ANKARA UNIVERSITESI

BIYOTEKNOLOJI ENSTITUSU

TEMEL BiYOTEKNOLOJI

YUKSEK LISANS TEZi

SARS-CoV-2 SPIKE PROTEININE KARSI MONOKLONAL ANTIKOR
GELISTIRILMESI

Zehra Firat Karagoz

Danisman Ogretim Uyesi

Prof. Dr. Erkan Yilmaz

Ocak

2021



ETiK BEYAN

Bu tez ¢alismasinin; akademik kural ve etik ilkelere bagl kalinarak hazirlandigini, galismada
yararlanilan ve bu g¢alisma Urind olmayan bitln bilgiler icin kaynak yayinlara atifta

bulunulmus oldugunu beyan ederim.

Zehra Firat Karag6z

h’IlZ as1



OZET
Yuksek Lisans Tezi
SARS-CoV-2 Spike Proteinine Kars1t Monoklonal Antikor Gelistirilmesi
Zehra Firat Karagoz
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Prof. Dr. Erkan Yilmaz

Diinya Saglik Orgiitii’niin 2019 Aralik ayinda SARS-CoV-2 viriisiinii resmen tanimlamas1
ve global pandemi etiyolojik ajani olarak ilan etmesinden sonra, diinya genelinde yaklagik 2
milyon kisinin dliimiine sebep olan ve 100 milyon kisiyi enfekte eden COVIDI19, tiim
diinyada hiz kesmeden etkisini siirdiirmeye devam etmektedir. Ulkeler arasinda tedavi
yonergeleri degisiklik gosterse de heniiz viriise 6zel gelistirip onaylanmis kesin bir tedavi
yontemi bulunmamaktadir. Bu etiyolojik ajana karst 6zel bir tedavi yonteminin
bulunmamasi dolayisiyla, diinya genelinde enfekte olmus kisiler, pandeminin kontrol altina
alabilmesi i¢in, sosyal izolasyonla karantina altinda tutulmaya galisilmis ve mevcut
ilaglarla viriis tizerinde etkinligi net olarak bilinmeden tedavi edilmistir. Tedavide yiiksek
doz ilag kullanimi sistemik yiikk olusturmus ve akut bobrek, karaciger hasari, sekonder
enfeksiyonlarm geligmesi gibi sistemik hasarlara yol agmustir. Ozellikle de multipl kronik
hastalig1 olan bireylerde tedavinin yetersiz kalmasi ciddi dezavantajlari da beraberinde
getirmistir. Mevcut durum COVID19 a karsi kullanilabilecek spesifik bir ajan/antikor
gelistirilmesi yoniindeki ihtiyacin aciliyetini vurgulamistir. Bu konuda yiiriitiilen bilimsel
aragtirmalardan elde edilecek veriler, hem viriisiin daha iyi taninmasin1 saglama hem de
global kullanim potansiyeline sahip biyoteknolojik iiriin gelistirme ihtimali tasidigindan
kritik seviyede 6nemlidir. Bu tez ¢alismasinda, SARS-CoV-2 virlisiiniin baglanma flizyon
ve hiicresel girisinde 6nemli rol oynayan Spike (S) proteinine kars1 hibridoma teknolojisi ile
146 Klon toplandi. Pozitifligi kanitlanan 8 klon iginden, 1gG1 kappa isotipinde yiksek doz
monoklonal antikor treten 3 adet klon segildi.. indirekt ELISA testinde en yiiksek pozitifligi
veren klonun tirettigi antikor saflastirildiktan sonra immunblotlama ile inaktif virus tizerinde
etkinligi dogrulandi. Uretilen monoklonal antikorun nétralizan etkisi 1x107 titrasyonda
SARS-CoV-2 virist ile inokiile edilen Vero E6 hiicreleri kullanilarak araltirildi. inokiile
Vero E6 hiicrelerinde sitopatik etki gézlemlendiginden mevcut antikorlarin nétralizan etkiye
sahip olmadigina karar verildi. Caligma iiriinii olarak elde edilen bu antikor, humanizasyonu
sonrasinda pasif immiinizasyon gelistirmede kullanilacak onemli biyoteknolojik ajan
olacaktir.

2021, 88 sayfa

Anahtar kelimeler: SARS-CoV-2, COVID-19, Spike, Rekombinant DNA Teknolojisi,
Hibridoma Teknolojisi, Monoklonal Antikor



ABSTRACT
Master Thesis
Generation of Monoclonal Antibody Against SARS-CoV-2 Spike Protein
Zehra Firat Karagoz
Ankara University Biotechnology Institute
Prof. Dr. Erkan Yilmaz

The World Health Organization officially identified the SARS-CoV-2 virus in December
2019 and declared it as a global pandemic etiological agent. COVID19, which caused the
death of approximately 2 million people and infected 100 million people worldwide, still
continues to be effective all over the world without a sign of a slight decrease. Although the
treatment guidelines vary between countries, there is no virus-specific treatment method
developed yet. Due to the lack of a special treatment procedure against this etiological agent,
infected people all around the world were tried to be kept under social isolation in quarantine
in order to control the pandemic and were treated with existing drugs without knowing their
effectiveness on this virus. The use of high doses of these drugs has created systemic burden
and caused damages such as acute kidney and liver damage, and the development of
secondary infections. In particular, inadequate treatment in individuals with multiple chronic
diseases brought serious disadvantages. The current situation has emphasized the urgency of
the need to develop a specific agent / antibody that can be used against COVID19. The data
to be obtained from scientific studies conducted on this subject are critically important, as
they have the possibility of both ensuring better recognition of the virus and developing
biotechnological products with global use potential. In this thesis study, among generated
146 clones, 8 clones in 1IgG1 kappa isotype showed positivity against Spike protein. 3 clones
were chosen as monoclonal antibodies producing the best positivity against Spike (S)
protein, which plays an important role in binding fusion and cellular entry of SARS-CoV-2
virus. After the antibody producing clone with the highest positivity detected by indirect
ELISA test, the antibody was purified using protein G agarose binding column and its
effectiveness on detection of the inactive virus was confirmed by immunoblotting. Whether
the produced monoclonal antibody had a neutralizing effect was checked by using Vero E6
cells inoculated with SARS-CoV-2 virus at 1x10-8 titration. Since cytopathic effect was
observed in inoculated Vero E6 cells, it was decided that the existing antibodies did not have
neutralizing effect. By product of the thesis study after its humanization will be at great
importance to be used as biotechnologic agent generating passive immunity.

