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1. Projenin Tiirkce Ingilizce Adi ve Ozetleri

Tiirkce Adr:

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

Kinm Kongo kanamali ateg virusu (KKKAV). insanlarda ciddi hemorajik ates hastaligima neden olabilen ve
vitksek mortalite ve bulasma hizi ve genig cografi dagilum nedeniyle halk saghg igin bityiik bir tchdit
olugturan kene kaynakli bir virustur, Kinm Kongo Kanamali Atesi (KKKA). Afrika. Ortadogu. Dogu
Avrupa ve Asya'daki birgok iilkede endemik olan agir bir kene hastaligidir, Su anda KKKA ¢ kargi onayl bir
agt bulunmamaktadir ve spesifik bir antiviral tedavi meveut degildir. Cahgma kapsaminda KKKAV nun
olabilecek tiim immunojen bilesenlerine karsi monoklonal antikor tiretilmesi ve karakierizasyonun yapilmas
oerceklestirilecektir. Boylelikle gok farkli amaglarla (tamsal. terapatik. pasif profilaktik) kullanim olasihig

olabilecck bivolojik maddelerin tiretilmesine gahgilacaktir.

Anahtar Kelimeler: Kirim Kongo kanamah ates virusu, moneklonal antikor
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Production and Characterization of Monoclonal Antibody against Crimean-Congo
Hemorrhagic Fever Virus

Crimean-Congo hemorrhagic fever virus (CCHFV) is a tick-borne virus capable of causing a severe
hemorrhagic fever disease in humans and poses a great threat to public health due to its high mortality and
transmission rate and wide gcographical distribution. Crimcan-Congo Haemorrhagic Fever (CCHF) 1s a
severe tick-borne discase, endemic in many countries in Africa, the Middle East, Eastern Europe and Asia.
There is no approved vaccine currently available against CCHF and there is currently no specific antiviral
therapy for CCHF. In scope of our study. production and characterization of monoclonal antibodies against
all possible immunogenic components of CCHFV will be performed. Given the circumstances, we will try
to produce biological substances that can be used for a varicty of purposes including diagnostic,

therapeutic, passive and prophylactic oncs

Keywords: Crimean-Congohemorrhagic fever virus, Monoclonal antibodies
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II.Ama¢ ve Kapsam

Kirim-Kongo kanamali ates hastaligi (KKKAH) yuksek mortalitiye sahip ve zoonoz bir viral
enteksiyondur. Hastalik Afrika, Asya, Dogu Avrupa ve Orta Dogu bolgelerinde gorilmektedir,
KKKA viriisi, Bunyaviridae ailesindeki Nairovirus cinsine aittir ve insanlarda ciddi bir hastaliga
neden olmakta ve mortalite oran1 % 5-30 arasinda degisilmektedir. Insanlara virus kenelerin 1sirmas,
enfeksiyonun akut fazinda KKKAV tagiyan bir hasta ile temasa gegerek veya viremi asamasmda
olan hayvanlardan alinan kan veya dokular ile temas ederek bulagmaktadir. KKKAV'nun yaygin
codrafi dagilimi, yiiksek mortalitede seyretmesi, gidetli insan hastaligi olugturma kabiliyeti ve bir
biyoterorizm ajan olarak bilinmesi endigeler yaratmakla beraber, KKKAV’u énemli bir insan
patojeni olarak sunmaktadir. Ayrica, vektor kaynakh hastaliklarin ekolojik karmagikhigy, terapotik
tartismalar ve zoonotik bir enfeksiyonun insandan insana bulastirilmas: onu son derece 6nemli ve
ilgi gekici bir aragtirma konusu haline getirmektedir (Ergonul, 2012; Bente ve ark., 2013; Estrada-

Pena ve ark., 2015; Papa ve éf*ka., 2016).

ABD Ulusal Saghk Enstitustne bagh Allerji ve Enfeksiyon Hastaliklari Enstitisiine gore hemorajik
ates viruslert Kate:_iigori A biyoterorizm ajanlar olarak simiflandinimaktadir. Bunlar -arasinda
arenaviruslar (Juninvirus, Machupovirus, Guanaritovirus, and Lassa fever Qvims) bunyaviruslar
(Hantaviruslar ve Rift Vadisi atesi), flaviviruslar (Dengue) ve filoviruslar (Ebola ve Marburg)
bulunmaktadir. Bununla birlikte, KKKAV’ u su anda Kategori C’de yer almaktadir(CDC.,2005),
Etken Bunyaviridae ailesine mensup Nairovirus genusu igerinde yer alan tek iplikli, negatif
polariteli, g segmentli RNA virusudur. Virus dogada kene-omurgali-kene siklusuylasirkiile
olmaktadir (Ergonul, 2012). Cok sayida ixodid kene tiiriinden virus izole edilmesine karsin
Hyalomma spp. keneler virusun asil vektori ve rezervuart konumundadir. Enfeksiyon siklikla virus
ile enfekte kenelerin 1sirmast, ciplak elle ezilmeleri, virus ile enfekte akut fazdaki hastalarla temas ya
da viremik fazdaki hayvanlarin kan ve dokulari ile olan temaslarla gergeklegmektedir (Nabet ve
ark.,2004)

