hematoksilen (Sigmal.05174.0500)
Primer Antikor (hybridoma supernatant)
Entellan (Merk; 1.07961.0100)
Formaldehit Soliisyonu, %37 (ISOLAB)

2.1.12.5. Cahsmada Kullanilan Primer Ciftleri

Aragtirmada kullanilan primerlerin tamami ¢alisma kapsaminda CLCBio Main

Workbench v7.0 yazilimi kullanilarak tasarlandi. Kullanilanilan dizinler Cizelge

2.3’te sunuldu.

Cizelge 2.3. Tez ¢alismasinda kullanilan primer dizileri.

Primer Y6 | Primer Dizinleri (5°2>3°) Uriin Biiyiikliigii (b¢)
" [ TAATACGACTCACTATAGGG
M(GPC) | TAGAAGGCACAGTCGAGG 2000
— | ATCATGCACACCCCTCTC
en = | GTTGCTGCCGGTCTTTCT 2840
= | CCCCTGTTCCTGGATTCT
ce | GATGTGTGTCTTGGTGCT 1934
— | GAATTCATGGAAAACAAGATCGAGG

NC = | CTCGAGAGGAGGAGAAAAGCTGAA 1500

Kalin, italik ve altt1 ¢izili bolgeler restriksiyon enzmini tanima sekansidir.
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2.2. Hiicre Hatlarimin Uretilmesi

Vero E6 hiicre stogu 37°C’de benmaride hizlica ¢ozdiiriildiikten sonra %10
FDS, 2mM glutamine, 100U/ml penisilin, 10mg/ml streptomisin ilave edilmis olan
Dulbecco’s Minimal Essential Medium (DMEM; Sigma, ABD) i¢inde iiretildi.
Hiicreler, %80-90 kapladiginda subkiiltiirii yapildi ve 37°C’de, %5 CO2’li

inkubatérde inkubasyona birakildi.

2.3. Kirnm Kongo Kanamali Atesi Virusunun Uretilmesi

Bu ¢alismada KKKAYV yerel susu olan Ank-2’nin iiretilmesi amaciyla Vero E6
hiicre kiiltiiriinden yararlanildi. Virus, 75 cm2’lik hiicre kiiltiirii sisesinde {iretilen ve
%80-90 kaplamis olan Vero E6 hiicre kiiltiiriine, iglerindeki hiicre iiretme vasati
dokiildiikten sonra, 0,1 ¢oklu enfeksiyonda (moi) KKKAV Ank-2 virusu inokule
edildi. Virus inokule edilmis hiicre kiiltiirii siselerine, 37°C’lik inkubatorde 1 saat
inkubasyona birakildi, sise hacminin %5- 10’u oraninda, %2 fotal dana serumu
(FDS) igeren virus iiretme vasati (DMEM) konuldu. Hiicre kiiltiirleri 5-7 giin stire ile
37°C’de inkubasyona birakilip, her giin sitopatik degisiklikler yoniinden invert 1s1k
mikroskobu kullanarak kontrol edildi. Hiicrelerin %90’inin pargalandigi 6’inci giinde

hiicre kiiltiir siseleri -80°C dondurucuya kaldirildi.

2.4. KKKAV Genomik RNA Ekstraksiyonu ve Reverz Transkripsiyon

Virus inokulasyonu yapilan hiicrelerde en az %90 CPE goriilmesinin ardindan,
kiiltiir ortam1 3 kez dondurma/¢6zme islemine tabi tutuldu. Son ¢6ziilme islemini
takiben 4°C’de, 4000 x g'de 10 dakika boyunca santrifiij edildi. Stipernatant temiz bir
tiipe aktarildi ve toplam RNA ekstraksiyon i¢in kullanildi. RNA Izolasyonu i¢in EZ-
RNA total RNA izolasyon kiti (Biological Industries,ABD) kullanilanildi. Diger

taraftan hiicre dis1 serbest viruslara ait genomik RNA kiiltiir siipernatantlardan
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QlAamp Viral RNA Mini Kiti (QIAGEN, Germantown, MD, USA) iireticisinin

talimatlarina gore ekstrakte edildi.

RT islemi igin ticari kit kullanildi (First Strand cDNA sentez Kiti, Fermentas/
Thermo, Litvanya) ve {retici firma tarafindan Onerilen protokol uygulandi.
Komplementer DNA sentezi sirasinda hedeflenen genlere ait Cizelge 2.3’te sunulan

primerler kullanildi. Reaksiyonun 1s1 basamaklari ve siireleri asagidaki sunuldu.

25°C’de 10 dakika
37°C’de 60 dakika
72°C’de 10 dakika

Elde edilen cDNA’lar, ifade plazmitlerinin hazirlanmasinda yapilacak PCR
reaksiyonlar i¢in kalip DNA’lar olarak kullanildi.

2.5. Kirim-Kongo Kanamah Atesi Virusuniin S (Nucleocapsit-NC)
Segmentini Kodlayan Ifade Plazmitinin Hazirlanmasi

Virusun N proteinini kodlayan genin amplifikasyonu amaciyla Cizelge 2.3’te
verilen NC primerleri kullanildi ve Phusion TagPolimeraz (ThermoScientific) ile
PCR analizi gergeklestirildi (Cizelge 2.4).

Primer sekanslarinin 5° uclarina yerlestirilen ve Kaln, Italik ve alt1 ¢izili olarak
verilen diziler sirasiyla EcoRI ve Xhol restriksiyon enzimleri tanima sekanslaridir.
pCDNA3.1/myc-hisA okaryotik ifade vektoriine klonlamasi igin plazmit bu
enzimlerle kesildi ve 1500 niikleotid uzunlukta gogaltilan NC(Nucleokapsit) geni bu
vektore klonlandi. Bu konstraktin dogrulamasi igin restriksiyon kesimi fastdigest
Xhol ile yapilip ve 6700 bp konstrakt jelde goriintiilendi. Ayrica pCDNA3.1 i¢inde
koloni PCR yapilarak elde edilen DNA yapisit dogrulandi. Ayni klonlama iglemi
PET-28a(+) vektorii lizeride uygulandi pET-28a(+) -NC ve western blot igin
kullanima hazir hale getirildi. Elde edilen ve dogrulanan nihai pcDNA+NC yiiksek
hacimde fretildi, saflagtirildi  ve endotoksin kontrolii yapilarak farelerin

immiinizasyonu i¢in hazir hale getirildi.
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Cizelge 2.4. S Segment ¢ogaltilmasi icin PCR miks bilesenleri ve programi.

Bilesenler Konsantrasyon Is1 Dongiisii

5 X Phusion HF buffer 4 ul

10 mM dNTP mix 1l

Primer F (10 pmol/ul) 0,5ul 98 °C’de 30 s

Primer R (10 pmol/pl) 0,5 ul 98°C’de 10 s

Phusion DNA polymerase (2u/pl) 0,5l 55°C’de 15 s 30 siklus
Niikleaz Free Su 10,5 pl 72°C’de 45 s
Komplementer DNA 3ul 72 °C’de 10 dk

Toplam 20 ul

Elde edilen PCR iiriinleri pCDNA3.1/myc-hisA ve pET-28a(+) vektoriiniin
sirastyla FastDigest EcoRI (ThermoScientific, # FD0275) ve FastDigest Xhol
(ThermoScientific, #FD0694) ile kesilip (Cizelge 2.5.ve 2.6.), T4 DNA ligaz enzimi
ile (ThermoScientific, #EL.0014) ligasyonlar1 yapildi (Cizelge 2.7 ve 2.8).

Cizelge 2.5. pCDNA3.1/myc-hisA vektoriiniin ve PCR iiriinleri i¢in kullanilan kesim protokolii.

Is1 derecesi ve zaman

Bilesen Konsantrasyon (pl)
Fastdigest 10X buffer 2 ul
Xhol fastdigest 1ul
EcoRlI fastdigest 1ul
Niikleaz Free Su 14 ul
DNA (PCR iiriinii ya da vektor) (1pg) 2 ul
Toplam 20 pl

37°C de 20 dk

Cizelge 2.6. pET-28a(+) vektoriiniin ve PCR firiinleri i¢in kullanilan kesim protokolii.

Is1 derecesi ve zaman

Bilesen Konsantrasyon (pl)
Fastdigest 10X buffer 2 ul
Xhol fastdigest 1ul
Ecorl fastdigest 1 ul
Niikleaz Free Su 14 ul
DNA (PCR iiriinii ya da vektor) (1pg) 2l
Toplam 20 ul

37°C de 20 dk
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Restriksiyon enzimleri ile kesim islemi gergeklestikten sonra hem insertler ve
hem de vektor kit (Invitrogen™ PureLink™ Quick Gel Extraction Kit) yardimiyla
elde jelden piirifiye edildi. Elde edilen iiriinler Cizelge 2.7. ve Cizelge 2.8.’de verilen

reaksiyon karisimlarinda ligasyona tabi tutuldu.

Cizelge 2.7. pCDNA3.1/myc-hisA vektdr ve PCR iriinleri i¢in kullanilan ligasyon protokolii.

Bilesen Konsantrasyon (ul) | Is1derecesi ve zaman
10X T4 ligaz buffer 2ul

pCDNA3.1/myc-hisA 1ul 22°C de 1saat

PCR insert 3l

Niikleaz Free Su 13 ul

T4 ligaz enzimi 1ul

Toplam 20 pl

Cizelge 2.8. pET-28a(+)vektor ve PCR iiriinleri i¢in kullanilan ligasyon protokolii.

Bilesen Konsantrasyon (pl) | Isi derecesi ve zaman
10X T4 ligaz buffer 2ul

pET-28a(+) vektor Tul .

PCR insert 3ul 22°C de I saat
Niikleaz Free Su 13

T4 ligaz enzimi 1ul

Toplam 20 pl

Vektor-insert orani 3:1 olarak kullanild:

Daha sonra DH5-alfa kompetent Ecoli cell’e (DH5- alpha Competent cells,
ThermoScientific, #18265017) ligasyon iriinlerinin transformasyonu yapildi. Bu
amagla 2 pl ligasyon iriininden alindi, 50 pl hacminde hazirlanan DHS5-alfa
kompetent bakteriye eklendi ve 30 dakika buzda bekletildi. Ardindan 42°C’de 90
saniye bekletilip, son basamakta 400 pul Super Optimal Broth’ dan (SOC) bakteri
tizerine eklendi ve 37°C de 1 saat 250 rpm’de karistirildi. pPCDNA3.1/myc-hisA+NC
ve pET-28a(+)-NC vektorleri igin sirastyla Ampisilin (100pg/ul) ve Kanamycin
(50pug/ml) iceren LB agar plate {izerine yayma plak yontemi ile ekim yapildi ve gece
boyunca 37°C’de bekletildi. Pozitif koloniler elde etmek icin koloni PCR yapildi
(Cizelge 2.9). Pozitif koloniler 37°C’de 16 saat plasmide bagli antibiotik igeren

(LB) Broth igerisinde (pET-28a(+)-NC i¢in kanamycin ve
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pCDNA3.1/myc-hisA+NC i¢in ampisilin) ¢ogaldi ve plazmid ekstraksiyon Kkiti
(Thermo Scientific™ GeneJET Plasmid Maxiprep Kit; Thermo Scientific™ K0491)
kullanarak plasmid ekstraksiyonu yapildi. Daha sonra ikinci dogrulama i¢in Xhol ve
EcoRI kullanarak elde edilen plasmid iizerinde restriksiyon enzim kesimi
gerceklestirildi. Pozitif plazmid igeren bakteriler esit miktarda 50% gliserol da -80°C
de muhafaza edildi. Saflastirilan ve endotoksin kontrolii yapilan plazmitler farelerin

bagisiklanmasi1 amaciyla kullanildi.

Cizelge 2.9. S (Nucleocapsit-N) Segmentini plasmidlerde dogrulama igin koloni PCR miks bilesenleri

ve programi.