2021, 88 pages

Keywords: SARS-CoV-2, COVID-19, Spike, Recombinant DNA Technology, Hybridoma
Technology, Monoclonal Antibody Generation
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1 GIRIS

2019 yil1 Aralik ayinda Diinya Saglik Orgiitii (DSO), Cin’in Wuhan kentinde ortaya ¢ikan,
siddetli akut solunum yolu enfeksiyonunda rol oynayan bir etiyolojik ajanin ortaya ¢iktigini
duyurmustur. 2002 ve 2012 yillarinda tespit edilen insan korona virislerinden SARS-CoV
ve MERS-CoV ile olan filogenetik ve taksonomik benzerliginden dolay1 (Sekill.1) (1), bu
yeni tip insan korona virlisiinii SARS-CoV-2 olarak adlandiran DSO, bu viriisiin sebep
oldugu hastaliga da COVID-19 ismini verdi (2). Kisa siirede 144 iilkeye yayilim gostermesi
tizerine, 11 Mart 2020°de DSO tarafindan global pandemi ilan edilmistir.

SARS-CoV-2 b m
SUTR—  ORFla | ORF1b | s [ ] [ s [N 3UTR
- o
swscov -3b 7b | 9b |
SUTR—  ORFla | ORFlb || : M [[[so][ N 3UTR
3a 6| 7a U
8a,
MERS-CoV [ 8b |
SUTR—  ORFla | ORFlb || s [3] [4v] SH M| | N Fsur

[ 4a|

Sekil 1.1. Betakoronavirlis genom organizasyonu(1)

Yuzlerce gesidi bulunan Coronaviridae ailesi mensubu koronavirisler son yirmi yilda iki
biiyiik olgekli salgina sebep olurken (3), major olarak yarasalarda gorilen koronaviris
SARSr-CoV’un gelecekte bir salgina sebep olabilecegi bilim insanlar1 tarafindan
ongoriilmiistiir (4). Domuz, yarasa, deve gibi hayvanlar arasinda yayilim gosteren vir(Qs,
donem donem sadece enfekte hayvanlardan insanlara bulasirken, mutasyon gecirerek
kazandig1 genetik varyasyonlar sonrasi orijin konaktan ara konaklara, ara konaklardan
insanlara ve son basamak olarak da insandan insana bulagsma yetenegi kazanmistir (5).
Bilinen yedi insan koronavirtisinden dordi, hafif ile orta siddetli {ist solunum yolu
hastaliklarina sebep olmakla beraber, SARS,MERS, COVID-19 a yol acan diger ii¢ insan
korona virlst, ates, okstirtik, dispne, miyalji ve bas agris1 gibi semptomlarla kendini gosterip
coklu organ fonksiyon bozukluklarin/yetmezliginin gelismesine ve dolayisiyla vaka 6lum

oranlarmin artmasina sebep olmaktadir. Semptom gosterenlerin yanisira, bilim insanlar



SARS-CoV-2 ile enfekte olan kisilerden yaklasik %40 mnin semptomlar1 géstermeden dnce
hatta asemptomatik olarak viriisii diger insanlara bulastirabilecegini tahmin etmektedir (6).
2004 yilinda mutasyon gegirerek viriilan bulasma etkisini kaybeden SARS-CoV %9.6, hala
etkisini gostermeye devam eden MERS-CoV %35, epidemiyolojik olarak bakildiginda en
yiiksek bulasma oranina sahip ve henuz yol agtif1 global pandeminin birinci yilinda

oldugumuz SARS-CoV ise giincel verilere gore %2.3 vaka 6liim oranina sahiptir (7).

Diger betakoronaviriislerinden daha diisiik mortalite oranina sahip olmasina ragmen, hizl
yayilim ve siddetli enfeksiyon oranina sahip SARS-CoV, goriildiigii giinden bu yana ¢ok
hizli mutasyonlar gegirmektedir. Bilim insanlar1 tarafindan viriilan etkisini azaltacag:
yonunde umut edilen ve beklenilen mutasyonlar, aksine viriisiin bulasma hizin1 %50
oraninda artirmig ve enfeksiyon gelistirdigi konak¢1 kapsamini genisletmistir, bunlara ek
olarak; Giiney Afrika’da tespit edilen 501Y.V2 varyantinin, asi aracilifiyla ya da ilk
COVID-19 dalgasinda gecirilmis enfeksiyonla uyarilmig/tetiklenmis immiin yanittan
kagabildigine dair kanitlar gittikge artmaktadir (8—12). Mevcut bulgularla, tedaviye yonelik
etkisi kanitlanmis ilag gelistirilmesi ve etkin as1 ¢alismalarinin viriisiin mutasyon hizina
yetisemeyecegi gozler Oniine serilmisken, mevcut gelistirilen asilarla global bagisikligin
miimkiin olan en kisa zamanda kazanilabilmesi i¢in toplumsal asilanmanin O6nemi ve

aciliyeti bir kez daha vurgulanmstir.



2 KURAMSAL TEMELLER

Rekombinant DNA ve Hibridoma Teknolojileri’ni birlestiren as1 gelistirme ¢alismalarinin
temelinde, ilgili antijenin rekombinant olarak Uretilmesi, Gretilen rekombinant antijen ile
deney hayvani immiinizasyonu ve immdiinize deney hayvaninin B hicreleri kaynak alinarak
gelistirilecek monoklonal antikorlarin insansilagtirilmasi basamaklar1 yer almaktadir.
Bagisiklik sisteminin, antijen adi verilen ve viicudu invaze eden yabanci maddelere savas
agmasinin bir yolu, bu antijenleri taniyip baglanan ve protein yapisinda olan antikorlar
tiretmektir. Bu calismada da oldugu gibi, bilim insanlar1 mevcut teknolojiler araciligiyla
bsgisiklik siteminin viriis gibi zararli antijenlerle savagma yetenegini taklit edebilen spesifik
bir antikor dizayn edebilirler. Bu asamada istilact ajana kars1 dogru antijenin tanimlanip

dizayn edilmesi ve ona gore antikor gelistirilmesi kritik basamaklardan biridir.