Nairoviriis genusunda yedi serogrup bulunmaktadir ve hepsinin ixodid ve argasid keneler tarafindan
tagindigr bilinmektedir. En onemli serogrup KKKAHV ve Hazara virtisiin yer aldigi Kimm-Kongo
kanamal atesi (KKKA) grubu ile Nairobi koyun hastaligi (NSD) virusu ve Dugbe virusun yer aldigi
Nairobi koyun hastaligi viriis serogruplandir. Nairovirtis genusu igerisinde KKKAH virast, Dugbe
virtisii ve Nairobi koyun hastahi@ viriisii insanlarda hastalik olusturan onemli viral etkenlerdir. Bu
aile icerisindeki virtslar; ensefalit, kanamah ates ve kardiyopulmoner sendrom gibi dnemli zoonoz

hastahklara neden olmaktadir Serolojik yontemler kullanarak, gesitli cografi bolgelere ait
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KKKAV’nun, baslangigta cok benzer olduklart ancak niikleik asit sekans analiz tekniklerinin
gelistirilmesi, kapsamh genetik ¢esitliligi ortaya gikarmaktadir. Nikleik asit sekansi analizlerinin
cogunlugu S-segment RNA fragmanlarma dayanmaktadir; Ancak, yakm gegmiste bltlin genom
analizleri cesitli suslar iizerinde gergeklestirilmistir. Salgilardan sorumlu suslarin filogenetik analizi,
viriisiin bulagma dinamigini anlamak i¢in ok 6nemlidir (Whitehouse., 2004; Hoing ve ark.,2004).

KKKAV enfeksiyonu, kene vektorlerinin olgunlagmamig asamalart igin konak olarak gorev yapan
tavsanlar ve kirpi gibi daha kiigitk vahsi yagam turleri arasinda daha yaygin olmasin gosterilmistir.
Ayrica, Avrupa, Asya ve Afrika'daki gesitli bolgelerdeki atlarin, eseklerin, keci, sigir, koyun ve
domuzlarin serumlarinda KKKAV’e kar@ antikorlar tespit edilmistir. Kinm-Kongo kanamali atesi
hastaligmin erken teshis edilmesi, olast tedavi yontemlerine baslanabilmesi ve kontrol altina alinmasi
acisindan ¢ok onemlidir. Hastaligin erken teshisinde, viriisiin belirlenmesine yonelik testler onem arz
etmektedir. Bu testler arasinda, virisin izolasyonuna yonelik Thiicre kiltir  sistemi,
immiinohistokimyasal boyamalar ve antijen belirlemeye yonelik enzim immun testler (EIA), tersine
transkriptaz=polimeraz zincir reaksiyon (RT-PCR) gibi testler yer almaktadir. Ayrica enfeksiyondan
ortalama 7 giin sonra KKKAH spesifik immunoglobulin M (IgM) ve:immunoglobulin G(IgG)
antikorlari enzim il‘ihtili immiinosorbent test (ELISA) ile belirlenebilir duzeye ulagmaktadir

(Ergonu']', 2012:Hoing ve ark.,2004).

Hemorajiye ve plazmadan interstisyel bolgeye sivi kaybma neden olan vaskiiler disfonksiyon,
KKKA hastaliginin b:el\irgin semptomlaridir. Hastalar, dissemine intra'vaskuler'; pihtilagma (DIC) ile
karakterize erken bir hastalik evresindeki anormal pihtilasma parametrelerini gosteriyor. Bununla
birlikte, vaskiler disfonksiyonun dogrudan endotelin viral enfeksiyonu yoluyla mi yoksa
dolagimdaki pro-inflamatuar mediatérlerin etkileri yoluyla dolayli olarak saglanip saglanmadig actk

degildir( Dowal ve ark., 2017)

Tonbak ve ark. 2006 yilinda Kelkit Vadisi olarak adlandirilan bolgede yaptiklan bir ¢alismada sigir,
koyun ve kegilerden elde ettikleri ¢ok sayidaki kenelerden viriis izolasyonu yapmiglardir. Viris
niikleoprotein gen bolgesine ait 212 bazhk kismi parganin filogenetik analiz sonucuna gore;
Tirkiye’deki KKKAH vakalarina sebep olan virusun Grup V igerisinde yer alan Kosova, Bulgaristan
ve Rusya suslaria genetik olarak yakin oldugunu gostermislerdir (Tonbak ve ark., 2000).

RNA genomu segmentli ve negatit anlamh olup kigiik (S), orta (M) ve buyuk (L) olarak Uge
ayrilmaktadir.  L-RNA  segmenti viral RNA  polimerazi, M-RNA segmenti  Ge ve Gn
alikoproteinlerini, S-RNA segmenti ise Nikleoprotein yapisini (NP) kodlamaktadir Ge ve Gn

glikoproteinleri viriise duyarl hicrelerin tizerinde bulunan reseptorlerin tammmasindan sorumludur
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(Whitehouse ve ark., 2004, Flik,<2007). KKKA nedeni ile de olen hastalarda antikor yanitinin
yetersiz oldugu bildirilmektedir (Peters ve ark., 2002). Olumciil olgularda, inflamatuar mediatorler
onemli rol oynamaktadir (Ardalan ve ark., 2006). Interlokin—6 (IL-6), IL-10, 1L-12 ve timor
nekrozis faktor-o (TNF-c) gibi sitokinlerin KKKA nedeniyle olen hastalarda yasayan hastalara gore
istatistiksel olarak daha yiksek oldugu tespit edilmistir (Bino., 2006). KKKA’da virtisin esas hedef
hiicreleri monositler, endotel hiicreler ve hepatositlerdir. Su anda, KKKA hastalarinin tedavisinde
kullamilabilecek profilaktik ve terapotik segenekler, tarihi meta analizlerde agik klinik yarar
saglamayan antiviral ilag ribavirinin verilmesiyle simrhidir (Koksal ve ark,, 2010, SoaresWeiser ve

ark., 2010; Duygu ve ark., 2012).