Bilesen Konsantrasyon (ul) Is1 dongiileri
10 X Taq buffer 3pul
MgCI2 (25 mM) 2,4 ul 94 °C’de 10 dk
10 mM dNTP mix 0,7 ul 94°C'de 1 dk} _
- o 51°C’de 30s 25 siklus
Forward primer igin 0,5l 72°C’de 2 dk
Revers primer i¢in 0,5l 72°C’de 10 dk
Taq DNA polymerase (5u/pl) 0,3l
Niikleaz Free Su 19,6ul
Toplam 27 ul

2.6. Kirim-Kongo Kanamah Atesi Virusunun M (Glikoproteinleri
Kodlayan- GPC) Segmentini Kodlayan ifade Plazmitlerinin (Gn ve Gc)

Hazirlanmasi

Bu amagla oncelikle M segmenti tarafindan kodlanan GPC’nin fare i¢in kodon
optimizasyonu (https://www.idtdna.com/CodonOpt) yapildi. Elde edilen nihai
sekans, 5° ve 3’ uglarinda sirastyla Kpn I (ThermoScientific FD0524) ve EcoRV
(ThermoScientific FD0303) olacak sekilde ticari olarak sentez ettirildi. Sentezlenen
tirin laboratuvarimiza pUC57 plazmiti i¢inde ulastirildi. Daha sonra hedef gen,
verilen enzimler ile Kesilerek, ayni enzimlerle agilan pcDNA3.1myc.HisA
(ThermoFisher, USA) (Cizelge 2.10) ifade vektori i¢ine yerlestirilerek klonlandi
(Cizelge 2.11).
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Cizelge 2.10. pCDNA3.1/myc-hisAve pUCS57 vektorleri igin kullanilan kesim protokolii.

Bilesen Konsantrasyon (ul) Is1 derecesi ve
zaman

Fastdigest 10X buffer 2ul

Kpnl fastdigest 1l

EcoRYV fastdigest 1 ul 37°C de 20 dk
Niikleaz Free Su 14 pl

DNA (PCR iiriinii ya da vektor) (1pg) 2 ul

Toplam 20 ul

Cizelge 2.11. pPCDNA3.1/myc-hisA vektor ve KKKAV-GPC (Glikoproteinleri) kodlayan M Segmenti
icin kullanilan ligasyon protokolii.

Bilesen Konsantrasyon (ul) Is1 derecesi ve zaman
10X T4 ligaz buffer 2 22°C de 1saat
pCDNA3.1/myc-hisA 1

Insert (Msegment) 3

Niikleaz Free Su 13

T4 ligaz enzimi 1

Elde edilen ifade plazmiti (pcDNA3.1_GPC) gerek restriksiyon endoniikleaz
enzimleri ile kesilerek ve gerekse sekans analizi ile dogrulandi. Pozitif plazmid
iceren bakteriler esit miktarda 50% gliserol da -80°C de muhafaza edildi. Saflastirilan
ve endotoksin kontrolii yapilan plazmitler farelerin bagisiklanmasi amaciyla
kullanildi. Dogrulama igin yapilan koloni PCR protokolii Cizelge 2.12°de sunuldu.
Gn ve Gc kodlayan bolgelerin varligin1 gostermek i¢in Cizelge 2.3’te verilen PCR

primerler kullanilda.
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Cizelge 2.12. KKKAV-GPC kolonileri se¢imi i¢in kullanilan koloni PCR miks bilesenleri ve programu.

Bilesen Miktar (ul) Is1 dongiileri
10 X Taq buffer 3
MgCI2 (25 mM) 2.4 94 °C’de 10 dk
10 mM dNTP mix 0,7 94°Cide ldky
. — X°Cde 30s 25siklus
Forward primer i¢in 0,5 72°C°de 2 dk
Revers primer igin 05 72°C’de 10 dk
Taq DNA polymerase (5u/pl) 0,3 o
Niikleaz Free Su 19.6 X: Gn- ve Gc igin, sirasiyla, 58 °C
ve 56 °C
Toplam 27

2.7. Farelerin Immiinizasyonu

BALB-c farelerin hazirlanan plazmit yapilari ile bagisiklanmasi anabilim dali
biyogiivenlikli hayvan laboratuvarinda gerceklestirildi. KKKAV’niin gerek NC ve
gerekse GPC’leri ile bagisiklama yapilacak fare gruplart 10 haftalik erkek farelerden
olusturuldu. Her grupta 2 adet fare yer aldi. Farelerin bagisiklamasi, hazirlanan DNA
yapilarinin Velikovsky ve ark (2000)’nin bildirdigi yonteme gore direkt fare dalagina
enjekte edilmesi suretiyle gerceklestirildi. Bu amagcla kullanilan immiinizasyon

protokolii asagida sunuldu.

Cizelge 2.13. Farelerde uygulanan bagisiklama programi.

Iimmunojen (NC veya
Zaman (Giin) Adjuvan GPC ifade eden plazmit - Uygulama Yolu
19)
0 Freund’s Complete 20 Dalak i¢i
4 Freund’s Incomplete 10 Dalak i¢i
11 Freund’s Incomplete 10 Dalak i¢i
13 Fiizyon

2.7.1.immiinojenin Hazirlanmasi

Coziiniir antijenler, 50-100ul’de, ilk enjeksiyonda 20 pg, ikinci ve iiglincii
injeksiyonda 10pg antijen verecek sekilde yaklasik %0,02-0,04’te fosfat tamponlu

salin (PBS) i¢inde ¢ozilindiiriildii. Birinci grup fareler esit miktar antijen ve adjuvant
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(Freund’s Complete ve Freund’s Incomplete) karisimi ile immiinize edildi. Ikinci
group farelee adjuvant kullanmadan sadece DNA yapilar1 immiinize edildi. Adjuvan,
antijenik bolgelerin ele alinmasinin ve sunulmasmin farkli bir yolu olarak
immiinojenik kullanmanin muhtemelen bir avantaji olarak ve diislinerek kullanildi.
Enjeksiyon i¢in bu siispansiyon, 50 veya 100ul i¢inde ilk immiinizasyon i¢in 20ug,
ikinci ve tglincli immiinizasyon i¢in 10 pg immiinojen igerecek sekilde PBS ile
seyreltildi. Hayvanlarin bagisiklanmaya cevabi1 immiinizasyonun 12. giinii alinan kan
serumu 6rneklerinde yapilan indirekt immunofloresan testi (IIFT) ile sorgulandi. Bu
amacla immiinizasyonda kullanilan viral proteinleri siirekli ifade eden BHK-21

hiicrelerinden yararlanildi.

2.7.2.intrasplenik (Dalak ici) bagisiklama

Intrasplenik immiinizasyon, daha o6nce agiklanan teknige gore yapildi
(Velikovsky ve ark., 2000). Bagisiklanacak farelere Ketamine (100mg/kg) +
Xylazine (10mg/kg) kombinasyonu ile intraperitoneal olarak anestezi uygulandi.
Anesteziye giren hayvanlar sag taraflar1 tizerine yatirildi ve Sekil 2.3.a-c’de
gosterildigi gibi bantlarla pano tizerinde sabitlendi. Sol paralumber bolgenin tiiyleri
tiras makinesi kesildi. Cilt %70 etanol ile silindi ve daha sonra batikon soliisyonu ile
dezenfekte edildi. Soldaki kaburganin altina 1-1,5 cm uzunlugunda egik bir cilt kesisi
yapildi. Kiint diseksiyon (blunt dissection) ile cilt kas tabakasindan ayrildi. Kas
tabakas1 ve periton forseps ile alind1 ve bagirsagi zarar vermemek i¢in dikkatlice
kesildi. Dalak, mideye bitisik uzun koyu kirmizi bir organ olarak goriilmektedir.
Dalak, forseps yardimiyla alt kutbu (lower pole) hafifce kaldirilarak disar1 ¢ikarildi. 1
ml’lik bir siringaya takilan 12 x 0,4 mm (1/2 x 27 gauge) igne dalagin derinliklerine
sokuldu ve antijeni dalagin biiylik bir kismina dagitmak i¢in igne disar1 ¢ekilirken
antijen enjekte edildi (Sekil 2.3.e,f).. Enjeksiyondan sonra dalak periton bosluguna
geri itildi, periton ve kas tabakasi iplikle birbirine dikildi ve cilt kenarlar1 iki veya {i¢
dikisle kapatild1 ve iizerine dikisleri ve bolgeni muhafaza etmek icin bant yapistirildi

(Sekil 2.3.g,h).
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Sekil 2.3. Intrasplenik bagisiklama asamalari.
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Sekil 2.3. Intrasplenik bagisiklama asamalari. Devam.

54



Sekil 2.3. intrasplenik bagisiklama asamalar.

2.7.3. Hibridoma Elde Edilmesi

2.7.3.1. Makrofaj Hiicre Kiiltiirii (Mouse feeder cells)

Makrofajlar 6nemli bir “feeder layer” olarak besi yerine salgiladiklart
sitokinlerle flizyon hiicrelerinin idamesi icin destek olmaktadirlar. Bu amagla
immiinize farelerin sakrifikasyonundan 4 giin 6nce, immiinizasyonda kullanilmayan
bir seri farenin periton bosluguna 5-10 ml DMEM enjekte edildi. Iki ii¢ dakika sonra
enjekte edilen DMEM periton boslugundan enjektor kullanarak geri g¢ekildi (Sekil
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2.4) ve 15 ml’lik tiiplere konuldu. 400 g’de 5 dk santrifiij edildikten sonra olusan
pellet DMEM besi yeri ile restispanse edildi ve ardindan 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii

pleytlerine transfer edildi.

= N

Sekil 2.4. Peritoneal makrofaj hiicre Kiiltiirii (Mouse feeder cells) hazirlanmasi.

2.7.3.2. Splenosit izolasyonu

Immiinize edilen fareler, immiinizasyonun 13-14. giiniinde daha 6nce verilen
kombinasyonla uygulanan anestezi altinda oOtanazi edildiler. Otanazi edilen
hayvanlarin tim viicudu %70 etanol igine dezenfekte edildi ve aseptik sartlarda
acilan abdominal keseden dalaklar dikkatlice alindi. Viicut digina alinan dalaklar, buz
iizerinde olan ve iginde 3ml DMEM olan petri kutulart i¢ine kondu ve islemlerin

devamu i¢in yatay akisl biyogiivenlik kabinine transfer edildi (Sekil 2.5).

Sekil 2.5. Splenosit hiicrelerin izolasyonu igin farelerden dalaklarin alinmasi
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Her bir hayvana ait dalak ayri1 islenmek sartiyla, dalaklar 6nce enjektoriin
pistonu yardimiyla ezildi. Daha ileri homojenizasyon i¢in uglarma 18G ve 26G igne
ucu takilan enjektorlere gekilip, geri verilmek suretiyle muamele edildi. Daha sonra
dalaklar DMEM ile 70 mikron boyutunda olan metal mesh {izerine transfer edildi ve
10 ml bos DMEM igerisinde toplanarak 400xg’de 5 dakika santrifiij edilerek yikandi
ve 10 ml serumsuz DMEM iginde resiispanse edildi (Sekil 2.6).

Sekil 2.6. Fare dalagindan splenosit hiicrelerin elde edilmesi.