2.1 KORONAVIRUSLER

1930 yilinda, kiimes hayvanlarinda akut solunum yolu enfeksiyonlar1 basgosterdiginde
virion morfolojisi diger RNA viriislerinden farkli olmasi ile kesfedilen koronaviriisler,
insanlarda ilk olarak 1960’larda tespit edilmistir. 2002 yili oncesinde, ayni1 karakteristik
morfolojiye sahip olan sadece iki insan patojeni (HcoV229E ve HcoV-0C43) tespit edilip
tanimlanmis ve insanlarda hafif solunum yolu enfeksiyonuna ve soguk alginligina yol agtig1
icin yiiksek oncelikli olarak goériilmemis ve yogun olarak arastirilmamigtir. Temel olarak
hayvancilik sektoriinlin problemi gibi goriilen korona viriisler, 2002 yilinda ortaya ¢ikan
siddetli akut solunum yolu enfeksiyonundan sorumlu etiyolojik ajami olarak
kesfedildiginden bu yana bilim diinyasinin ilgisini tizerine ¢ekmis ve biiyilik arastirmalarin

ana konusu haline gelmistir (13-16).

Koronavirtsler (CoV), Nidovirales takimi igerisinde smiflandirilan ii¢ RNA viriisii
ailesinden biri olan Coronaviridae Uye ailesine mensup, omurgali ve omurgasiz ¢ok ¢esitli
konakgilart enfekte etme yetenegine sahip, bilinen en genis RNA genomlu (~30 kb),
intraseltiler membrandan koken alan zarfli, pozitif polariteli, tek sarmal RNA virusleridir
(17,18). Elektron mikroskop goruntulerine gore yuzeyinde 15-20 nm tag¢ yaprak seklinde
karakteristik sagaklar bulunduran 120-160 nm ¢apinda; tipik biyolojik membranlara kiyasla

iki kat daha kalin zarf ve sikica katlanmis helikal niikleokapsid bulunduran koronavirisler



hizli yayilim ve siddetli enfeksiyon oranina sahip viriislerdir (19). CoV, ekolojisi ve
evriminde ¢ok Onemli rol oynadigi bilinen yarasalarin disinda, ¢iftlik hayvanlari, evcil
hayvanlar ve insanlar da dahil olmak tizere kuslar ve memeliler igin tehlikeli enfeksiyon

ajanidir.

Asagida kisaca igerikleri belirtilen Coronavidiae alt ailesi tiyeleri dort cinse ayrilir: a, B, v,
d (13).

e Alphacoronavirus: Hayvan virislerinin ¢ogu ve iki tip insan korona virusi bu cinse
mensuptur: HcoV-229E, HcoV-NLG3.

e Betacoronavirus: Prototip fare hepatit virisi (MHV), HcoV-OC43,SARS-HcoV ve
HcoV-HKUI1 in yam sira bir dizi hayvan koronaviriisii ile birlikte SARS-CoV,
MERS-CoV ve SARS-CoV-2 virtsleri de Betacoronaviriis cinsi altinda
simiflandirilmgtir.

e Gammacoronavirus: Balinalar gibi memeli deniz hayvanlari ve kuslar1 enfekte etme
yetenegine sahip korona viriisler bu cins altinda siniflandirilirlar.

e Deltacoronvirus: Bu cins korona viriisler ise domuzlarda ve kuslarda tespit

edilmigtir.

2.1.1 SARS-COV

2002 yilinda Cin’in Guangdong kentinde ortaya ¢ikan SARS koronavirlisuniin yarasalardan
oryjin aldigy, yarasalardan ara konakg¢1 olarak misk kedilerine bulastig1 ve zoonotik shift ile
insan popiilasyonunu enfekte edebilme yetenegi kazandigi diistiniilmektedir. Solunum yolu
epitel hiicrelerini hedef alarak alveolar hasara ve dolayisiyla siddetli akut respiratuar
sendromuna yol agmigstir. Ates, oksiiriik, titreme gibi ortak soguk alginligi semptomlari ile
kendini gdsteren viriis, cogu vakada nefes darlig1 ve pndmoni gelisimine de sebep olmustur.
Kontrol altina alinmadan once cogu Cin’de olmak lizere 26 iilkede SARS vakalar
raporlanmistir. 2004 yilinda ge¢irdigi mutasyonlarla enfeksiydz 6zelligini kaybedene kadar

enfeksiyona yakalandigi raporlanan 8000 kisiden 774 {inilin 6liimiine sebep olmustur (20).



2.1.2 MERS-COV

Diinya Saglk Orgiitii raporlarma gére insan popilasyonunu etkileyen ikinci patojenik
koronavirus, ilk defa 2012 yil1 Eyliil ayinda Suudi Arabistan’da tespit edilmis ve o giinden
bu yana 27 iilkeye yayilmistir. Viriis tespit edildigi bolge ve sebep oldugu hastalik itibariyle
ortadgu respiratuar sendromuna yol agtig1 icin MERS-CoV olarak adlandirilmistir. MERS-
CoV develerden orijin aldig1 bilinen SARS-CoV gibi zoonotik shift ile insanlar1 enfekte
etme Ozelligi kazanmis ikinci patojenik insan koronaviriisiidiir. Ocak 2020 tarihine kadar
MERS koronaviriisii ile enfekte olmus, %80 1 Arabistan sinirlar i¢erisindeki 2519 vakada,
siddetli akut solunum yolu hastalig1 gelistirenler olmustur ve 1:3 vaka 6liim oraniyla 866

oliim raporlanmistir (20).