KKKAV glikoproteinleri, olagandisi yapisal ozelliklere sahiptir ve gesitli isleme olaylarina maruz
kalmaktadirlar. Birincisi, KKKAV glikoproteinleri, ortalama olarak, 78-80 sistein kalintist igerir ve
bu da son derece fazla sayida disiilfir bagr ve kompleks bir sekonder yapi bulundugunu gosterir.
[kincisi, GN prekiirsor (precursor) proteini (Pre-GN) amino terminalinde yiiksek oranda serin,
treonin ve prolin artiklari igeren oldukga degisken bir alan igermektedir ve agir sekilde O-glikozile
(heavily O glycosylated), edilmis oldugu ve béylece diger viral glikoproteinlerde en onemlisi Ebola
viriisii glikoproteininde bulunan bir musin- like alana benzedigi tahmin edilmektedir (Simmons ve
ark., 2002), Ebola glikoproteinde musin-like bolge, hicre yuvarlama fenotipinde ve bagigiklik
kazandirma igin snemli bir rol oynadigi gosterilmistic (Nabel., 1999; simmons ve ark., 2002). Bu
alanin, KKKAV patogenezinde énemli bir rol oynayip oynamadigi veya O'nun glikozile edilmig olup
olmadigi bilinmemektedir. GN glikoproteinin, muhtemelen musin —like alani ve yaklagik 35 kDa'lik
ikinei bir N-terminal alanini (P35 ya da baglayier alamini) serbest birakan korunan RSKR ve RRLL
motiflerinde iki posttranslasyonel proteolitik bolinme olayindan gegebilir. Serbest birakilan alanlarin
salgilandigi takdirde bir hiicre igi bolmeye giden yolda viral patojenez ve antijenik yapi tzerindeki
etkileri bilinmiyor. Nairovirtis grubunun disindaki diger Bunyaviridae'ler igin de benzer isleme

stratejileri gozlenmemistir (Vincent ve ark., 2003)

Viral olarak kodlanmis membran proteinleri GN ve GC, hiicre yuzeyi reseptorleri ile etkilesime
girmekte ve viriisiin hiicrelere girmesine aracihk eder ve antikorlari notralize etmek i¢in hedefler
olarak gorev yapmaktadir ve iyilesmekte olan insan serumunun akut enfekte bireylerde bir miktar
koruma saglayabilecegine dair bir rapor vardir. Boylece, bu proteinlerin yapi ve islevlerinin
karakterize edilmesi KKKAV tropizmi ve patogenezinin yani sira ast gelisimini anlamak i¢in

onemlidir (Simmons ve ark., 2003)
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Son yillarda, birkag grup, poliklonal wveya monoklonal antikorlarin kombinasyonlarimnin
deneysel olarak hemorajik ates virtsleriyle enfekte olan hayvanlara uygulandiginda olimciil
hastalig1 onleyebilecegini gostermistir (Qiu et al., 2014; Cross ve ark., 2016; Zeitlin ve ark., 2016).
Antikor tedavisi, insan KKKA'in birka¢ 6érneginde denenmeye ¢alisilmistir (Kubar ve ark., 2011;
Van Eeden ve ark., 1985). Bu tedavi kiiciik galigmalarda ilimli bir bagsar gostermis ancak etkinligi
buyiik veya klinik galigmalarda degerlendiriimemistir (Canakoglu ve ark., 2015 Dowall ve ark.,
2016). Fare cahigmalari, tam Glikoprotein onciisii olarak ifade edilen KKKAV glikoproteinlerine
karst bagisiklik tepkilerinin koruma igin onemliyken, kismi GPC alt birimlerine kargi bagisikhik

yanitlari, 6lim zamanmm geciktirmektedir (Kortekaas ve ark., 2015).

Kirnm-Kongo kanamah atesi virusuna karsi virus-like particle (VLP) kullanarak hazirlanan,
glikoprotein Ge'yi hedef alan notralizan monoklonal antikorlarin, fareleri prototip KKKAV susu olan
IbAr10200’ye kargi korudugu rapor edilmistir. Bununla birlikte, KKKAV glikoproteinlerinin genig
dizi cesitliliginden dolayt, bu monoklonal antikorlann® diger KKKAV suslarini notralize edip

etmedigi bilinmemektedir (Ziveee ve ark., 2017).

Bir baska calismada fareleri M-segment DNA agisinin kas elekiroporasyonuyla agilanmasi
neticesinde IRNAR-/- ve 1S (immune=suppressed) C57BL/6 fare modellerinde ti¢ agilamadan sonra
notrlestirici titrelerle giigli antigenspecific humoral immiin yamtlarin ortaya g¢ikmasi rapor
edilmistir. Bu galigmada orijinal vahsi tip KKKAV-M aszlsma kiyasla, opti.mizé‘edilmis KKKAV-M

agisi arasinda 2.5-7kat ekspresyon artigi rapor edilmigtir (Garrison ve ark., 2017).