2.7.3.3. Fiizyon

Immiinize edilen farelerin dalaklarinin almmasmdan 3 giin 6nce saglikl
farelerden peritoneal makrofaj hiicreleri toplanarak feeder-layer olusturmak tizere
12- veya 24-gozlii tabletlerde %10 FDS iceren DMEM i¢inde kiiltiire edildi. Ayn1
zaman zarfinda fiizyon i¢in kullanilacak fare myeloma hatti1 FO’lar da ¢oziilerek HT
besi yerinde 3 giin siireyle kiiltiire edildi. Immiinizasyonun 13-14. giiniinde 6tanazi

edilen farelere ait dalaklar kapsiilalar1 zarar gérmeksizin viicut disina alindi. Hiicre
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pargalayicisindan (0.4 pm c¢apl) gecirilerek dalak hiicreleri bireysel olarak
ayristirilldi. Bir satrifiij tiipiinde ve Polietilen glikol varliginda FO (1 kisim) ve dalak
hiicreleri (5 kisim) karistirilarak 2000 rpm’de santrifiij edildi. Hiicre peleti daha
sonra HAT iceren besi yeri ile resiispanse edilerek kiiltiire edilen peritoneal makrofaj
hiicrelerinin tizerine dagitildi. Dért giin siireyle %5 CO; igeren etlivde inkiibe edilen
hiicreler, siire sonunda mikroskop kontroliine alindi1 ve hiicre boliinmesi yoniinden
kontrol edildi. Olusan koloniler takip edilerek 16-32 hiicreli koloniler 24-gozlii
tabletten alinarak her koloni bir goze yerlesecek sekilde 96-goz tablete aktarildi.
Medyum pH’sina gore antikor tiretimleri kontrol edildi. Yeterince diisiik pH gosteren
tablet gozlerinden alinan silipernatant Ornekleri immiinizasyonda kullanilan

antijenlere spesifik antikor igerikleri agisindan kontrol edildi

2.7.4. Pozitif Klonlarin Saptanmasi

Hiicre siipernatantlar1 antikor varligi agisindan teste alindi. Bu kapsamda
oncelikle fiizyon sonrasit ¢ogalan kolonilerin immunojenlere karsi antikor tretip
tiretmedikleri test edildi. Bunun i¢in 96-goz pleytlerde tiretilen ve KKKAV’nin N ve
GPC proteinleri ifade eden BHK-21 hiicrelerinde IIFT yapildi. Kiiltiiriin 48. saatinde
fikze edilen hiicrelere, kiiltiirdeki hibridoma kolonilerinden alinan siipernatantlar
ilave edildi ve 1 saat siireyle inkiibe edildi. Siire sonunda yikanan hiicre yiizeylerine
anti-fare 1gG-FITC ilave edildi ve tekrarlayan 1 saatlik inkubasyon sonunda test

gozleri floresan mikroskop ile kontrol edildi.

2.7.5. Antikor Purifikasyonu

Antikorlar1 purifiye ve saflastirma i¢in tipik baglama ve ayristirma afinite
yontemlerinden farkli olarak, Melon™ Gel Monoclon 1gG Purification Kit (Katalog
no: 45214) kullanildi. Bu kit IgG olmayan proteinlerin baglanmasina dayanur,
boylece saf IgG’nin akis fraksiyonda geri kazanilmasma izin verir. Kullanilan
tamponlarin etkilerini azaltmak igin noétralize etmeye veya tuzu gidermeye gerek

yoktur. Piirifikasyon iiretici firmanin yonergesi dogrultusunda uygulandi.
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2.7.6.KKKAV NC ve GPC ifade Eden Stabil BHK21-C13 Hiicre

Hazirlanmasi

Stabil olarak KKKAV NC ve GPC ifade eden BHK21-C13 hiicre hazirlanmasi
icin bu hiicreler pCDNA3.1/myc-HisA-NC ve pCDNA3.1/myc-HisA-GPC

plazmidleri ile transfekte edildi.

2.7.6.1. Transfeksiyon Protokolii

Transfeksiyondan bir giin énce bir T75 hiicre flaskina 3x10° adet BHK21-C13
hiicresi konuldu ve inkubasyona birakildi. Transfeksiyondan 1 saat 6nce BHK21-
C13 hiicrelerin medyumu serumsuz ve antibiotiksiz DMEM ile degistirildi.

Transfeksiyon i¢in iki farkl tiip hazirlandi.

TiipA: 400uL opti-MEM art1 sirkiiler pCDNA3.1/myc-HisA-NC veya
PCDNAZ3.1/myc-HisA-GPC vektor ve 20uL p3000 reaktifi.

Tiip B: 400uL opti-MEM ve 20uL Lipofectamine3000

Iki tiip karistirip ve oda 1sisinda 15 dakika bekletildi. Daha sonra 800uL damla
damla 5ml opti-MEM vasata eklendi. Transfeksiyondan 6 saat sonra vasat, 20 mL
serumsuz ve antibiotiksiz, yiiksek konsantrasyonda glukoz (4 g/L) iceren DMEM ile
degistirildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra 200uL G418 antibiotik (50mg/mL)
20mL DMEM igerisinde eklendi. Hiicrelerin Kkiiltlirlinlin devam ettigi 10 giin
boyunca, her 3 giinde bir kere vasat ve G418 yenilendi. Islemin 11 inci giiniinde
kalan stabil hiicreler subkiiltiir edildi. Bu hiicreler 2 hafta boyunca antibiotik igeren
vasatta ¢ogaldi. Elde edilen hiicreler stabil olarak kabul edildi ve KKKAV-NC veya
KKKAV-GPC varligin1 dogrulamak i¢in tekrardan IIF testi yapildi.
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2.7.7. Indirekt immiin Floresan Testi (ITFT)

Stabil pCDNAS3.1/myc-HisA-NC ve pCDNAS3.1/myc-HisA-GPC igeren
BHK21-C13 hiicreleri 24 gozlii pleytlerde kiiltiire edildi. Kiiltiire alindiktan 24 saat
sonra gozlerdeki vasat ¢ekildi ve hiicreler 200puL %3,7 formaldehit eklenerek fikze
edildi. Daha sonra, 1x PBS ile her seferi 5 dakika olmak iizere 3 kere yikama
gerceklestirildi. Tabletin her goziine % 0,1TritonX-100’den 200 pL eklenip ve 15
dakika oda 1sisinda beklendi. Daha 6nce belirtildigi sekilde gozler yikandi. Bloklama
tamponu (%S5 yagsiz siit; Cell Signaling Technology,Inc,ABD) 300uL olacak sekilde
her goze eklendi ve 1 saat oda 1sisinda bloklama iglemi yapildi. Standart yikama
islemleri sonrasinda, birinci antikor olarak hybridoma hiicrelerinden elde edilen
antikor olarak 1:100 oraninda 1xTBST’te sulandirildi ve her géze 200uL eklendi.
Birinci antikor ile inkubasyon gece boyunca +4°C’de tamamlandi. Yikama
islemlerinden sonra, ikinci antikor olarak Alexa Fluor™ Plus 488 isaretli anti-mouse
IgG (Invitrogen) 1:1000 oraninda seyreltilerek her goze 200uL olarak ilave edildi ve
1 saat oda 1sisinda inkiibe edildi. Islemin ardindan 3 kere yikama islemi yapilds.

Test, imunofloresan mikroskopta degerlendirildi.

2.8. Monoklonal Antikorlarin Karakterizasyonu

2.8.1. Antikor Isotiplendirme Testi

KKKAV’nin NC ve GPC proteinleri ifade eden BHK-21 hiicrelerinde, ITFT
testinde pozitiflik gosteren klonlarda, fretilen antikor isotipinin belirlenmesi
amactyla Rapid ELISA Mouse mAB Isotyping Kit (Thermo Fisher Scientific)
kullanildi. Test asamalar1 kolonlardan iiretilen monoklonal antikorun hangi agir ve
hafif zincir tipinde oldugu belirlendi. Kit, ireticinin yonergesi dogrultusunda

kullanildi.
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2.8.2. Virus Nétralizasyon Testi

Aragtirma kapsaminda {retilen MADb’larin KKKAV’lnii noétralize etme
yetenegi sorgulandi. Virus nétralizasyon testi, 24 kuyucuklu hiicre kiltiiri
tabletlerinde gerceklestirildi. Bu amagla, Vero E6 hiicreleri 24-kuyucuklu hiicre
kiiltiirii tabletinin gdzlerinde 24 saat iiretildi. Siire sonunda 100DKIDso (10° /ml)
oraninda sulandirilmig 200 uL hacimdeki KKKAV-Ank2 izolat1 ile esit hacimdeki
MAB’ler ependorf tiip i¢inde karistirildi. Karistm 37°C’de 1 saat siireyle
noétralizasyon igin inkiibe edildi. Bu islem sonunda her nétralizasyon karigimu,
medyumu aspire edilmis Vero E6 hiicreleri iizerine ve her birisi 200 pL olacak
sekilde 2 adet gdze inokule edildi. Inokulasyon islemleri tamamlaninca 24 kuyucuklu
tabletler %5 CO2 etiivde 37°C’de 1 saat bekletildi. Siire sonunda kullanilan tiim
kuyucuklara 1 ml DMEM ilave edilerek virus kontrol olarak ayrilan gozlerde CPE

gozlenene kadar ayn1 sartlarda inkiibe edildi.

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

Rekombinant pET-28a(+)-NC plazmidi , E. coli BL21 (DE3) competent cell’e
transfere edildi ve pET28a(+) i¢in kanamisin antibiyotigi kullanildi. Koloniler
secildikten sonra LB/kanamycin kiiltliriine inokiile edildi ve 250 rpm’de O/N olarak
37°C inkiibatorde karistirildi. (kanamisin konsantrasyonu 50 pg/ml). Kiiltiirlenmis
bakteri hiicreleri, transgen ekspresyonunun indiiksiyonu i¢in kullanildi. O/N
kiiltiirden %1(V/V) oraninda kanamisin igeren (50 pg/ml) LB broth medium igerisine
inokiile edilerek 37°C’de bakterinin logaritmik faza ulasana kadar inkiibatore ve 250
rpm’de OD600=0,6 ulasincaya kadar karigtirildi. Bu asamayi1 takiben IPTG
(izopropil B-D-l-tiogalaktopiranosid), I mM konsantrasyonda kiiltiir lizerine ilave
edildi ve 4-5 saat boyunca 37 ° C'de karistirlmaya devam edildi. Ornekler, 3.000 x
g'de 15 dakika siireyle 4 ° C'de santrifiij edildi ve siipernatanti alinarak daha ileri

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

pET28a(+) vektor sisteminde ifade edilen rNC proteinin purifikasyonu igin

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

Bu agamada 1 ml bakteri kiiltiirii bir mikrosantrifiijde 10.000 x g’de 2 dakika
santrifiijlendi ve slipernatan tamamen atildi. Hiicre peleti 1X FastBreak™ Hiicre
Lizis Reaktifinde yeniden silispanse edildi. Daha sonra, Liyofilize DNase I, lize
edilmis bakteri kiiltiiriine 1ul ilave edildi ve bir doner mikser veya calkalama
platformu tizerinde oda sicakliginda 10-20 dakika calkalanarak inkiibe edildi. 1X
FastBreak™ Hiicre Pargalama Reaktifinde yeniden siispanse edilen hiicre peletine
30ul MagneHis™ Ni-Particle eklendi. Islemin devaminda tiip ters cevrilerek
karistirildi (yaklasik 10 kez) ve 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Bunu
takiben tiip, MagneHis™ Ni-Parcaciklarin1 yakalamak icin yaklasik 30 saniye
boyunca manyetik standa yerlestirildi. Bir pipet kullanilarak siipernatant dikkatlice
alindi. Tip manyetik standdan c¢ikarildi. Karisima 10 pl  MagneHis™
Baglayici/Yikama Tamponu MagneHis™ Ni-Partikiillerine eklendi ve karigtirmak
icin pipetlendi. Tiip, MagneHis™ Ni-Parcaciklarini yakalamak icin yaklasik 30
saniye boyunca manyetik standa yerlestirildi. Bir pipet kullanilarak siipernatant
dikkatlice ¢ikarildi. Yikama asamasi, toplam 3 yikama i¢in 2 kez tekrarlandi. Tiip
manyetik standdan c¢ikarildi ve 100 ul MagneHis™ Eliisyon Tamponu eklendi ve
karistirildi. Ornek 1-2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi ve MagneHis™ Ni-
Partikiillerini yakalamak i¢in manyetik bir standa yerlestirildi. Bir pipet kullanilarak
saflagtirilmis proteini i¢eren siipernatan ¢ikarildi ve numuneler hem SDS-PAGE ile

hem de fonksiyonel tahlil ile analiz edildi.