2.1.3 SARS-COV-2

Tanimlanip raporlanmasindan 2 ay sonra 214 iilke ve bolgeye hizlica yayilim gosteren
COVID-19, SARS ve MERS e benzer semptomlarla kendini gostermistir. Enfekte kisinin
mevcut kronik hastaliklarinin olmasi ve bagisiklik sisteminin zayiflamasi, viriisiin yol agtig1
respiratuar hastaligin daha siddetli seyretmesine sebep olmaktadir. Bulas sonrasi viriisiin
konak canlida inkiibasyon siiresinin Diinya Saglik Orgiitii tanimlamalarma gére 5 ile 14 giin
arasinda oldugu belirtilmistir. En temel ve kisinin kritik seviyede hasta oldugunun gostergesi
olan semptomlar diislik oksijen seviyesi ve diisliriilemeyen yliksek atestir. Ancak herhangi
bir semptom gostermedigi halde viriisii tagiyan ve yiiksek oranda yayilimina sebep olan

vakalar da tespit edilmistir.

Diger coronaviriisler gibi, SARS-CoV-2 de tek sarmal pozitif polarizasyonlu RNA virtstdur
ve insan akciger epitel hiicrelerine baglanabilmek icin yilizeyinde bulundurdugu Spike
proteinlerini kullanir. 2002 y1l1 salgininda bas gosteren SARS-CoV ile benzerlik gostererek,
hiicresel baglanmay1 anjiotensin  dOniistiiriici  enzim 2  reseptdrii  tizerinden
gerceklestirmektedir. Arastirmalar gostermektedir ki, SARS-CoV-2, Betacoronavir(s ailesi
diger viriislerden olan yarasa koronaviriis ile %96 (3) SARS-CoV ile %79.5 (21) benzerlik

gostermektedir.
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Sekil 2.1. Betacoronavirus partikil ve genomu (22)

2.2 COVID-19 KLINIiK BULGULAR VE DIiAGNOZ YONTEMLERI

2019 yil1 Aralik ayinda Wuhan kentinde tespit edilmesi ile beraber 6nlenemez bir yayilim
ve enfeksiyon hiz1 gosteren SARS-CoV-2, dort ay gibi bir siirede yaklasik 2 milyon kisiye
bulagmis, ilk yil1 dolmadan diinya genelinde 100 milyon kiseyi enfekte etmistir. Pandemi
yonetiminde anahtar rolu oynayan en 6nemli basamak, hizli1 ve dogru diagnoz konulmasidir.
Etiyolojik ajanin epidemiyolojisinin tanimlanmasi ile diagnozun dogrulugu, enfekte kisilerin
miimkiin olan en kisa siirede tespit edilip izolasyonunun saglanmasi Ve tedavisinin
baslanmasi agisindan yiiksek Oneme sahiptir. Ocak 2020 de viriisiin tiim genomunun
cikarilarak yayimlanmis olmasi, molekiiler tan1 kitlerinin gelistirilebilmesinin yolunu agmas,
bunun iizerine DSO tarafindan ticari kitlerin gelistirilebilmesi ve vakalarin tespitini
saglayabilmesi agisindan Gergek Zamanli Revers Rranskriptaz Polimeraz Zincir Tepkimesi
(QRT-PZT) protokolii yayimlanmistir (23). Protokol dogrultusunda gelistirilen kitler
esliginde bogaz ve derin genizden alinan siirlintii 6rnekleri ile tanm1 konulmaya baslanmis
ancak vaka sayilarindaki hizli artis sebebiyle spesimen birikmeleri ve sonu¢ vermede
gecikmeler meydana gelmistir (24). Ilk andan itibaren test sonuglarmin klinik bulgularla
ortigmesi sayesinde hastalik semptomlar1 daha net tamimlanmistir. Veriler biriktikce
enfeksiyon hakkinda daha ¢ok bilgi sahibi olunmus ancak bireysel varyasyonlar dolayisiyla,
hastaligin seyrinde farkli tablolarla kars1 karsiya kalinmistir (25). Kritik seviyede solunum



durmasi, septik sok ve/veya ¢oklu organ yetmezIligi yasayan ve hayatin1 kaybeden vakalarin
yani sira, enfekte olmasina ragmen hi¢ bir semptom gostermeyen vakalarin sayisi, toplam
vakalarim yaklasik %40’ 11 olusturmustur (26). Bu dogrultuda DSO, hastalarin test edilip
edilmeyecegine dair surveyans icin bir vaka tanimlamasi yayimmlamis ancak her iilkenin
kendi bolgesel epidemiyolojilerine uygun olarak adapte edilmesini tavsiye etmistir. DSO
tanimlamalarina gore vakalar, siipheli vaka, dogrulanmis vaka ve temasli olarak iic maddede

simiflandirilmistir (27).

DSO dogru diagnozun yapilmasi ve hasta takibi amaciyla virus RNA’sin1 hedef alan
molekiiler testleri tavsiye etse de ornek sayilarinin fazlaligi/calisilan laboratuvar/laborant
sayisinin yetersizligi, hizli diagnostic kitlerin gelistirilmesini tesvik etmistir. Bu kitler
genellikle direk antijen ya da indirekt antikor testleri olarak piyasaya siiriilmiistiir ancak
kullanimlar1 yanilmalar1 da beraberinde getirmistir. Antijen testleri enfeksiyonun erken
sathalarinda virtisii tespit edebilirler ancak niikleik asit amplifikasyon testlerine kiyasla
antijen testlerinin hassasiyetleri ¢ok daha diisiiktiir. Indirekt antikor testleri ise diger
koronavirus tipleri ile gapraz reaktivite verebilirken, enfeksiyonun erken donemde teshisi
miimkiin degildir. Indirekt antikor testleri sonucunda elde edilecek veriler, tanidan ziyade
bireylerin imminite seviyelerinin belirlenmesinde ve epidemiyolojik sorularin

cevaplanmasinda Onem arzedecektir (28).