KKKAV M segmenti tarafindan kodlanan tull-sekans glikoprotein prekirsorine dayamlarak,
KKKAV'a karst bir MV A-vektorli aday ag1 gelistirilmiglerdir (MVA-GP) ve Kirim Kongo Kanamali
Atesine Karsi fare modelinde Hayvanlarin % 100'int korumustur (Buttigieg ve ark., 2014).

Virusun M segmenti, biiytik bir glikoprotein énciisii (GPC: glycoprotein precursor) proteinini
kodlar ve yedi proteinden olugmaktadir, bu proteinler i¢inde yapisal glikoproteinler Gn ve Ge
virionun dig yuzeyini olusturmaktadir. Bu yizey glikoproteinleri umut verici asi adaylart olarak
kabul edilmektedir. Ciinkii her ikisi de daha nétralizan antikorlarin hedefi olarak bilinmektedir

(Kortekaas ve ark , 2015).

Bilim adamlar simdi hastalann tedavisi i¢in anti-KKKAV monoklonal antikor gelistirmek
iizerinde calismaktadirlar Su anda KKKA igin FDA onayli bir asi ya da spesifik antiviral tedavi

bulunmamaktadir. KKKAV'un Dimya saghik orgiitic (WHO) tarafindan Grup V patojenleri igerisinde
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ve risk grubunda siniflandirilmast ve uygun hayvan modellernin olmamasi igin yeni profilaktik ve
terapotik tedbirlerin geligtirilmesi tizerinde yogunlagmistir. Ribavirin, in vitro olarak KKKAV'e karg
aktiftir, ancak insan tedavisi i¢in etkinligi klinik ¢alismalarla kesin olarak gosterilememistir. KKKA-
imminoglobilin kullanimina ilgili olarak agik bir etkinlik kaniti bulunmamaktadir (Keshtkar-
Jahromi ve ark., 2011). Kinmm Kongo Kanamali Atesi (KKKA) Bunyavirales takim iginde
Nairoviridae ailesi iginde smiflandirilan bir Kinm Kongo Kanamali Atesi Ortonairovirisi
(KKKAV) tarafindan meydana getirilen, bir¢ok hayvan tarinde asemptomatik seyretmesine ragmen
insanlarda slumle son bulabilen (%4-30) yaygin koagillopati ve organ yetmezlikleri ile karakterize
bir hastahk olarak yilin belli dénemlerinde etkisini hissettirmektedir. Ulkemizin de yer aldig:
cografyada énemli halk saghgt sorunlarmin baginda gelen bu hastalik halen etkin bir tedavi rejimi ve
korunmaya yonelik gelistirilmis bir biyolojik ariin (ast) olmamasi sebebiyle onem arz etmektedir.
Hastallk konak hiicre ve konak immiin sistem izerindeki etkilegimi agirlikli olarak iki ytizey
olikoproteini (GPC) olan Gn ve Ge ile viriis nukleik asitini cevreleyen Niikleoprotein (N) araciligiyla
olmaktadir. Yapilan birgok tedavi rejimi ve koruyucu Griin gelistirilmesine ilgili galigsmalar biyiik

oranda bu yapilar hedeflenerek gergeklestirilmektedir.

Monoklonal antikorlar (MAD) tek bir B hiicre popiilasyonu tarafindan tretilen, dolayisiyla tek
bir protein/peptit spesifitesine sahip olan 6zel antikorlardir. Dolayisiyla immunojen tizerinde etkin
olan farkli domain ve/veya motiflere karst reaktif olabilme ozellikleri vardir. Bu noktadan hareketle
MADb’ler tedavi edici, pasif koruyucu ve teshise yardimcl sireglerde genis bir kullanim olastligina

sahip biyolojik molekiiller olarak degerlendirilmektedirler.

Bu arastirmada da KKKA virisuniin S ve M segmentleri tarafindan kodlanan proteinlerine
karsi MAb iretimi amaglanmgtir. Boyle bir ¢aligma kapsaminda herhangi bir viral epitopa
hedeflenmis (konformasyon bagimh ya da bagimsiz) antikorlarin elde edilebilmesi miimkiindir
Ancak temel hedef oncelikli olarak iretilebilecek antikorlarin nétralizan fonksiyonlarmin olup
olmadigim sorgulamak ve bu ana hedef paralelinde ¢aligma kapsaminda elde edilebilecek tum

antikorlarin agirlikl olarak tamsal kullanim olasiliklarinin degerlendirilmesi hedeflenmektedir

[1l.Materyal ve Yontem

Bivogiivenlik Bildirisi: Bulasicc KKKAV’u igeren prosedirler, BSL-3+'da standart ¢ahsma

prosediirlerine gore yurataldi ve diger islemler BSL-2 kosullar altinda gergeklestirildi. Bu galisma
ile ilgili islemler Yiiksek Giivenlikli Viral Zoonozlar T, Ileri Arastirma(BSL-3 ) ve Hayvan
laubratuvarlar (ABSL-3), Viroloji Anabilim Dali, Veteriner Fakiltesi, Ankara Universitesinde

yapildi
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RNA Izolasvonu:

Hiicre kaltiirii yapilan KKKA virisi Ank2 izolatindan, High Pure Viral RNA Isolation Kiti
(Roche Life Science, Almanya) kullanilarak genomic RNA izolasyonu yapildi. [zolasyon sirasinda

tiretici firma tarafindan énerilen basamaklar izlendi.