2.9. SDS-PAGE

Protein konsantrasyonu Bradford yontemi ile belirlendi. Ilgili proteinlerin
ifadesi ve safligi, proteinin %12,5 sodium dodecyl sulphate polyacrylamide jelinde

(SDS-PAGE) ¢oziindiiriilmesi, ardindan Coomassie G250 blue silvir boyama ile
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tespit edildi. Eksprese olan Hiss-isaretli proteinler Western Blottan sonra His-tagged
monoklonal antikor ile tesbit edildi, bu islem hem recombinant NC’nin dogru
klonlanmasin1 ve bir yandan KKKAV’un NC bdélgesine Monoklonal Antikor

uretimini bildirdi.

SDS-poliakrilamid jelleri, Laemmli'ye (1970) gore hazirlandi (Cizelge 2.14).
Bu calismada 10 pg protein, 2x sample loading buffer ile karistirildi ve 95 °C’de 10
dk bekletildi. Daha sonra yiikleme boyasi sonuna ulasana kadar bir Mini-Protean
elektroforez cihazi (Bio-Rad) kullanilarak 1X running buffer’de 10-15 V /cm
calistirildi. Bu ¢alismada elekteroforezde 50 v’da 10 dk sonra 10-15 V / cm 100v’de

Isaat programi kullanildi

Cizelge 2.14. SDS-poliakrilamid jellerinin hazirlanmasi.

Resolving Jel 9%12.5 -5ml Stackig JEL (% 4)-4ml
%30Acrylamide/bisacrylamide 2,08ul %30Acrylamide/bisacrylamide 680 ul
H,O 1,574l | H,O 2,72 ul
1.5M Tris(pH 8.8) 1,25ul 1M Tris(pH 6.8) 500 pl
% 10SDS 50ul 10% SDS 40 ul
% 10APS 50ul | 10% APS 40 pl
TEMED 5ul TEMED 4l

2.10. Immunoblotlama (Western Blotting)

Trans-Blot Turbo sistemi (BioRad), proteini jelden membrana 3 dakika gibi
kisa bir siirede aktarabilen hizli bir protein transfer aparatidir. SDS-PAGE ‘den elde
edilen jeldeki proteini PVDF membrana transfer etmek i¢in jel, 10-15 dakika Towbin
tamponunda bekletildi. Membran metanole daldirildi ve ardindan hemen 5 dakika
Towbin tamponunda bekletildi ve metanoldan temizlendi. Daha sonra sirasiyla filtre
kagidi, membran, jel ve filtre kagidi sirasinda katmanlar hazirlanarak protein
transferi i¢in cihaz 2,5A°de ve 25V’da 10 dakikaya ayarlandi. Daha sonra membran

1X TBS i¢inde ¢oziilen %5 yagsiz siit ile 1 saat inkiibe edildi ve ardindan 1X TBST
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(1X TBS'de %0,5 Twin) iginde her biri 5 dakika olmak iizere 3 kez calkalayarak
yikandi. Daha sonra membran, 1:50 seyreltilmis Anti NC ve GPC monoklonal
antikor ile O/N olarak +4°C de inkiibe edildi. Membran yikama tamponu iginde (1X
TBST) her biri 5 dakika olmak iizere 3 kez ¢alkalayarak yikandi ve oda sicakliginda
1 saat boyunca 1X TBST’de 1:5000 seyreltilmis 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 iizere 3 kez calkalayarak yikandi. Son
olarak membran iizerine ECL substrat eklendi ve kemoluminisens cihazinda

goriintiilendi.

2.11. immiinhistokimya (IHC)

Antijenlerin spesifik tan1 yontemlerinden biri de enfekte doku orneklerinde
yapilan immiinhistokimya (IHC) uygulamasidir. KKKAYV ile enfekte olan farelerden
postmortem alinan organlar (Dalak, Karaciger, Beyin) %10 formaldehit (pH 7-7.4)
ile fikze edildi ve daha sonra parafine bloklara gomiildii. Immiinhistokimya (IHC)
test oncesinde bloklanan dokulardan 20A kalinlikta kesitler alindi. Preparatlar etiivde
bir gece boyunca 60°C’de bekletildikten sornra parafini uzaklastirmak i¢in 2 x 10 dk
ksilen inkiibasyonu uygulandi. Ardindan rehidrasyon icin %96, %90, %70’lik EtOH
inkiibasyonu 2 x 5 dk olarak uygulandi. Lamlar manyetik karistirici tizerinde ddH,0O
ile 3 x 3 dk yikandi. Antijen kazanimi i¢in lamlar 1X Sitrat (270 ml ddH,O + 30 ml
10X sitrat) soliisyonu igerisine alindi. Mikrodalga en yiiksek giicte calistirilarak
soliisyon kaynayana kadar gozlemlendi. Kaynama baslayinca firmin giicii 550W’an
indirilerek 10 dk daha isleme devam edildi. Lamlar oda 1sisinda 10 dk bekletildi ve
daha sonra manyetik karistirictda ddH,O ile 3 x 3 dk yikandi. Endojen peroksidaz
aktivitesini bloke etmek i¢in lamlar %6 H,O, + %80 Metanol karisiminda (160 ml
Metanol + 40 ml %30 H,0;) 20 dk bekletildi. Islemin devaminda lamlar manyetik
karigtiricidda ddH,0 ile 2 x 3 dk yikandi ve tekrar lamlar manyetik karistiricida 1X
PBS ile 2 x 5 dk yikandi. Lamlar bloklama soliisyonu (Acu-Stain Mouse+Rabbit
HRP Kit) i¢inde oda derecesinde ve nemli tepsi icerisinde 10 dk bekletildi. Lam

tizerindeki soliisyon yikamadan uzaklastirildi, fazla soliisyon 3 MM kagit ile silindi.
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Birincil antikor (1:100 diliisyon) ile 60 dk oda sicakliginda uygulandi. Lamlar
manyetik karistiricida 1X PBS ile 3 x 5 dk yikandi. Ikincil antikor (Acu-Stain
Mouse+Rabbit HRP Kit) ile 30 dk oda sicakliginda inkiibasyon uygulandi. Lamlar
manyetik karigtiricida 1X PBS ile 3 x 5 dk yikandi. Streptavidin-peroksidaz ile 30 dk
oda sicakliginda inkiibasyon uygulandi. Lamlar manyetik karistiricida 1X PBS ile 3
x 5 dk yikandi. DAB (3,3'-Diaminobenzidine) hazirlandi (40 pl DAB + 1 ml
substrat). DAB soliisyonu 5 dk uygulandi. Preparatlar ddH,O’ya koyularak reaksiyon
durduruldu. Zit boyama i¢in lamlar hematoksilen boyasina 5 sn batirilip ¢ikarildi.
Lamlar 1lik musluk suyunda 15 dk yikandi. Dehidratasyon i¢in %70, %90, %96’lik
EtOH’de 2 x 2 dk inkiibasyon uygulandi. Lamlara 2 x 10 dk ksilen inkiibasyonu
uygulandi. Lamlar hafif egimli olacak sekilde havlu pecete {izerine alind1 ve balsam

damlatilarak lamel ile kapatild1 ve mikroskop ile goriintiilendi.
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3. BULGULAR

3.1. KKKAV’un Hiicre Kiiltiiriinde Cogaltilmasi ve Enfektivitesi

Virus ¢ogalmasi VeroE6 hiicresinde gergeklestirildi. Bu amagla virus 0,01 moi
miktarinda %70 kaplamis hiicreye inokule edildi. Genel olarak sitoliz, hiicre
yuvarlaklasmasi ve hiicre dokiilmesi ile karakterize CPE inokulasyondan 72 saat
sonra virusa 0zgii sitopatik degisiklikler tespit edildi. Inokulasyon sonrasi altinci
giinde tiim hiicreler enfekte oldu ve iireyen viruslar toplandr (Sekil 3.1). Uretilen

virusun enfektivitesi DK1Dso = 2x10° /0,1mL olarak kaydedildi.

Sekil 3.1. KKKAYV ile enfekte edilen Vero-E6 hiicrelerinde inokulasyonu izleyen giinler bazinda
tespit edilen viral patoloji.
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3.2. KKKAYV NC Spesifik Monoklonal Antikor Uretimi

3.2.1. RNA Ekstraksiyonu ve NC Geninin Cogaltilmasi

Enfekte hiicrelerden, RNA ekstraksiyonu i¢in ticari QlAamp Viral RNA Mini
Kit (QIAGEN) iiretici tavsiyeleri dogrultusunda kullanildi. Elde edilen viral RNA,
Komplementer DNA(cDNA) sentezi i¢in kullanildi. Elde edilen cDNA, KKKAV’iin
S segment (NC) bolgesine yonelik tasarlanmis primerler ile Phusion DNA
polymerase (2u/pl) kullanarak PCR reaksiyonu baslatildi ve bolge dogrulandi.
(Sekil 3.2).

S segment (NC) of CCHFV, ANK-2

Sekil 3.2. KKKAV’un (Ank-2) NC geninin PCR ile ¢ogaltilmasi.

3.2.2. KKKAV’un S (Nucleocapsit-N) Segmentini Kodlayan
PCDNA3.1/myc-hisA +NC ifade Plazmitinin Hazirlanmasi

pPCDNAS3.1/myc-hisA o6karyotik ifade vektoriine NC (Nucleokapsit) genini
klonlama amaciyla, plazmit sirasiyla EcoRI ve Xhol restriksiyon enzimleri ile
kesildi ve 1500 niikleotid uzunlukta ¢ogaltilan, sekansi teyit edilen S segment bolgesi

vektore klonlandi. Elde edilen pCDNA3.1/myc-hisA+NC plazmid koloni PCR
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kullanarak  transforme  bakterilerden segildi. Pozitif  koloniler  plazmid
ekstraksiyonundan sonra Xhol ve EcoRI ile kesildi ve dogrulandi. Ayrica S

segmentin (NC) varlig1 PCR ile tespit edildi (Sekil 3.3).

5000
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Sekil 3.3. pCDNAS3.1/myc-hisA+NC konstraktin dogrulanmasi. 1: Koloni PCR ile yapilan
dogrulamada 1500 bp spesifik S segment (NC) igeren bant,2: pCDNA3.1/myc-hisA+NC kesim, Xhol
ile kesildi, 3: pPCDNA3.1/myc-hisA+NC plasmit, Xhol ve EcoRI enzimleri ile Kkesildi. Thermo
Scientific™ O’GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, Ready-to-Use - 75-20,000 bp- DNA ladder olarak
kullanildz.

3.2.3. KKKAV-NC ifade Eden Stabil BHK21-C13 Hiicre Hazirlanmasi

pCDNA3.1/myc-HisA+NC lipofektamin yardimiyla BHK-21 hiicrelerine
transfekte edildi. Transfeksiyon sonrast BHK-21 hiicreleri kiiltlir medyumu
Geneticin (G418) igeren DMEM ile kiiltiire edildi. Boylelikle antibiyotik direnci
olmayan BHK-21 hiicreleri oldiiriildii ve rezistan olanlarin ¢ogalmasi saglandi. Bu
hiicreler hem farelerde immiinizasyon sonrasi olusan bagisik yanitin ve hem de
hybridoma hiicrelerinden KKKAV-N proteinine karst antikor {iiretilmesinin

dogrulamasinda kullanild: (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Stabil KKKA-NC ifade eden BHK21 hiicresi iiretimi. A); plazmit tasimiyan BHK-
21hiicreleri, B); plazmit tasiyan ilk transfeksiyon BHK-21 hiicreleri, C) Seri pasajlar sonu G418
iceren medyumda sinirsiz gogalan BHK-21-KKKAV-NC.