Bagisiklik sisteminin, dogal enfeksiyonlar ya da dogali taklit ederek bagisiklik sistemini
uyaran as1 uygulamalari sonrasinda nasil ¢alistigmin anlagilmasi pandemilerin gelecek
yoriingesini tahmin etmek agisindan c¢ok Onemlidir. IgG antikor cevaplart hastaligin
baslangicindan sonraki 6 ile 15. giinler arasinda tespit edilebilirken, IgM yanit1 enfeksiyon
baslandicinda akut cevap olarak olusturulur. Enfeksiyonun akut déneminde ilk haftaya kadar
artan IgM ve IgA antikor titrasyonlar1 30. giine kadar hizla diiserken, serum IgG degeri 14.
giinden sonra artig gosterip enfeksiyonu takip eden 90 giin boyunca serumdaki titrasyonunu
korumaktadir (29). Serolojik testler IgG seviyesi Ol¢tiigiinden, akut vakalarin ilk haftasinda
tan1 koyulmasi agisindan kullanilamazlar (30,31). Akut enfeksiyon sirasinda hizla artan IgM
antikor titrasyona es zamanli olarak ELISA teknigi ile bakilmasi, viriis replikasyon zaman
penceresinin kagirilmasi ve/veya nasal spesimenlerin dogru toplanamamasi dolayisla qRT-
PZT’de ortaya ¢ikabilecek yanlis negatif sonuglarin teyit edilip dogrulanmasinda etkin rol
oynayabilecegi diisiiniilmektedir (26,32).



2.3 COVID-19 TEDAViI YONTEMLERI
2.3.1 ASILAR

Global pandemilerde as1 gelistirme calismalar1 yiiksek oncelikli arastirma statiisiinde
siiflandirilmaktadir. Morbidite ve mortaliteyi diisiirmek, yayilim hizinin 6niinii kesmek ve
siddetli enfeksiyon seyrini onlemek amaciyla bilim insanlarinin agik kaynak bilgi paylagim
platformlarina katkida bulunmalari, ¢ok sayida SARS-CoV-2 as1 adayr gelistirilmesine
olanak saglamistir (11).

Inaktive asilar, zayiflatilmis canl asilar, vektor asilari, niikleik asit temelli ve rekombinant

subunit agilart mevcut as1 ¢esitleri arasinda sayilabilir,

2.3.1.1 Inaktif Asilar ve Zayiflatilmis Canh Asilar

Olii viriislere ait tamamen inaktive edilmis viriis parcaciklari, patojenitelerini yok etmek icin
kimyasal olarak modifiye edilmis toksoitler ve viriisten elde edilen spesifik componentler
antijenite 6zelligine sahiptir. Inaktif viriis asilarinda bu antijenlere kars1 antikor gelistirilir
ve bagisiklik sistemini taklit ederek gelistirmesi soz konusudur. Cin Sinovac firmasi
trafindan gelistirip kitle halinde uygulamalar1 baslamis olan as1, 6lii viriisten kaynak alan

inaktif agidir.

Laboratuvar kosullar1 altinda fiziksel, kimyasal ya da biyolojik anlamda zayiflatilmis
mikrobiyal ajanlar da virlis partikiilleri gibi bagisiklik sistemi tarafindan antijen olarak
karsilanir. Zayiflatilmis mikrobiyal ajanlarin antijenitesine bagli olarak gelistirilen asilar
zayiflatilmis canli as1 olarak tanimlanir. zayiflatilmis canli virlis as1 gelistirilmesinde
kullanilir. tekniklerle bagl olarak inaktif asilar, zayiflatilmis viriislerin antijenitesine bagh

olarak da zayilatilmis canli agilar tiretilmektedir (33-35).

2.3.1.2 Vektorel Asilar

Vektorel agilar, arastirmalarina devam edilen bir takim viriislerin bagka viriis proteinleri i¢in
vektor olarak kullanildigi as1 c¢esididir. SARS-CoV-2 proteinleri i¢in halihazirda

adenovirtsler kullanilarak as1 gelistirme ¢alismalar1 devam etmektedir (35).



2.3.1.3 Niikleik Asit Temelli Asilar

Viral ya da bakteriyel genlerin, niikleik asit konstrakti olarak enjeksiyonu hem hiimoral hem
de hiicresel immiin cevabin aktive olmasini saglamaktadir. SARS-CoV-2 nin hicreye
girisinden sorumlu Spike proteinine karsi gelistirilecek DNA asis1 ile enfeksiyondan
korunma ve viral klerensin saglanmas1 miimkiin olabilecektir. Cin ve Amerika igbirliginde
gelistirilen ve INO-4800 olarak adlandirilan asinin preklinik testleri devam etmektedir.
Amerikali sirketlerden Moderna da NIH kolaborasyonu ile SARS-CoV-2 S proteinine kars1
mRNA asis1 gelistirmektedir (33-35).

2.3.1.4 Rekombinant Subunit Asilar

Heterolog ekspresyon sistemlerince liretilen mikrobiyal komponentlerden olusan agilardir
rekombinant subunit agilar. Bu tez ¢aligmasi ile iirettigimiz ve as1 aday1 olarak humanize
edilip gelistirilebilecek olan monoklonal antikor da rekombinant subunit asilar basligi
altinda smiflandirilmaktadir. Diger as1 tiplerine kiyasla, enfeksiyon 6zelligi bulunmayan
rekombinant ya da sentetik peptidler icerdiginden dolay1 yiiksek giivenirlik profiline sahip
ag1 tipidir. Koronaviriis yapisal proteinleri iginde en 6nemli antijenik komponent reseptor
baglanmasinda ve membran fiizyonunda anahtar rol oynayan S proteini, hem konak immiin

cevabini tetikleyen hem de olasi nétralizan antikor gelistirme kapasitesine sahiptir

(33,35,36).