Viriis eRNA’sindan ¢cDNA Sentezi ve hedef genlerin ¢ogaltilmasi:

Komplementer DNA (cDNA) sentezi, ThermoScientific RevertAid First Strand cDNA
Syntehsis Kit’i kullanilarak yapildi. Komplementer DNA sentezinde kullanilan reaksiyon karigimlar

agagida verildi,

Tablo 1. 1 KKKAV gRNA’sina ait cDNA sentezi i¢in kullanilan reaksiyon karigimi ve uygulanan isi
dongtileri.

Icerik Stok Son Konsantrasyon Hacim (ul)_
Total RNA 340 ng/pl 340 ng/pl 4
Random Hexamer Primer 0.2 pg/ml 0.2 ng/ml il
Water, nuclease free _ — — To 12 ul

| 70°C” de 5 dk. RNA nim denatiirasyonu igin inkiibe edildi ve hemen buz tstiine ahndi.

Reaction Buffer 5(x) 1(X) 4

[ dNTPs 10mM ImM 2
Ribolock RNase Inhibitor 20U/ul U |
RevertAid M-MuLV 200U/l 10U N

Reverse Transcriptase

25°C" de 10 dk.
37°C" de 60 dk.
70°C" de 5 dk.

Yukaridaki reaksiyon sonucunda 20pl c¢cDNA sentezlendi. Elde edilen bu DNA daha once

ismarladigimiz primer giftleri ile N ve GPC genlerinin sentezi igin kalip olarak kullanid

Kirnm-Kongo Kanamah Atesi Virusunun S (Nucleocapsit-N) Segmentini kodlayan Ifade

Plazmitinin hazirlanmasi:
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Virisiin N proteinini kodlayan genin amplifikasyonu amaetyla CLC Main Workbench (Qiagen,
Almanya) yazilimi kullanilarak primerler tasarlandi. Bu kapsamda kullanilan primerler asagida
sunuldu.

)_’H

F-NC 5 Guaaltcatggaaaacaagatcgagg-3
R-NC 5-Cregagaggageagaaaagetgaa-3'

Primer sekanslariin 5° uclarina yerlestirilen ve alt1 ¢izili olarak verilen diziler sirasiyla Eco Rl ve Xho
| restriksiyon enzimleri tanima sekanslandir. pCDNA3. V/myc-hisA okaryotik ifade vektorine
klonlamasi i¢in plazmit bu enzimlerle kesildi ve 1500 niikleotid uzunlukta cogaltilan N (Nucleokapsit)
geni bu vektore klonlandi. Bu konstraktin dogrulamasi igin restriksyon kesimi fastdigest Xhol ile
yapilip ve 6700 bp konstrakt jelde goriintiilendi. Ayrica pCDNA3. | icinde koloni per yapilarak elde
edilen DNA yapisi dogrulandi, Elde edilen ve dogrulanan nihai pcDNA-NC farelerin immii nizasyonu
icin uretildi, saflagtirildi ve endotoksin kontrolii yapilarak farelerin immiinizasyonu igin hazir hale

oetirildi.

Tablo 1. 2 KKKAV gRNA’sma ait cDNA sentezi igin kullamlan reaksiyon karigimi ve uygulanan is)
dongiileri. °

icerik Hacim (plL)
dH-0 17.3
10x PCR buffer (1.5 mM MgClz) _ 23
KAPA Taq DNA Polymerase B (SU/pL) 0.2
dNTP (10 mM) ' 0.5
Forward primé-r (10 mM) - 1
Reverse primer (10 mM) - 1 ]
| cDNA 23
Basamak Sicakhik (°C) ' Zaman (sn.) Dongii Sayisi
11k denatiirasyon 95 180 1 kez
| Dcnatiirasvon CE 30
Baglanma R 55 30 33 kez
‘Uzama R 72_' ()
| Son Uzama T 600  lkez

Stabil olarak N (Nucleocapsit) Proteini ifade eden BHK-21 Hazirlanmas:

Farelerden alman kanlarin istenilen antijenlere karsi antikor tretim tretmedigini sorgulamak amaciyla
KKKAV N proteinini ifade eden BHK-21 hazirlandi. Bu amagla BHK-21 hiicreleri Neomisin rezistans
veni ve KIKKAV N genini tagiyan plazmit lipofektamin (Thermo Scientific USA) yardimiyla transtekte

edildi. Transfeksiyon sonrast BHK-21 hiicreleri kiiltir medyumu Geneticin (G418) iceren DMEM ile
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kiiltiire edildi. Boylelikle Neomisin rezistan olmayan BHK-21 hiicreleri ¢ldurulda ve rezistan olanlarmn
cogalmasi saglandi. Bu hiicreler hem farelerde immiinizasyon sonrasi olusan bagisik yanitin ve hem de

hybridoma hiicrelerinden KKKAV-N proteinine karst antikor tretilmesinin dogrulamasinda kullamildr,

Kirim-Kongo Kanamali Atesi Virusunun M (Glikoproteinleri kodlayan - GPC) Segmentini
Fmdlnvan Ifade Plazmitinin Hazirlanmasi

Bu amacla 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° u¢larinda sirastyla Kpn
I ve Eco RV olacak sekilde ticari olarak sentez ettirildi. Sentezlenen irin laboratuvarimiza pUC19
plazmiti i¢inde ulastinldi. Daha sonra hedef gen verilen enzimler ile kesilerek ayni enzimlerle agilan
pcDNA3. Imyc.HisA (ThermoFisher, USA) ifade vektori igine yerlestirilerek klonlandi. Elde edilen
ifade plazmiti (p¢cDNA3.1 GPC) gerek restriksiyon endontikleaz enzimleri ile kesilerek ve gerekse
sekans analizi ile dogrulands. Pozitif plazmid igeren bakteriler esit miktarda 50% gliserol da -80°C de
muhafaza edildi. Saflagtirilan ve endotoksin kontrolii yapilan plazmitler farelerin bagisiklanmas

amactyla kullamldi.