3.24. KKKAV-NC’nin Prokaryotik pET28a+NC Plazmitinde ifade

Edilmesi

Klasik yontem ile pET28a(+) vektoriine NC genini klonlamak igin, plazmit
EcoRI ve Xhol restriksiyon enzimleri ile kesildi ve 1500 niikleotid uzunlukta
cogaltilan, sekansi teyit edilen NC geni vektore klonland1 Elde edilen pET28a+NC
plazmit koloni PCR kullanarak transforme bakterilerden secildi. Pozitif koloniler
plazmid ekstraksiyonundan sonra Xhol ve EcoRI ile kesildi ve dogrulamasi yapildi.

Ayrica NC geninin varligi PCR ile de tespit edildi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. pET28(a)+NC konstraktin dogrulanmasi. 1: Koloni PCR ile yapilan dogrulamada
1500 bp spesifik S segment (NC) igeren bantin elde edilmesi, 2: pet28a(+)+NC kesim, Xhol
ile kesildi, 3: pet28a(+)+NC plasmit, Xhol ve EcoRI enzimleri ile kesildi. Thermo
Scientific™ O’GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, Ready-to-Use - 75-20,000 bp- DNA
ladder olarak kullanildi.

3.2.5. Hayvanlarin pCDNA3.1/myc-HisA+NC ile Immunizasyonu

Birinci grup fareler antijen ()CDNA3.1/myc-hisA+NC) ve adjuvant karigimi
kullanarak immiinizasyon islemine tutuldu, ilk immiinizasyon i¢in 20pg antijen
ikinci ve ticlincli immiinizasyon i¢in 10ug immiinojen igerecek sekilde 50 veya 100ul
icinde PBS ile seyreltildi ve intrasplenik immiinizasyon metodu kullanarak farelere
enjekte edildi. Immunizasyonun 12. giinii alman kan serumu orneklerinde
immiinojene 6zgiil antikor sentezlenip sentezlenmedigi immiinizasyonda kullanilan
viral proteinleri siirekli ifade eden BHK-21 hiicrelerinde gerceklestirilen IIFT ile
kontrol edildi. Uygulama siiresinde yara bakimi ile komplikasyon yasanmadi,
hayvanlarda uygulama sonrasinda viicut agirligi kaybi yasandi (Cizelge 3.1). Stabil
BHK21-KKKAV-NC kullanilarak yapilan IIFT sonunda bu parametre i¢in immiinize
edilen her iki grup (adjuvanh ve adjuvansiz) farede de NC spesifik antikor varligi
saptandi (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. KKKAV N proteinine karsi fare kan serumlarindan elde edilen spesifik
antikorlarin, stabil olarak N proteini ifade eden BHK-21 hiicrelerinde IIFT ile tespiti. A) Test
sonrast 151k mikrokobisi, B) Ayni1 alanin Floresan mikroskobisi (X40).

3.2.6. KKKAV-NC’e Kars1 Hibridoma Gelistirilmesi

Immiinize edilen farelerin dalaklarinin almmasidan 3 giin énce saglikli
farelerden peritoneal makrofaj hiicreleri toplanarak feeder-layer olusturmak iizere 1
24-gozIu tabletlerde %10 FDS iceren DMEM icinde kiiltiire edildi. Aym1 zaman
zarfinda fiizyon igin fare myeloma hatt: FO’lar da kiiltiire edildi. immiinizasyonun
13. giinlinde 6tanazi edilen farelere ait dalaklar kapsiilalar1 zarar gérmeksizin viicut
disina alind1 ve fiizyon islemleri basariyla gerceklesti. Olusan koloniler 24-g6zlii
tabletten alinarak her koloni bir goze yerlesecek sekilde 96-g6z tablete aktarildi.
Medyum pH’sina gore antikor tiretimleri kontrol edildi. Yeterince diisiin pH gosteren
tablet gozlerinden alinan siipernatant Ornekleri immiinizasyonda kullanilan
antijenlere spesifik antikor igerikleri agisindan kontrol edilmek i¢in toplandi. Calisma
kapsaminda 5 hibridoma klonunda yiiksek metabolizma aktivitesi (diisiik pH belirteci
olan) ve saglikli hiicre morfolojisi gosteren klonlara (Sekil 3.7) ait siipernatantlar

antikor igerigi yoniinden IIFT e tabi tutuldu.
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Sekil 3.7. KKKAV N (Niikleokapsit) proteini ifade eden plasmid ile immiinize edilen farelerin
dalaklarindan hibridoma teknolojisi kullanarak elde edilen hibrit hiicrelerden 6rnekler. A) X10
biiyiitme; B) X40 biiyiitme.

3.2.7. Hibridomalarin NC Spesifik Antikorlar Yéniinden Indirekt Immiin
Floresan Testi (IIFT) ile Kontrolii

24-gozIu tablette iretilen stabil BHK21-NC hiicreleri % 3.7 formaldehit ile
fikze edildi. Hiicreler yikama ve bloklamadan sonra tekrar yikandi. Farelerden
immiinizasyon sonrasit kan serumlarinda antijene kars: tiretilen antikor testi ve ayrica
hybridoma hiicrelerinden spesifik antijene karsi elde edilen monoklonal antikor
primer antikor olarak kullanildi. ikinci antikor olarak Alexa Fluor™ Plus 488
(Invitrogen) kullanildi. Test sonunda yukaridaki kriterleri saglayan 5 hibridoma
klonunun NC-spesifik antikor iirettigi ve bunlarin sirasiyla AH-NC3, AH-NC9, AH-
NC11, AH-NC16ve AH-NCI19 olduklan tespit edildi. Bu klonlardan bir tanesine ait

test sonucu Sekil 3.8’de sunuldu.
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Sekil 3.8. KKKAV-NC proteinine karsi hybridoma hiicrelerinden elde edilen spesifik antikorlarin,
stabil olarak NC proteini ifade eden BHK-21 hiicrelerinde IIFT ile tespiti. A) Test sonrast 11k
mikrokobisi (X40), B) Ayni alanin floresan mikroskobisi (X40).

3.2.8. Uretilen KKKAV-NC Antikorlarimin Denatiire Viral Proteinlere
Spesifitesi

Arastirma kapsaminda iretilen NC MADb’larinin  etkinliginin ve viral
proteinlere olan spesifitesinin tespit edilmesi i¢in immunblotlama yapildi. Bu amagla
gerek Vero E6 hiicrelerinden saflastirilan virion proteinleri ve gerekse pET28-NC
tarafindan iretilen rekombinant NC molekiili kullanildi. Test edilen 5 NC
MADb’unun tamaminin yapilan immunoblotlama sonrasinda 52 kD biiyiikliigiinde NC
proteinine baglandig1 gozlendi. Diger taraftan antikorlarin rekombinant NC ile 52
kD’dan biiyiik bantla reaksiyon vermesi, bu proteinlere ekli coklu histidin

kuyrugunun varligina iligkilendirildi (Sekil 3.9).

o : e
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Sekil 3.9. KKKAV-NC proteinine karsit elde edilen iki MAb (AH-NC3 ve AH-NC16) ile
immunoblotting analizi. 1: KKKAV ile enfekte Vero hiicre lizati; 2: pET-28a-NC lizati, 3: Protein
merdiveni, 4; Vero hiicre lizati, 5; Pet-28a-NC lizat1; 6; Protein merdiveni. 1-3 hatlarda bulunan
proteinler c¢aligmada {tretilen AH-NC3, 4-5 hatlarda bulunan proteinler ise AH-NC16 ile
lekelenmislerdir.
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3.2.9. KKKAV-NC Karsi Uretilen Antikorlarin Isotiplendirmesi

Thermo Rapid ELISA Mouse mAb Isotyping kit kullanilarak Heavy ve Light
chain isotiplendirmesi yapildi. Sonuca gore iiretilen NC antikorlarin tamaminin

IgGlizotipinde ve hafif zincirinin ise Kappa yapisinda oldugu tespit edildi.
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Sekil 3. 10. KKKAV-NC spesifik antikorlarn izotiplemesi i¢in kullanilan Rapid ELISA Mouse mAb
Isotyping Kit protokolii (Pierce, USA) ve yapilan test sonucu.

3.3. KKKAV GPC Spesifik Monoklonal Antikor Uretimi

3.3.1. KKKAV M segmenti Sentezi ve GPC Kodlayan Genin ifade
Vektoriine Nakli

Fare icin kodon optimizasyonu gerceklestirilmis hali ile ticari olarak
sentezlettirilen tam uzunluktaki M segmenti pUCS57 tasima vektorii icinde
laboratuvara ulastirildi. Bu plazmid tasarlandig: sekilde Kpn I ve EcoRV restriksiyon
enzimleri ile kesilerek 5000 b¢ uzunluktaki KKKAV-GPC kodlayan genin serbest
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kalmas1 saglandi. Daha sonra ayni enzimlerle agilan pCDNA3.1/myc-hisA 6karyotik
ifade vektoriine klonlanmas1 basariyla gergeklestirildi. Elde edilen pCDNA3.1/myc-
hisA+M plazmit koloni PCR kullanarak transforme bakterilerden se¢ildi. Pozitif
koloniler plazmid ekstraksiyonundan sonra ve Kpn | ve EcoRV ile kesildi ve
dogrulandi. Ayrica farkli primer c¢iftleri ile yapilan PCR testleri ile M segmentin
pcDNA3.1 i¢indeki varlig: tespit edildi (Sekil 3.11).

Sekil 3.11. pCDNA3.1/myc-hisA+M konstraktin dogrulanmasi. 1: GC1934bp, 2: GN2840 bp, 3:
GC3, 728bp, 4: Musin like 1517bp, M segmentin kontrolu i¢in yapidi, 5:pCDNA3.1/myc-hisA+M
plasmidi Kpn I ve EcoRV restriksiyon enzimleri ile kesildi, 6:PCR ile dogrulamada 5000 bp spesifik
M segment igeren bant elde edildi, 7, pCDNA3.1/myc-hisA+M EcoRV ile Kkesildi. Thermo
Scientific™ O’GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, Ready-to-Use - 75-20,000 bp- DNA ladder olarak
kullanildi.

3.3.2. Hayvanlarim pCDNA3.1/myc-HisA+GPC ile Immunizasyonu

Bu amagla adjuvanl ve adjuvansiz olacak sekilde 2 grup fare pCDNA3.1/myc-
hisA+GPC ile immiinize edildi. Immiinizasyon i¢in 20pg antijen ilk injeksiyonda ve
ikinci ve lglincli immiinizasyon'da ise 10ug immiinojen 50 veya 100ul iginde
suspansiyon icerecek sekilde PBS ile seyreltildi ve intrasplenik olarak uygulandi.
Immunizasyonun 12. giinii alman kan serumu Orneklerinde immiinojene 6zgiil
antikor sentezlenip sentezlenmedigi, M segment tarafindan kodlanan prekiirsor
proteini siirekli ifade eden transforme BHK21-GPC hiicrelerinde gergeklestirilen
IIFT ile kontrol edildi. Yapilan kontrollerde pCDNA3.1/myc-hisA+GPC ile

immiinize edilen her iki hayvanda da antikor olustugu tespit edildi. Immunizasyon
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baslangici ve deney sonlanmasi arasinda hayvanlarin viicut agirliginda ortalama %10

azalma oldugu tespit edilmedi (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Iimmunize edilen farelere iligkin vital veriler.