2.3.2 ILACLAR

COVID-19 un tespit edilmesinin ardindan, as1 galismalar yiiksek 6ncelikli galigmalar olarak
desteklenip yiiriitiilse dahi, pandeminin baslangicindan itibaren agilarin tiretilip glivenlik ve
etkinliklerinin kanitlanmas: i¢in gereken, virlisiin diinya genelinde 100 milyon kisinin
enfekte olmasii engelleyememistir. Bu asamada as1 gelistirme calismalar ile birlikte
konake1 yolaklarint ve viriis replikasyon mekanizmalarimi hedef alacak ilaglar amacina
uygun olarak tekrar gézden gecirilmis ve klinik denemelere baglanilmistir. Bu amacla hedef

alinan mekanizmalar ve ornek ilaglar asagidaki gibidir (22,27,34,37):

e RNA bagimli RNA polimeraz inhibisyonu: Remdesivir, Favipiravir etc.

e Viral proteaz inhibisyonu: Ritonavir, Ivermectin
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e Viriis Membran Hiicre Flizyonunun Blokaji: Hydroxychloroquine
e Dogal bagisiklik sisteminin Desteklenmesi: Dogal Katil Hiicreler, Rekombinant
Interferon

Intravenoz

Anti-Cbha

Kok Hicre,
Antikorlar,

Cevabin azaltilmasi: Mezenkimal

SARS-CoV-2 Spesifik Néotralizan

e Enflamatuar
Imminoglobulin,
Monoklonal Antikor, IL-6 Yolagmin Blokaji etc.

e Semptomatik Kontrol: Bevacizumab

2.4 SARS-COV-2 iMMUN YANIT

Epidemi ve pandemilerde enfeksiyonu kontrol altinda tutmak ve yayilmasini onlemek
amaciyla ulasilmasi gereken bir esik degeri vardir. Bu esik degerine, bir toplumda etiyolojik
ajana kars1 koruyucu bagisikligi olan kisilerin sayisinin iilke genelinde %60 seviyesine ¢ikip,
bagisiklig1 olmayan insanlara ragmen, hastalik etkeninin hareket alaninin kisitlanmasi ile
ulagilir. Siirii bagisikligr / herd immiinite olarak adlandirilan bu konseptte, bireysel
bagisikligin toplumsal bagisikliga 6lgeklendirilmis etkisi s6z konusudur (38). Koroyucu
bagisikliga sahip bireyler sayesinde viriis hareket alani kisitlandigindan toplumdaki agisiz

ya da daha once aymi kaynakla enfekte olmamis ve dolayisiyla bagisiklik gelistirmemis

kisiler i¢in de toplumsal korunma saglanmis olmaktadir (39).
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Sekil 2.2. Popiilasyonlarda Hastalik Yayilma Semasi

Enfekte birey (kirmizi) Bagisikligi olmayan duyarli bir populasyona dahil edildiginde
(mavi), enfeksiyon peak seviyesine ulasana kadar yayillmaya devam eder. Sonrasinda
enfeksiyona direngli (turuncu) bireyler gelisir (38).
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Sekil 2.3. Toplumsal Bagisiklik Gelistirmis Popiilasyonlarda Hastalik Yayilma Semasi
Enfeksiy6z ajan direngli bireylerle karsilastikca yayilma yetenegini kaybeder ve o toplumda
varhigini siirdiiremez (38).

Pandemilerde siirii bagisikliginin olugmasini beklemek popiilasyonda enfeksiyon bulagma
hizinin artmasiyla birlikte vaka oliim oranlarmin da ciddi oranda artmasi anlamina
gelmektedir. Bu durumu onlemek amaciyla, toplumsal asilanma yoluna gidilmektedir.
Ancak SARS-CoV-2 gibi yeni bir enfeksiy6z ajanla karsilasildiginda as1 tasarim gelistirme
ve iiretimi, etkinlik ve validasyon siireci uzun zaman alacagindan, DSO yonergelerince
sosyal yasam sinirlandirmalarina hatta toplu sokaga ¢ikma yasaklariyla, viriislerin yayilma
hiz1 kontrol altina alinmaya calisilmaktadir. bir diger bagisiklik gelistirme yontemi hastalik

etkenine kars1 spesifik olarak gelistirilmis asilarin popiilasyonlara uygulanmasidir.

Viral enfeksiyon sonrasinda birbirini takip eden iki negatif test sonrasinda karantina
kosullarina ragmen tekrar positif viral RNA test sonucunun elde edilmesi gibi rekirens
vakalarin raporlanmasi (40) mevcut testlerin manipiilasyonlara agik olmasi dolayisiyla
giivenilirligini sorgulatmaktadir. Bu durumu uzamis ancak asemptomatik hale evrilmis bir
Covid-19 enfeksiyonu olarak degil, teknik uygulama ve/veya specimen toplanmasi sirasinda
yapilabilecek hatalarin yanlig negatif sonuglara sebep olabilecegi yoniinde yorumlamak daha
uygun gorinmektedir.

Benzer sekilde Nisan ayinda ilk SARS-CoV-2 enfeksiyonuna yakalanip takiben tam
tyilesme gosteren ancak farkli iilkelere seyahat ettikten sonra Agustos ayinda tekrar Covid-
19 tanis1 konulan bir vakadan alinan 6rnek sekanslandiginda, hastaya bulasan ikinci viris ile
ilk virls arasinda 11 niikleotid degisikligi, bir delesyon ve bir insersiyon meydana geldigi
tespit edilmistir (41).
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Bilim insanlarinca, tespit edildigi giinden bugiine SARS-CoV-2 ile enfekte vaka ve klinik
tedaviye ihtiya¢ duyan agir seyirli vaka sayilari kiyaslandiginda, viriisiin yayilmasinda etkili
asemptomatik birey sayisinin genel vaka sayisinin %40°’1 kadar oldugu goriilmiistiir (26). Bu
durum asemptomatik bireylerde gelisen anti-viral immiin cevaba karsi merak uyandirmistir.
Quan-Xin Long ve arkadaslar1 2000 yakin temashi birey ile yaptiklar1 arastirmada
bireylerden %21 inin viral RNA yoniinden pozitif tespit edilmesine ragmen asemptomatik
kaldigin1 gostermistir. S6z konusu asemptomatik bireylerde, enfeksiyon parametresi olan C-
reaktif protein seviyesinin vakalarin tiigte birinde arttifi gdzlemlenirken, %67 sinin
akcigerinde abnormal radyolojik bulgulara rastlanmistir. Semptomatik ve asemptomatik
hastalar arasinda benzer viriis yiikii tespit edilirken, semptomatik hastalara kiyasla
asemptomatik hastalarin nazofarinkslerinde daha uzun siire viriis positivitesi saptanmistir.
Akut ve iyilesme donemi farketmeksizin, asemptomatik hastalarda semptomatik hastalara
gore daha diisiik anti-viral IgG antikoru tespit edilmistir. Her iki grupta da notralizan antikor
ve IgG seviyesi iyilesme doneminde diisiis gosterirken; bu diisiis semptomatiklerde %13,
asemptomatiklerde %40 olarak saptanmistir. Yine benzer sekilde 18 pro- ve anti-enflamatuar
sitokinler yoniinden test edildiklerinde asemptomatik bireylerde azalmis enflamatuar yanit