Farelerin Bagisiklanmasi

Bu amacla Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan (HADYEK) izin alindr,
Farelerin  bagisiklanmast anabilim dali biyogiivenlikli hayvan laboratuvarinda gergeklestirildi.
KKKAV niin gerek N ve gerekse GPCleri ile bagisiklama yapilacak fare gruplari 10 haftahk erkek
[farelerden olusturuldu. Her grupta 2 adet fare yer aldi. Farelerin bagisiklamasi Velikovsky ve ark
(2000)’nin bildirdigi yonteme gore hazirlanan DNA yapilarinin direkt fare dalagina enjekte edilmesi

suretiyle gerceklestirildi. Bu amagla kullanilan immiinizasyon protokolii agagida sunuldu

Tablo 1. 3 Farelerde uygulanan bagisiklama programi

.. . Immunojen (N veya GPC
Zamﬂ(Gun)_ Adjuvan ifade eden plazmit - pg) Uyngama Yolu—
0 Freund’s Complete ‘ ! L2 | ) Dalak i¢gi
4 | Freund’s Incomplete ‘ - 1 Dalak i¢i
1 _" Freund’s Incomplete l _ Dalak 1¢i
13 ~ Fizyon B

Immunizasyonun 12 giinG alinan kan serumu orneklerinde immiinojene dzgul antikor sentezlenip
sentezlenmedigi immunizasyonda kullanilan viral proteinleri stirekli ifade eden BHK-21 hicrelerinde
verceklestirilen 1FT ile kontrol edildi. 1IFT bilinen yonteme gore gergeklestirildi (Aligholipour Farzani

ve ark, 2019)
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Hibridoma Elde edilmesi RS

Immiinize edilen farelerin dalaklarinin alinmasindan 3 giin ¢nce saglhikh farelerden peritoneal makrofa)
hiicreleri toplanarak feeder-layer olusturmak iizere 12- veya 24-gozlii tabletlerde %10 FDS iceren
DMEM i¢inde kiltire edildi. Ayni zaman zarfinda flizyon igin kullanilacak fare myeloma hattr ¥0’lar
da cozilerek HT besi yerinde 3 gtn sureyle kiltiire edildi. Immiinizasyonun 13. giiniinde 6tanazi edilen
farelere ait dalaklar kapsilalar zarar gormeksizin viicut digina alindi. Hiicre pargalayicisindan (0.4 pm
gapli) gegirilerck dalak hiicreleri bireysel olarak aynstinldi. Bir satrifiij tiptnde ve Polietilen glikol
varhginda FO (1 kisim) ve dalak hiicreleri (5 kisim) karigtirilarak 2000 rpm’de santriftij edildi. Hiicre
peleti daha sonra HAT igeren besi yeri ile resiispanse edilerek kiltire edilen peritoneal makrofaj
hiicrelerinin tzerine dagitildi. Dort giin siireyle %5 CO2 igeren etiivde inkiibe edilen huicreler, siire
sonunda mikroskop kontroliine alindi ve hiiere boliinmesi yoninden kontrol edildi. Olugan 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 tretimleri kontrol edildi. Yeterince digiin pH
gosteren tablet gozlerinden alian sipernatant ornekleri immiinizasyonda kullantlan antijenlere spesifik

antikor icerikleri agisindan kontrol edildi,

Hibrit Hiicrelerin Antikor Uretim Potansiyellerinin Sorgulanmasi

Hiicre siipernatantlart Antikor iiretim agisindan teste alindi. Bu kapsamda oncelikle fizyon sonrasi
gogalan kolonilerin immunojenlere kargi antikor tretip Gretmedikleri test edildi. Bunun ig¢in 96-g6z
pleytlerde tiretilen ve KKKAV’nin N ve GPC proteinleri ifade eden BHK-21 hiicrelerinde 1IFT yapilds,
[Kultiiriin 48. saatinde fikze edilen hiicrelere, kiiltiirdeki hibridoma kolonilerinden alinan stipernatantlar,
ilave edildi ve 1 saat sireyle 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

editdi

Uretilen antikorlarm hedef protein spesifitesi ayrica Western Blot (WB) teknigi ile kontrol edildi. Bu
amacla KKKAYV ile enfekte Vero E6 hiicreleri ve/veya immunojen proteinleri ifade eden prokaryotik
sistemler (pET28a-N ve pET28a-GPC) uygun sartlarda kiltire edilip pargalandiktan sonra denatiran
ortamda SDS-PAGE teknigi ile proteinler ayristnldi Aynistinfan proteinler nitroseltiliz membran
lizerine aktarildi ve 3 saat sireyle sit tozu (%3) ile bloklandi Uretilen antikorlarin her birisi ile
membranlar | saat siireyle muamele edilmek stratiyle antikorlarin N veya GPC baglanmasi saglandi

Siire sonunda yikanan membranlar ikincil antikorla (Streptoavidin isaretli anti-Fare-1¢gG antikoru)

muamele edildi. Stire sonunda ECL substrat ile yiiksek hassasiyetle gortuntileme yapild
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[Diger taraftan wretildigi-tespit edilen antikorlarin izotiplendirilmesi yapildi, Bu amagla Rapid ELISA
Mouse mADb Isotyping Kit (Pierce, USA) kullamildi. Test dretici tirmanin yonergesi dogrultusunda

uygulandi.