Fare | . . Viicut Agirhg (g) Deney sonu
No Immunojen Baslangig Bitis Fark HFT ’

1 NC+Adj 19,8 18,2 -1,6 Pozitif Canli

2 NC+Adj 20 19,1 -0,9 Pozitif Canli

3 NC 21,1 19 -2,1 Pozitif Canli

4 NC 20,7 19 -1,7 Pozitif Canli

5 GPC+Adj 21,5 20,5 -1 Pozitif Canli

6 GPC+Adj 21 19,2 -1,8 Pozitif Canlt

7 GPC 20,6 18,9 -1,7 Pozitif Canli

8 GPC 21,1 19,7 -1,4 Pozitif Canli

3.3.3. KKKAV-GPC ifade Eden Stabil BHK21-C13 Hiicre Hazirlanmasi

Bolim 3.2.3’te tarif edildigi sekilde pCDNA3.1/myc-HisA+GPC lipofektamin
yardimiyla BHK-21 hiicrelerine transfekte edildi ve transfeksiyon sonrast BHK-21
hiicreleri kiiltir medyumu Genetisin (G418) iceren DMEM ile kiiltiire edildi.
Genetisin rezistanst olmayan BHK-21 hiicrelerinin 6ldiigii ancak rezistan olanlarmn
cogaldigr gozlendi. Genetisin varliginda 6lmeksizin ¢ogalan BHK21 hiicrelerine
toplam 6 subkiiltir sonunda ulasildi. Bu hiicreler hem farelerde immiinizasyon
sonrasi olusan bagisik yanitin ve hem de hybridoma hiicrelerinden KKKAV-M

proteinine kars1 antikor tiretilmesinin dogrulamasinda kullanildu.

3.3.4. KKKAV-GPC’e Kars1 Hibridoma Gelistirilmesi

KKKAV-NC’ye kars1 hybridoma eldesinde anlatildig1 sekilde hazirlanan fare
makrofaj hiicreleri kullanilarak hazirlanan 24-gozIlii tabletlere fiizyon protokolii
uygulanan FO myeloma ve dalak B lenfosit hiicreleri yerlestirildi ve koloni
olusumlar1 yoniinden kontrol edildi. Olusan koloniler 24-gdzlii tabletten alinarak her

koloni bir goze yerlesecek sekilde 96-goz tablete aktarildi. Medyum pH’sina gore
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antikor tretimleri kontrol edildi. Yeterince diisiik pH gosteren tablet gdzlerinden
alian siipernatant 6rnekleri immiinizasyonda kullanilan antijenlere spesifik antikor
igerikleri agisindan kontrol edilmek i¢in toplandi (Sekil 3.12). Bu basamakta toplam
25 adet koloni belirlenerek antikor igerikleri yoniinden takibe alindi. Bu klonlar AH-

GPC-1 ile AH-GPC-25 arasinda olacak sekilde kodlanarak IIFT e tabi tutuldu.
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Sekil 3.12. A ve B : KKKAV-GPC ifade eden plazmid ile immiinize edilen farelerin dalaklarindan
hibridoma teknolojisi kullanarak elde edilen hibrit hiicre kolonileri.

3.3.5. Hibridomalarin GPC spesifik Antikorlar Yoniinden indirekt immiin
Floresan Testi (I1FT) ile Kontrolii

Stabil olarak KKKAV-GPC ifade eden fikze edilmis BHK21-C13 hiicreleri
iizerinde yapilan IIFT sonrasinda kodlari daha once verilen 25 klondan 17 tanesinin
KKKAV-GPC reaktif antikor sentezleyen hibrit hiicreler olduklar1 dogrulandi.
Antikor sentezledigi 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
goriintiileri Sekil 3.13 ve Sekil 3.14’de sunuldu.
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Sekil 3.13. KKKAV GPC proteinine karsi AH-GPC14 kodlu klondan elde edilen
antikorlarm, BHK-21-GPC hiicrelerinde IIFT ile tespiti. A) Isik mikroskobi (x40); B) Dapi
boyama (X40) ; C) Floresan mikroskobi (x40).

Sekil 3.14. KKKAV GPC proteinine karsi AH-GPC15 kodlu klondanelde edilen
antikorlarin, BHK-21-GPC hiicrelerinde IIFT ile tespiti.A) Isik mikroskobi (x40); B) Dapi
boyama (X40) ; C) Floresan mikroskobi (x40).

3.3.6. Uretilen KKKAV-GPc Antikorlarinin Denatiire Viral Proteinlere
Spesifitesi

Antikor Trettigi belirlenen 17 klonun Vero-E6 hiicrelerinde {iretilerek
saflagtirilan ve denatiiran jel ortaminda SDS-PAGE teknigi ile ayristirilan KKKAV
proteinleri ile immunoblot analizi yapildi. Boylelikle Okaryotik hiicrede virus
cogalmas1 sonrasi proteolitik proses ile Gn ve Gc olarak sindirilen GPC iizerindeki
reaktiviteleri tespit edildi (Sekil 3.15). Antikor sentezleyen 17 klonun 7 tanesi Gn, 8
tanesi Gc spesifik olarak bulunurken 2 adet klonun her iki viral proteine kars1 reaktif

oldugu tespit edildi.
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Sekil 3.15. KKKAV-GPC proteinine karst hybridoma hiicrelerinden iiretilen antikorlarin
immiinblotlama goriintisii. A) Hat 1- 37Kd Gn spesifik AH-GPC17, Hat 2- 70Kd Gc spesifik AH-
GPC15; B) Hat 1- 37 ve 70 kD biiyiikliikteki Gn ve Gce spesifik AH-GPC16, Hat-2 Vero hiicresi; C)
Hat 1- 37kD biiyiikliikteki Gn AH-GPC14, Hat-2 Vero hiicresi D) : Prime-Step™ Prestained Broad
Range Protein Ladder (773301).

3.3.7. KKKAV-GPC Antikorlarimin Isotiplendirmesi

Thermo Rapid ELISA Mouse mAb Isotyping kit kullanilarak agir ve hafif
zincir isotiplendirmesi yapildi. Sonuca gore iiretilen antikorlarin cogunlugunun IgGl
(15 adet), 1’er tanesinin ise IgG2a ve IgM izotipine sahip oldugu ortaya konuldu
(Sekil 3.16). Diger taraftan hafif zincir yapisinin ise 14 tanesinde Kappa ve 3 drnekte
Lambda oldugu tespit edildi (Cizelge 3.2).
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Sekil 3.16. KKKAV-GPC antikorlarina ait Rapid ELISA Mouse mAb Isotyping Kit (Pierce, ABD) ile
yapilan izotiplendirme sonucu.

3.4. Virus Notralizasyon Testi (VNT)

Yapilan VNT sonrasinda KKKAV-NC proteinine karsi iiretilen 5 MAb’un hig
birisi beklendigi gibi notralizan karakterli bulunmadi. Diger taraftan virusun GPC’e
kars1 tiretilen antikorlardan 10 tanesinin noétralizan karakterli oldugu saptandi. Bu
orneklerin 2 tanesinin hem Gc ve hem de Gn, kalan 8 adedinin ise sadece Gc ile

reaktif olduklar1 yapilan immunblotlama sonunda tespit edildi (Cizelge 3.2).

3.5. Immiinhistokimya (IHC)

IFNAR-/- farelerin KKKAYV ile yapilan deneysel enfeksiyonu sonrasinda bu
hayvanlara ait dokulardan hazirlanan kesitler arastirma kapsaminda iiretilen
monoklonal antikorlarin tamami ile IHC boyamasina tabi tutuldu. Farkli derecelerde
de olsa preparatlarin tamaminin {iretilen antikorlar tarafindan spesifik olarak
boyandig1 gozlendi. Ug farkli antikor ile degisik dokularda yapilan KKKAV antijen
takibi sonuglart agsagida Sekil 3.17 - 3.19°da sunuldu.
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Sekil 3.17. AH-GPC16 ile gergeklestirilen IHC sonuglari, X40 biiyiitme. A) Karaciger; B) Bobrek; C)
Beyin. Resimlerdeki bar 50pum uzunlugu gostermektedir.

Sekil 3. 18. AH-GPC17 ile gergeklestirilen IHC sonuglari, X40 biiyiitme. A) Karaciger; B) Bobrek;
C) Beyin. Resimlerdeki bar 50um uzunlugu gostermektedir.
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Sekil 3.19. AH-NC9 ile beyin dokusundan gergeklestirilen IHC sonucu, X40 biiyiitme.
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Cizelge 3.2. Arastirmada elde edilen mAb’larin yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri.

Antikor
MAD Hedef Izotip Hafif VNT HFT IHC
Zincir
AH-NC3 NC 1gG1 K - + +
AH-NC9 NC 1gG1 K - + +
AH-NC11 NC 1gG1 K - + +
AH-NC16 NC 1gG1 K - + +
AH-NC19 NC 1gG1 K - + +
AH-GPC1 Gc IgG1 K + + +
AH-GPC2 Gc 1gG2a K + + +
AH-GPC3 Gn IgM K - + +
AH-GPC4 Gn 1gG1 A - + +
AH-GPC5 Gc 1gG1 A + + +
AH-GPC6 Gn 1gG1 K - + +
AH-GPC7 Gc 1gG1 K + + +
AH-GPC8 Gn 1gG1 A - + +
AH-GPC14 Gc IgG1 K + + +
AH-GPC15 Gc IgG1 K + + +
AH-GPC16 Ge+Gn 1gG1 K + + +
AH-GPC17 Gn 1gG1 K - + +
AH-GPC25 Gn 1gG1 K - + +
AH-GPC27 Gc 1gG1 K + + +
AH-GPC28 Gc IgG1 K + + +
AH-GPC29 Gc+Gn IgG1 K + + +
AH-GPC32 Gn 1gG1 K - + +




4. TARTISMA

Son 20 yilda, KKKA sirkiilasyon araligi ve tanimlanan KKKA vakalarinin
toplam sayist istikrarli bir sekilde artmaktadir. Bu artisa, birden fazla KKKAV
susunu hedef alan molekiiler teshis metotlari, terapotikler ve ayrica cografi bolge
icinde birlikte dolasan birden fazla sus neden olmaktadir. Monoklonal antikorlar
hayvan modellerinde ve hastalarda viral enfeksiyonlara karsi koruyucu etkinlik
gostermelerine ragmen, etkileri genellikle tek bir viruse veya belirli bir susa spesifik
olarak bilinmektedir (Zivece ve ark., 2017). Ayrica, meta analizler sonucunda,
KKKA hastalarini tedavi etmek i¢cin mevcut olan profilaktik ve terapotik secenekler,
net klinik fayda gdstermeyen antiviral ilag ribavirin uygulamasi ile sinirli oldugu
gosterilmistir. Bu nedenle, KKKA'nin artan halk sagligi tehdidine karst yeni KKKA
terapdtiklerinin gelistirilmesi biiyiik 6nem tasimaktadir (Estrada ve ark., 2015). Son
yillarda, arastirmacilar tarafindan poliklonal ve monoklonal antikorlar veya
kombinasyonlarinin, KKKAYV ile enfekte olmus hayvanlarda uygulandigi ve 6liimciil
hastaliga kars1 koruyucu olduklari bildirilmistir (Cross ve ark., 2016 ve Zeitlin ve
ark., 2016).

Bu tez ¢alismasinda, KKKA virusune karsi hybridoma teknolojisi kullanarak
monoklonal antikorlarin {iretimi amaglandi. Calisma kapsaminda kullanilan yontem
ile herhangi bir viral epitopa spesifik hedeflenmis (konformasyon bagimli ya da
bagimsiz) antikorlarin elde edilebilmesinin miimkiin oldugu goriildii. Ancak temel
hedef oOncelikli olarak notralizan antikorlarin elde edilebilme potansiyelini
sorgulamakti. Bu ana hedef yaninda ¢aligma kapsaminda elde edilen tiim antikorlarin

agirlikli olarak tanisal kullanim olasiliklar1 yoniinden incelendi ve sonuglar bildirildi.

Monoklonal antikor {iretimi icin farkli immiinizasyon programlari
onerilmektedir. Konvansiyonel immiinizasyon ile monoklonal antikor elde etmek
icin 2 hafta aralikla 3 ve/veya 6 enjeksiyon intramuskuler, intraperitoneal veya
subkutan olarak yapilmaktadir. Ancak tiim bu farkli programlar son enjeksiyonun

intravendz (1.v.) yolla yapilmasinin daha etkili oldugunu ve son enjeksiyondan ii¢ ila
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dort giin sonra hayvan 6ldiiriiliip ve dalak hiicreleri fiizyon i¢in kullanilmasinin etkili
oldugunu gostermektedir. Ayrica serumda yiiksek titrede spesifik antikor gosteren

hayvanlardan alinan dalak hiicreleri, en iyi hibridomalar1 iiretmektedir.