tespit edilmistir (21,42,43).

Lucas ve arkadaslar tarafindan 113 COVID-19 hastasi iizerinde yapilan ¢aligmada, SARS-
CoV-2 enfeksiyonuna karsi ¢ok g¢esitli immiin yanit gelistirilmesinin nedenleri
arastirilmistir. ‘COVID-19 bazi bireylerde ¢ok hafif seyrederken, bazi vakalarda herhangi
bir semptom gostermezken, neden bazi vakalarda ¢ok agir seyretmektedir?’ sorusuna cevap
ararken arastirma bulgularinda, immiin yanitin CD4 ve CD8 T hiicre immun yanitinin hafif
ve siddetli seyirli COVID-19 hastalar1 arasinda degismedigi gézlemlenmistir. Nazal viral
yiik, enfeksiyon baslangicinda degiskenlik gostermezken, orta seyirli vakalarda zamanla
azalirken, siddetli seyirli vakalarda azalma raporlanmamistir. Bu veriler, arastirmacilarin
baslangigta tiim hastalarda tespit ettigi artmis IL1 a, IL-1pB, IFN-a, IL-17A sitokin seviyeleri
ile gelisen immiinolojik yanit ile uyum gostermistir. Arastirmacilar bu durumu COVID-19
sebepli immiln sistemin yanhs ateslenmesi olarak tanimlamistir. Klasik viral
enfeksiyonlarda tip 1 immunite indlklenir ki bu durum interferon-y (IFNy) ekspresyonu ile
karakterize edilmektedir. Dogal katil hiicreler, sitotoksik T hiicreleri ve yardimer T 1
hicreleri ise intraselliiler patojenlerin yok edilmesinde gorev alan bagisiklik sistemi

elemanlaridir. Bu bilgiler 1518inda SARS-CoV-2 nin sadece tip 1 immuniteyi tetiklemesi
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beklenirken, helminth parazit kurdu enfeksiyonuna kars1 tetiklenen ve IL-4, IL-5, IL-13 ve
IgE cevabi ve parazitin 6zonofil ve bazofiller tarafindan temizlenmesi ile karakterize edilen
tip 2 imminiteyi de tetikledigi gozlemlenmistir. Hatta mantar enfeksiyonu sirasinda
aktiflesen tip 3 immiinite cevabi olarak salgilanan IL-17 sitokin seviyesinin COVID-19

hastalarinda arttig1 tespit edilmistir (44,45).

Dogal ve adaptif immiin sisteminlerinin énemli sitokinleri arasinda interferonlar (IFNs) da
yer alir. IFNSs, interferon 1 (o ya da P) interferon II (y) ve interferon III (r) olmak Uzere (¢
ana tipde smiflandirilirlar. Viral enfeksiyonlar sirasinda viral niikleik asit patern tanimlama
reseptorleri ile tespit edilir ve IFNs Uretimini indikleyerek antiviral yanit olugsmasini saglar.
Hafif seyirli COVID-19 vakalarinda da, erken interferon cevabimmin SARS-CoV-2
replikasyonunu smirladigr goriilmektedir. Eger erken interferon yanit mekanizmasi
calismazsa, viicut savunma amaciyla enflamasyon gelistirir ancak bu durumun, 6zellikle de
akcigerlerde, enfeksiyonu yenmeye yardim etmekten cok viicuda zarar verdigi bilinmektedir

(46,47).

2.5 REKOMBINANT DNA TEKNOLOJISi VE ANTIKOR URETIMi

1979 yilinda Stanley Cohen ve Herbert Boyer gen ve DNA fragmanlari izolasyonu ve bu
isolatlar1 cogaltabilmek i¢in arastirma yapiyorlardi. Boyer laboratuvarinda DNAy1 net olarak
kesebilen bir enzim iretmis; Cohen ise DNA pargaciklarini bakteri hiicresine
yerlestirebildigi bir teknik gelistirmisti. Cohen ve Boyer’in gelistirdikleri bu teknik
sayesinde bilim insanlar1 yliksek organizmalardan isole ettikleri DNA’y1 bakteri veya diger
hiicrelerin i¢ine yerlestirerek adeta ilgilendikleri proteinleri yliksek hacimlerde tireten
fabrikalar gelistirdiler. Cohen ve Boyer’in gelistirdikleri metodoloji sayesinde biyoteknoloji
endiistrisi kurulmus oldu. Herb Boyer ortakliginda kurulan Genentech firmasi, 1979 yilinda
insan somatostatin proteinini Eschericia coli bakterisine Urettirmeyi basardi. Insan
proteinlerinin bu yontemle iretilebileceginin kaniti olan bu ¢alisma, karli bir pazar
olusturacak insan instilini liretebilmek i¢in caligmalarina bagladi ve 1982 yilinda FDA
onaymi da alarak Humalin admi verdikleri ve genetik miihendisligiyle iiretilmis insan

insiilinini Giretmeye basladi (48).
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Sekil 2.4. FDA tarafindan onaylanmis ilk rekombinant insan insiilini (48)

Cohen ve Boyer’in gelistirdikleri teknik sayesinde bugiin sadece insan hayatini etkileyen
yiyecek endiistrisinden, ¢evresel konulardan ve saglik problemleri degil, kisisellestirilmis
tiptan bahsetmek bile miimkiin olmustur. Oyle ki bu durum, bireylerin spesifik
hastaliklarinin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin ¢oziiliip, spesifik olarak hastalik
etmenine saldiracak giidiimlii terapétikler gerceklestirmek bir yana, dogru ilact dogru kisiye

dogru zamanda dogru dozda verebilme imkanini bilim diinyasinin ayaklari altina sermistir.