Viriis Notralizasyvon Testi:

Arastirma kapsaminda tretilen MAb’larin KKKAV’tnii nétralize etme yetene@i sorgulandi.  Viris
Notralizasyon testi 24 kuyucukiu hiicre kiltiri tabletlerinde gergeklestirildi. Bu amagla;

- Vero E6 hiicreleri 24-kuyucuklu hiicre kiiltiirti tabletinin gozlerinde 24 saat siireyle tretildi.

- Siire sonunda 1000DKIDsq (10* /ml) oraninda sulandirilnig 200 pL hacimdeki KKIKAV-Ank2 izolati
ile esil hacimdeki MoAB lar ependorf tiip i¢inde kargtirild:.

- Karigim 37°C’de | saat siireyle nétralizayon igin inkiibe edildi.

- Bu iglem sonunda her notralizasyon karigimt medyumu aspire edilmig Vero E6 hiicreleri tizerine her
birisi 200 pL olacak sekilde 2 adet goze inokule edildi.

- Inokulasyon islemleri tamamlaninca 24 kuyucuklu tabletler 5% CO» etitvde 37°C de 1 saat bekletildi.
- Siire sonunda kullamlan tim kuyucuklara 1 ml DMEM ilave edilerek viriis kontrol olarak ayrilan

sozlerde %100 CPE gozlenene kadar aym sartlarda inkiibe edildi,

1V: Analiz ve Bulgular

Farelerin Immunizasyonu

Farelerin imminizasyonu izleyen 14. giinde kuyruk ucundan ahman kan orneklerinde her iki

immiinizasyon protokoliindeki hayvanlarda immunojenlere kargi antikor gelistigi IIFT ile tespit edildi.

Stabil olarak N (Nucleocapsit) ve GPC (Glikoprotein Kompleks) Proteini ifade eden BHK-21
Hiicrelerinin Hazirlanmasi:

Serolojik testlerde kullanilmak tzere virtisin N ve GPC proteinlerini stabil olarak ifade eden BHK-21
hitcreleri hazirlandi. Genetisine direngli hticrelerin konfluent olarak kullanima hazir olmasi yaklagik

I8-20 giin arasinda zaman aldi (Sekil 2.1).
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altinda gorontimu.

ifade Plazmitleri ile immunize Edilen Farelerde Antikor Uretimi:

Elde edilen plasmidler ile fareler immunize edildikleri dogrulandiktan sonra alinan dalaklardan saglikl
lenfosit izolasyonu ve FO myeloma hiicreleri ile basarili fiizyon gerceklestirildi. HAT igeren besi yeri
ile yapilan seleksiyon sonrasinda hem N proteinine (Sekil 2.2) karsi ve hem de GPC’ye (Sekil 2.3)

karg1 stabil hibrit hiicre koIOniI'g;rinin- olugtugu tespit edildi.

Bu islemin ardindan koloniler igin alt klonlama (subcloning) islemi ve kolonilerin antijenlere kargs
spesifik antikor tiretmesi dogrultusunda testler -ssyapllda_. Yapilan FT ile Antikor tireten hiicre kolonileri

MADb antikor iireten hiicreler olarak degerlendirildi ve pozitif olan klonlar -80°C"de muhafiza edildi.

Sekil 2. 2 KKKAV N (Niikleokapsit) proteini ifade eden plasmid ile immiinize edilen farelerin
dlalaklarindan hibridoma teknolojisi kullanarak elde edilen hibrit hiicreler.
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Sekil 2. 3 GPC (Glikoprotein kompleks) ifade eden plasmid ile immiinize edilen farelerin dalaklarindan
hibridoma teknolojisi kullanarak elde edilen hibrit hiicreler.

[Elde edilen hybridoma hiicreleri derin dondurucudan (-80°C) ahnarak medium igerisinde ¢ozildu,
hiicre supernatantt saf antikor elde edilmesi igin kiti kullanarak antikor saflastirilma iglemine alindi ve
saflastirilan antikorun istedigimiz antijene karg spesifik olmasi dogrultusunda SDS-PAGE ve Western
Blot, ve stabil BHK-21 kullanarak iiretilen antikorlarin reaktiviteleri dogrulugu tespit edilerek tim

testler bagaril olarak sanuc;landl (Sekil 2:4 — Sekil 2.6).

Sekil 2. 4 KKKAV N proteinine karst elde edilen spesifik antikorlarin, stabil olarak N proteini ifad
eden BHK-21 hiicrelerinde 1IIFT ile tespiti.
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MAb 3F7 PAb Human

Sekil 2. 5 KKKAV N proteinine karsi elde edilen bir MAb ile immunoblotting analizi. 1- KKKAV ile
enfekte Vero hiicre lizati; 2- pET-28a-N lizat1, 3- Protein merdiveni; 4- SDS-Pet-28a-Nlizati; 5-
KKKAYV ile enfekte Vero hiicre lizati; 6- Protein merdiveni. 1-3 hatlarda bulunan proteinler ¢alismada
iiretilen MAb 3F7, 4-6 hatlarda bulunan proteinler ise KKKAV kovalesan insan serumudur.