Standart immiinizasyon prosediirleri ve ayrica kas i¢i veya gen tabancast DNA
immiinizasyon ile karsilastirildiginda, dalak i¢i immiinizasyon ¢ok erken antikor
yaniti alinmasi ve B hiicrelerin kolonizasyonuna neden olmasi sebebiyle, zaman
kazandiran ve giiclii monokolonal antikor iiretimi ile sonuglanan bir teknik olarak
tanimlanabilir Spesifik hibridomalar olusturmak i¢in; immiinizasyon yapilan
hayvanlardan alinan dalak hiicreleri, son immiinizasyondan en ge¢ 5 giin sonra
flizyona tabi tutulmalidir ancak Velicovsky ve ark. (2000), yaptiklar1 arastirmada
intrasplenik immiinizasyon (SSI) yoluyla spesifik monoklonal antikorlari, 25 giin son
injeksiyondan sonra bile elde etiklerini ve p18 proteinini kodlayan genin dalakta en

az 20 giin eksprese edildigini bildirmislerdir.

Bu tez calismasinda immiinoreaktif B hiicrelerine odaklanarak ve yukaridaki
bilgiler 1518inda hareket ederek, KKKAV’un S segment tarafindan kodlana
niikleokapsit (NC) ve M segment tarafindan kodlanan protein prekiirsorleri (GPC)
icin ¢ok erken, zaman kazandiran, spesifik ve giiclii monoklonal antikor elde etmeyi
planladik. Bu sayede fareler ilk immiinizasyon’da 20ug, ikinci ve igilinci
immiinizasyonda 10ug olarak KKKAV’un S segmentini kodlayan pCDNA3.1/myc-
hisA +NC ve KKKAV’un M segmentini kodlayan pCDNA3.1/myc-hisA+M Ifade
plazmitleri ile 11 giin boyunca 3 kez (0, 3, 11) intrasplenik olarak immiinizasyona
tabi tutuldular. Enjeksiyon sonrast 13’lincii giin flizyon yapildi ve hybridoma
teknolojisi kullanilarak hedef antijenlere spesifik 5 adet NC spesifik klon ile 17 adet
GPC klonu elde edildi. S6z konusu uygulama ile hazirlanan immunojen
tasarimlarinin etkin ve dogru oldugu ve ayrica uygulama sirasinda asepsi ve antisepsi
kurallarina uyuldugu noktada diger immiinizasyon prosediirlerine gore oldukca etkin

bir bagisiklama yolu oldugu sonucuna varilda.
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Immunizasyon icin kullanilan farelerde dalak i¢i bagisiklama protokolii
sonrasinda herhangi kilo kayb1 disinda herhangi bir yan etki tespit edilmedi. Yapilan
degerlendirmelerde 13 giinlik immiinizasyon siiresi sonunda asilama gruplarinda
bireysel olarak % 4,5-9,9 arasinda degisen viicut agirhigr kaybi tespit edildi. Bu
durumun yapilan asilamalardan ziyade uygulamanin dogasi geregi her hayvanda
tekrarlayan anestezi ve laparotomi operasyonlari ile iligkili oldugu sonucuna varildi.
Benzer tablo operasyon yapilmasa dahi bir¢ok anestezi uygulamasi sonrasinda
deneme hayvanlari i¢in tanimlanan en 6nemli yan etki olarak tanimlanmaktadir

(Yamada ve ark., 2022).

Spitz ve ark. ( 1984) ve Velikovsky ve ark. ( 2000), ¢ok kisa bir immiinizasyon
stiresi kullanarak ve hayvanin antikor tepkisinden bagimsiz olarak iyi bir hibridoma
tiretimi elde etmenin miimkiin oldugunu gostermislerdir. Ayrica, tek bir intrasplenik
antijen enjeksiyonundan ve antijen olarak 1 pg’dan az soluble protein kullandiktan
i¢ giin sonra, spesifik IgG velgM monoklonal antikor elde ettiklerini, ancak, en iyi
ve daha tutarli sonuglari 10 ve 20 pg antijen kullanilmasi ile elde ettiklerini
bildirmiglerdir. Bir baska c¢alismada ise Stephen ve ark. (2011), akut myeloid
leukemia’ya karsi monoklonal antikor elde etmesi i¢in 50 pg antigen kullanarak
farelerin 0,4,11°inci gilinlerde dalaklarina intrasplenik olarak injeksiyon yaptiklari

yontemi tanimlamislardir.

Intrasplenik (dalak i¢i) immiinizasyon, CXCR5-CXCL13 kemokin yolagimni
aktive ederek, immiinoreaktif lenfositlerin dalak icerisine tasmmmasi amaciyla
yapilmaktadir. CXCR5-CXCL13 kemokin yolagi, naive B hiicrelerinin ve T
hiicrelerinin ikincil lenfoid doku folikiilleri olarak tanimlanmakta olup, germinal
merkezlerde folikiiller yardime1 T hiicrelerin lokalizasyonunu saglamasinin yani sira
yiiksek affiniteli B hiicrelerin olgunlasmasiyla, plazma ve bellek B hiicrelerinin
farklilasmasinda da kritik rol oynamaktadir. CXCRS5 ve CXCL13 arasinda meydana
gelen etkilesim, T ve B hiicrelerinin lenfoid organlara girisini saglamakla beraber
yiiksek diizeyde bagisik yanit meydana getirmektedir (Forster ve ark., 1996 ve Hsieh
ve ark., 2022).
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Calisma kapsaminda niikleokapsit proteinine karsi antikor iireten 5 hibridoma
klonu elde edildi. Bu klonlar tarafindan tiretilen antikorlarin tamami IgG1 izotipinde
ve hafif zincirlerinin ise Kappa yapisinda oldugu tespit edildi. Yapisal olarak IgGl
izomerlerinin fleksibilitelerinin daha yiiksek oldugu ve bu nedenle de hedef antijene
baglanma oranlarinin daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (Beers ve ark., 2016).
Tamamlanan calisma kapsaminda elde edilen antikorlarla natif veya denatiiran
ortamlarda yapilan tim antijen baglant1 reaksiyonlarindan yiiksek verim elde

edilmesi bu temel verilerle uyumlu bulunmustur.

Yapilan VNT sonrasinda KKKAV-NC proteinine karsi iiretilen 5 MAb’un hig
birisi nétralizan karakterli bulunmadi. Bilindigi lizere niikleokapsit proteini vironun
zarfi altinda yer alan ancak virionun protein yapisinin biiyiik kismini olusturan
onemli bir komponenttir (Carter ve ark., 2012 ve Zivcec ve ark., 2018). Bu nedenle
notralizan antikorlarin hedefi olmasi beklenemeyecegi gibi, bu proteinlere spesifik

antikorlarin da notralizan olmasi beklenmemektedir.

Niikleoprotein antikorlarinin KKKAV’nii nétralize etmeseler de koruyuculukta
cok 6nemli olduklar1 yapilan ¢alismalarda ortaya konulmustur. Ozellikle T hiicre
aracilt bagisikligin daha etkin sekilde islerlik kazandigina iliskin bilimsel veriler
1s1¢inda bu protein ile asilama stratejileri ve takiben koruyuculuk calismalari
yapilmistir (Zivcec ve ark., 2018). Her ne kadar bu arastirma kapsaminda gelistirilen
antikorlarin  terapotik  veya pasif bagisiklama kapasitelerinin - sorgulanmasi
amaclanmamis olsa da arastirma grubumuz tarafindan daha Once yapilan
arastirmalarda bu proteinin koruyucu etkisi farkli as1 platformlar ile gosterilmistir
(Aligholipour ve ark., 2019a; Aligholipour ve ark., 2019b ve Aligholipour ve ark.,
2019c).

Sunulan tez ¢alismast kapsaminda KKKAV GPC i¢in 17 klon elde edilmis ve
bunlardan farkli yapilarda GPC spesifik antikor iiretilmesi gerceklestirilmistir. Bu
kapsamda iiretilen antikorlarin ¢ogunlugunun IgG1l (15 adet), 1’er tanesinin ise
IgG2a ve IgM izotipine sahip oldugu ortaya konuldu. Diger taraftan hafif zincir
yapisinin ise 14 tanesinde Kappa ve 3 oOrnekte Lambda oldugu tespit edildi.

87



Calismamizda izotiplendirme sonunda oOzellikle IgM sinifi olarak identifiye edilen
AH-GPC3 kodlu antikorun es zamanh olarak daha diisiik dansitede IgG1 reaktivitesi
verdigi de gorildi. Bu durumun iki nedenden olusabilecegi sonucuna varildi.
Bunlardan ilki bu antikorlar1 sentezleyen klonun hala yeterince klonlanmadig:, kiiltiir
ortaminin heterojen hiicre yapisina sahip oldugu, dolayisiyla da her iki izotipin es
zamanl iretimi s6z konusu oldugudur. Ikinci olasilik ise hibridomalarin,
subkiiltiirleri paralelinde, kiiltiir siiresi uzadik¢a imunglobulinler izotop smifinda
degisim meydana gelmektedir. Izotip degistirme, izotipik komiitasyon veya smif
degistirme rekombinasyonu (Class switch recombination - CSR) olarak da bilinen
immunoglobulin smif degistirmesi, bir B hiicresinin immiinoglobulin {iretimini,
izotip IgM'den izotip IgG'ye oldugu gibi bir tiirden digerine degistiren biyolojik bir
mekanizmadir. Bu islem sirasinda, antikor agir zincirinin sabit bolge kismi
degistirilir, ancak agir zincirin degisken bolgesi ayni kalir. Antikorun degisken
bolgesi degismediginden, sinif gecisi antijen 6zgiilliigiini etkilememektedir. Bunun
yerine, bu antikorlar ayni antijenler i¢in afiniteyi korurken farkli efektor molekiillerle

de etkilesime girebilmektedir (Bauer, 2021).

GPC spesifik antikorlarda da NC antikorlarinda tespit edildigi tizere, en yliksek
oranda IgGl izotipi bulunmasi bunlarin genis bir reaktivitede antikorlar oldugunu
ifade etmektedir. Ozellikle daha korunakli ve hedef epitop ile 6zel sartlarda reaktive
oldugu bilinen 1gG2a izotipi AH-GPC2 kodlu klonda tespit edilmistir. Bilindigi
tizere IgG2 molekiilleri karbonhidrat antijenleri tarafindan indiiklenmekte ve antijen
ile reaktiviteleri diisiik affinitelidir (Beers ve ark., 2016 ve Correia, 2010). Bu
nedenle bu antikorla iligkili olarak kullanima yonelik planlamalarin bu 6zellikler

dogrultusunda 6zenle degerlendirilmesi zorunlulugu bulunmaktadir.

Calisma kapsaminda KKKAV-GPC 17 klonun 7 tanesi Gn, 8 tanesi Gc spesifik
olarak bulunurken 2 adet klonun her iki viral proteine karsi reaktif oldugu tespit
edildi. Calisma kapsaminda M segment tarafindan kodlanan GPC bir biitiin olarak
Okaryorik ifade plazmiti ile immunojen olarak hayvanlara inokule edildi. KKKAV
biyolojisinden hatirlanacagi {izere proprotein prekiirsor serin temelli bazi1 proteolitik

enzimler tarafindan 6ncii Gn ve 6ncii Ge proteinlerine ayristirilmakta, sonrasinda ise
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hiicre i¢in modifikasyonlar ile virionda sergilendigi iizere nihai Gn ve Gc
proteinlerine evrilmektedir (Sanchez ve ark., 2006 ve Vincent ve ark., 2003).
Gelistirilen antikorlarla bu farkli sonuc¢larin alinmasinin iki 6énemi vardir. Bunlardan
ilki aslinda tasarlanan GPC ifade eden Okaryotik plazmitin virus biyolojisine uygun
bir hiicresel tiretim sergiledigidir. Digeri ise bu biyolojik silirece paralel olarak
bagimsiz epitoplarin immiin sistem {izerindeki uyarimi saglikli  olarak

gergeklestirildigidir.

Arastirmada gelistirilen 2 hibridoma klonunun her iki viral glikoproteine
(Gn+Gc) reaktif antikor iiretiyor olmasinin nedeninin daha ileri diizeyde yapilacak
epitop haritalama (epitop mapping) uygulamalari ile agiklanabilmesi yiiksek olasilik

dahilindedir (Shalitanati ve ark., 2018 ve Zhang ve ark, 2019).

KKKA virusu konak hiicreler ile olan iliskisini yiizey glikoproteinleri araciligi
ile kurmaktadir. Bu yiizey yapilarinin spesifik antikorlarla bloke edilmesi dogrudan
virus atagmanini engelleyen bir uygulamadir. Yapilan ¢aligmalar Ge proteinin viral
notralizasyondan primer diizeyde sorumlu oldugunu ifade etse de Gn proteininin de
ozellikle bagisiklamalardan sonra yapilan koruyuculuk calismalarinda 6nemli bir
yiizey proteini oldugunu ortaya koymaktadir (Fels ve ark, 2021; Zhang ve ark., 2019
ve Zivcec etal., 2017). Calisma kapsaminda yapilan VNT sonrasinda virusun GPC’e
kars1 tretilen antikorlardan 10 tanesinin ndtralizan karakterli oldugu saptandi. Bu
orneklerin 2 tanesinin hem Gc¢ ve hem de Gn, kalan 8 adedinin ise sadece Gc ile
reaktif olduklar1 yapilan immunblotlama sonunda tespit edildi. Elde edilen VNT testi
sonuclar1 ile immunoblotlama testleri sonrasinda saptanan epitop spesifitelerinin

sonuglarinin birbiri ile korrelasyon gosterdigini belirtmek isteriz.

Arastirmada tretilen antikorlar kullanilarak virusun natif formu, rekombinant
proteinleri ve denatiire edilmis proteinlerinin de yer aldigi genis bir yelpazede
reaktivite degerlendirmeleri yapildi. Ozellikle stabil olarak NC ve GPC ifade eden
BHK-21 CI13 hiicrelerinde yapilan IIFT ile IHC uygulamasi sonunda elde edilen
antikorlarin  yiiksek affiniteli baglanma yetenegi gosterildi. Diger taraftan,

immunoblotlama teknigi ile denatiire edilmis viral ve hiicresel proteinler arasindan
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spesifik olarak hedef proteinlerine baglanma o6zelligi de ortaya konuldu. Tiim bu
ozellikler gelistirilen antikorlarin konformasyon zorunlulugu olmaksizin kendilerine
spesifik epitoplara baglanabilecegi seklinde yorumlandi. Bu o6zellikleri ile
aragtirmada gelistirilen NC ve GPC spesifik antikorlarin iist diizeyde epitop
reaktivite yeteneklerinin oldugu ve bu nedenle de tanisal amacgla kullanimlarinin

uygun olabilecegi sonucuna varildi.

Elde edilen monoklonal antikor portfGyiiniin test edilmesi gereken bir diger
onemli alan ise bunlarin tek (NC veya GPC) veya ¢ok hedefli (NC+GPC) olarak
terapotik etkinliklerinin sorgulanmasidir. Tamamlanan doktora c¢aligmasinin bdyle
bir nihai hedefi olmamasi sebebiyle s6z konusu etkinlik calismalar
gerceklestirilmemistir. Antikor tedavileri 6zellikle tanimlanmis etkin tedavi rejimi ve
asis1 olmayan viral hastaliklara karsi zaman zaman basvurulan 6nemli alternatifler

olarak giincelligini korumaktadir.

Antikor tedavisi, insan KKKA'nin birkag 6rneginde denenmesine ragmen az
miktarda basar1 gosterdigi bildirilmektedir, ancak etkinligi biiyiik veya randomize
edilmis klinik c¢aligmalarda degerlendirilmemistir. Ayrica fare calismalari,
antikorlarin KKKA'den korunmada 6nemli bir rol oynadigini ortaya koymustur. Elde
edilen veriler, antikor tedavisinin KKKA’ya kars1 etkili bir tedavi olabilecegini

diisindiirse de cevaplandirilmasi gereken birtakim sorular vardir (Dowall ve ark,
2016).

Fare ¢alismalari, GPC olarak ifade edilen KKKAV’ un glikoproteinlerine karsi
bagisiklik tepkilerinin koruma i¢in Onemli oldugunu, ancak kismi GPC alt
birimlerine karst bagisiklik tepkilerinin ise Oliim siiresini  geciktirdigini
gostermektedir (Kortekaas ve ark., 2015). Bununla birlikte, GPC geni, niikleokapsid
proteini (NC) ve viral RNA’ya bagimlt RNA-polimeraz (L) gibi diger viral
proteinlerden genetik olarak daha degiskendir. Kodlanmis yiizey glikoproteinleri,
ayni bolgede var olan suslar arasinda amino asit seviyesinde %25’in {izerinde

degisiklik gosterebilmektedir. Bu nedenle GPC’nin, 6zellikle virusun heterolog
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suslar1 eszamanli dolasimda oldugunda, bagisiklik sistemi veya antikor tedavisi i¢in

zor bir segenek oldugu bilinmektedir (Zivcec ve ark., 2017).

Bir bagka ¢alismada KKKAYV, IbAr 10200 susuna kars1 bir murin monoklonal
antikor paneli iretilmis ve bu antikorlarin bir¢ogu pre-Gn kompleksini veya Gc
proteinini hedef aldigimi gostermistir. Gec bolgesini hedef alan antikorlarin ¢ogu
notralize edici aktiviteye sahip oldugu belirtilerek nétralize eden ve etmeyen
monoklonal antikorlar neonatal fareleri 6liimden korudugunu gostermislerdir.
Arastirmacilar, notralize edici 6zellige sahip olmayan (non-neutralizing) antikorlarin
yetiskin fareleri KKKAV’una kars1 korudugunu ve evrensel olarak GP38 proteinini
hedefledigini bildirmislerdir (Golden ve ark., 2019).

Bagka bir ¢alismada arastirmacilar KKKAV’nin Gn ve Gce glikoproteinlerine
kars1 gelistirdikleri monoklonal antikorlar igin in vitro notralizasyon testleri ve in
Vvivo koruyuculuk testleri yapmislardir. Bu ¢alisma sonucunda Ge’ye karsi gelistirilen
monoklonal antikorlarin nétralizan etkiye sahip olduklari, Gn’e karsi gelistirilen
monoklonal antikorlarin ise in vitro sistemde noétralizan etki gostermedigi
bildirilmistir. Ancak ayni ¢alismada Gc’ye karsi gelistirilen monoklonal antikorlarin
aksine Gn’e karsi gelistirilen monoklonal antikorlar in vivo olarak fareleri 6ldiriicii

dozdan korudugu bildirilmistir (Berlotti-Ciarlet ve ark., 2005).
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5. SONUC ve ONERILER

Aragtirma kapsaminda dalak i¢i enjeksiyon ile gercgeklestirilen DNA

bagisiklamasi sonunda KKKAV’un NC ve GPC proteinlerine toplamda 22 adet

monoklonal antikor firetildi. Bu antikorlarin {iretimi ve karakterizasyon siireci

sonunda,

Monoklonal antikor {iretimine 1ilgili olarak, intrasplenik (dalak ici)

immiinizasyon ile kisa siirede ve etkin bir bagisiklama olusturuldugu,

Bu yontemler ile ¢ok etkin B yaniti zenginligi olan bagisiklamanin elde

edildigi,

Gelistirilen hibrit klonlarin in vitro yasam kalitesi ve antikor sentezi

yeteneginin yiiksek oldugu,

Arastirmada 5 adet NC spesifik ve 17 adet GPC spesifik antikor elde
edildigi,

Antikorlarin agirlikli olarak IgG1 izotipinde oldugu 6zellikle GPC spesifik

antikorlar arasinda IgG2a ve IgM izotipinde antikorlarin da bulundugu,

Antikorlarin viral proteinlere natif veya denatiiran ortam sartlarinda yiiksek

affinite ile baglandig,

GPC ile immiinize edilen hayvanlardan elde edilen hibridomalardan 10
tanesinin noétralizan antikor trettigi, bunlarin da Ge (8 adet) ve Gn+Gce (2

adet) proteinlerine spesifik oldugu,

Gelistirilen tiim antikorlarin farkli tekniklerin kullanilabilecegi genis bir

panelde tanisal kapasitelerinin oldugu sonuglarina varildi.
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Tamamlanan bu c¢alisma sonrasinda gelistirilen antikorlarin terapdtik
kapasitelerinin sorgulanmasi énemli bir gereklilik olarak goriilmektedir. Ozellikle
KKKA gibi bolgesel olarak etkisi her yil artan bir halk sagligi problemine katki
verecek her tiirlii tedavi yaklagiminin tartisilmaz degeri vardir. Bu noktadan hareketle
gelistirilen  antikorlarin  tek tek veya bir kokteyl tarzinda yapilacak
formiilasyonlarmin terapdtik etkinlikleri yanmi sira alerjik, toksik ve diger klinik
oncesi degerlendirmelerinin yapilmasi 6nerilmektedir. Son olarak, tedavi etkinligi
olan antikor ve/veya antikorlarin ise daha ilerleyen zamanlarda insansilastirilmasina

yonelik ¢aligmalar yapilmasi da 6nerilmektedir.
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OZET

Kirim-Kongo Kanamah Atesi Virusuna Karsi Monoklonal Antikor Uretimi ve
Karakterizasyonu

Kirim Kongo Kanamali Ates Virusu (KKKAV), insanlarda ciddi hemorajik ates
hastaligina neden olabilen ve yiiksek mortalite ve bulagsma hizi ve genis cografi dagilimi
nedeniyle halk sagligi i¢in biiyiik bir tehdit olusturan kene kaynakli bir virustur. Kirim
Kongo Kanamali Atesi (KKKA), Afrika, Ortadogu, Dogu Avrupa ve Asya'daki bir¢ok
iilkede endemik olan agir bir kene hastaligidir. Su anda KKKA’e karst onayli bir asi
bulunmamaktadir ve spesifik bir tedavi mevcut degildir. Bu ¢alismada KKKAV’nun NC ve
GPC proteinlerine karst monoklonal antikor iretildi ve karakterizasyonlari yapildi.
Calismada, zaman kazandiran, spesifik ve giicli monoklonal antikor elde etmek ig¢in
intrasplenik  immiinizasyon metodu kullanildi. Deneyde kullanilan fareler ilk
immiinizasyon’da 20ug, ikinci ve ig¢ilincii immiinizasyonda 10ug olarak immiinojen ile
immiinizasyona tabi tutuldular. Bagisiklamay1 izleyen 13’lincli giin fiizyon yapildi.
Hybridoma teknolojisi kullanarak hedef antijenlere karsi toplam 25 (5 tane NC ve 17 tanesi
GPC spesifik) monoklonal antikor tiretildi. GPC proteinine spesifik olarak gelistirilen ve
noétralizan antikorlarin gelecekte, terapotik amaclar igin kullanima uygun olabilecegi
sonucuna varildi. Bu amaglanirsa s6z konusu antikorlarin humanizasyon siirecine alinmasi
gereklidir. Diger antikorlarin ise epitopun konformasyonuna bagli olmaksizin tanisal
amaglarla farkli teknolojilerde kullanilabilecegi ortaya konuldu.

Anahtar Sozciikler: Intrasplenik, Kirim Kongo Kanamali Ates Virusu, Monoklonal
Antikor.

94



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 20pg immunogen in the first immunization and 10pg 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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