Sekil 2. 6 GPC proteine karsi elde edilen MAb’larn, stabil olarak GPC ifade eden BHK-21 hiicrelerde
ITET ile gosterimi,

Arastirmada kullamlan izl izotipleme test sisteminin test protokoli ve bir antikor i¢in yaptlan test

sonucu Sekil 2.7 de sunuldu
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Sekil 2. 7 Antikorlarin izotiplemesi igin kullamlan Rapid ELISA Mouse mAb Isotyping Kit protokolii (Picree.
[USA) ve yapilan test sonueu.

&
&

N proteinine kargi elde edilen antikorlarin izotiplendirme ve genel karakterizasyon sonuglari
Tablo2.1de sunuldu. Uretilen antikorlardan 3 adeti 1gG2a izotipinde bulunurken 1’er adet antikorun
1¢G1, 1gG2b ve 1gG3 formatinda olduklar gozlendi. Ayrica beklenildigi tizere bu antikorlarin hig

birisinin KKKAV’unu in vitro sartlarda nétralize etmedigi goriildi.

Tablo 2. 1 Arastirma kapsaminda tiretilen KKK AV-N proteinine spesifik MoAb’larin izotiplendirme ve
serolojik degerlendirme sonuglar,

MoAB ' - Test Yontemi
Klon # Izotip Hafif Zincir Natif NP- Western- Viriis
~ Baglanma Blot Notralizasyon
N Proteinine Ozgiil MAb’lar ) K
AHNI IgG2a A + i Neg
AHN2 1gG3 A + + Neg
AHN3 1sG2a A + + Neg
AHN4 | 1gGl x| . +  Neg
AHNS 1gG2a K + + Neg
| AHNG | IgG2b i +/- Neg

M proteinine karst elde edilen antikorlanin izotiplendirme ve genel karakterizasyon sonuglari

Tablo2.2’de sunuldu. Uretilen antikorlardan 2 adeti 1¢G2a izotipinde ve 2adet 1gGlbulunurken 1’er
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adet antikorun, 1gG2b ve 1gG3 formatinda olduklart gézlendi. Ayrica beklenildigi tizere bu antikorlarin

hic birisinin KKKAV’unu in vitro sartlarda notralize etmedigi goraldi.

MoAB Test Yontemi
Klon # Izotip Hafif Zincir Natif MP- Western- Viriis
Baglanma Blot Notralizasyon

M Proteinine Ozgiil MAb’lar

AHMI1 | IeG2a A i n Neg

AHM?2 | 1gG3 A i n Poz

AHMS3 | IgG2a A + T Neg

AHMS | 1gGl K 4 i Poz

AHMS | [gG2a K il - Poz

AHMS6 | 1gG2b A + Poz
 AHM7 | 1gGl K T + Pos

M proteinine kars: elde edilen antikorlarin Viriis Notralizasyon Testi:




1: Protein merdivent,

2: hatlarda bulunan proteinler
calismada tretilen MADb.

3, KKKAYV ile enfekte Vero

hiicre hizati

ISR

KKKAV M proteinine karsi elde edilen MAb ile immunoblotting analizi

EK-11 Sonug Raporu Formati
Western blot sonuclar
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V. Sonuc ve Oneriler

Bu tez calismasinda, KKKA virtsine kargi hybridoma teknolojisi kullanarak monoklonal antikorlarin
iiretimi amaglandi. Boyle bir galisma kapsaminda herhangi bir viral epitopa hedeflenmig
(konformasyon bagimli ya da bagimsiz) antikorlarin elde edilebilmesi mimkiindir. Ancak temel hedef
ancelikli olarak notralizan antikorlarm elde edilebilme potansiyelini sorgulamak ve bu ana hedel
yaninda galigma kapsaminda elde edilebilecek tim antikorlarin agirhikl olarak tanisal kullamm

olasiliklart yoniinden sorgulamak da hedeflendi ve istenilen amaglar elde edildi.

VI. Gelecege Iliskin Ongoriilen Katkilar

Elde edilen monoklonal antikorlar cok farkli amaglarla (tanisal, terapétik; pasif profilaktik) kullanim
Olasihigr olabilecek biyolojik maddelerin iiretilmesine galigilacaktir.
VII. Salglanan Altyapi Olanaklarimn Varsa Gergeklestirilen Projeler

VIIL Saglanan altyapr Olanaklarmm Varsa Bilim/Hizmet ve egitim Alanlarindaki Katkilan
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X. Ekler

.  Mali Bilanco ve Aciklamalan

Detaylar
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b Makine ve Techizatin Konumu ve lerideki Kullanimina Dair Agklamalar

c.  Teknik ve Bilimsel Ayrmtilar

[d.  Sunumlar (bildiriler ve teknik raporlar) (Altyapr ve Yinlendirilmis Projeler i¢in
uygulanmaz)

¢.  Yaymlar (hakemli bilimsel dergiler) ve tezler (Altyapr ve Yonlendirilmis Projeler
icin uygulanmaz)