Bir yildir igerisinde bulundugumuz SARS-CoV-2 pandemisine yonelik gelistirilen asilar da
rekombinant dna teknolojilerinden temel almaktadir. Rekombinant DNA Teknoloji ile
herhangi bir viriilan etkisi olmadan ancak antijenik etkisini koruyarak 6zellikli antikorlar
uretilebilmektedir. Antikorlar, virlis/bakteri enfeksiyonuna cevaben ya da bir kanser
hastaliginin gelismesine kars1 viicudu koruyan immiin sistemin iirettigi natural proteinlerdir.
Immunoglobilinler ailesi mensubu olan antikorlar, hedeflerine yiiksek afinite ve spesifite ile
baglanma yetenegine sahiptir. Antikorlarin tanidigi ve baglandigi bu hedef molekiillere

antijen ad1 verilir (48-50).

Antikor kullanim amaglari, 20. yiizy1l boyunca farkli laboratuvar tekniklerine adapte
edilmesiyle ve antikor iiretme teknolojilerinin kesfedilmesiyle ¢esitlenmistir. 1949 da ilk
olarak miyosin ve aktinin kas igerisindeki interaksiyonu coimminopresipitasyon (Co-IP) ile
gosterilmistir. 1960 da ilk olarak kan plazmasinda bulunan insiilin seviyesinin
kuantifikasyonu i¢in radioimmiinoassay gelistirilmistir. Antikorlarin immiinohistokimyaya
ve ELISA tekniklerine adapte edilmesiyle 1970lerde ilk IHC ve ELISA deneyleri
gerceklestirilmistir. Kohler ve Milstein 1975 de myeloma hicrelerini B hucreleri ile

birlestirip ilk 6liimsiiz hibridomalar1 gelistirmistir. 1981 de Southern Blotlama tekniginin
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proteinlere uyarlanmasiyla ilk western blotlama gergeklestirilmistir. Bu ve bunun gibi
ornekler antikorlarin farkli kullanim alanlarina adapte edilmesiyle gelistirilmis teknikleri

bilimin hizmetine sunulmasinda 6n ayak olmustur (48-50).

Arastirma ve klinik amaghi olmak tizere kullanilan ii¢ c¢esit antikor bulunmaktadir:

monoklonal, poliklonal ve rekombinant antikorlar.
Poliklonal antikorlar

Aragtirma diinyasinda ilk kullanilan antikorlar farkli sekanslar tasiyan dolayisiyla da farkl
epitoplara baglanan B hiicrelerinden olusan poliklonal antikorlardir. Poliklonal antikor
olusturmak i¢in deney hayvanlarina arastirma konusu olan antijen enjekte edilerek antijene
kars1 primer immiinolojik yanit olusturulur. Serum igerisindeki antikor titrasyonunu artirmak
icin seri antijen enjeksiyonlarina devam edilir. Bu asama immiinizasyon olarak adlandirilir
immiinizasyon sonrasi serum direk kullanilabilir ya da diger serum proteinlerinden ayirmak
icin poliklonal antikor purifiye edilebilir. Immiinizasyon yapilacak deney hayvani ihtiyag
duyular poliklonal antikor miktarina gore secilirken, antijen donoriine filogenetik olarak en
uzak deney hayvaninin segilmesi beklenen immiin yanitin dolayisiyla da iiretilecek olan

poliklonal antikorun daha gii¢lii olmasin1 saglayacaktir.
Monoklonal antikorlar

Monoklonal antikorlar spesifik olarak tek bir B hiicre klonundan elde edilirler dolayisiyla
sadece immunoglobinlerin degisken bolgelerinden sadece bir sekans tasir ve sadece bir
epitopa baglanabilirler. Spesifik antijenle immiinize edilen farelerin dalaklarindan izole
edilen B hiicre klonlar1 miyeloma hiicreleri ile birlestirilir ve 6liimsiizlesir. Spesifiteleri
acisindan siirekli takip edilen hibridomalardan, etkili olan klonlar tespit edildikten sonra
antikor Uretimini artirmak igin tespit edilen klon iiretilmeye devam edilir. Monoklonal
antikor dretiminde ¢ogunlukla fareler kullanilsa da tavsan ve diger memeli hayvanlardan da

monoklonal antikor elde edilebilmektedir.
Rekombinant Antikorlar

Monoklonal ve poliklonal antikorlar farkli deneysel uygulamalarda kullanilmalarina gore

biyoteknolojik olarak gelistirilebilirler. Ancak her iiretim partisindeki verimlilik farkindan
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dolay1, bilim insanlar farkli antikor kaynaklar1 aramis ve rekombinant antikor {iretimi bu
amaca uygun bir alternatif olusturmustur. Herhangi bir deney hayvanai immiinizasyonu ya
da hibridoma kudltir( gerektirmeyen ve in vitro ortamda sentetik genlerden (Gretilen
monoklonal antikor ¢esidi rekombinant antikor olarak adlandirilmaktadir. Rekombinant
antikor teknolojisi, 1984 yilinda Neuberger’in hibridoma kullanmadan plazmosit hiicre
hatlarinda antikor iiretmeyi basarmasi ve Morrison’un klonlanmis hibridoma IgG genlerini,
in vitro ortamda modifiye edip ilk kimerik antikorlar1 {iretmesi ile bilim diinyasinin ilgisini
lizerine ¢ekmistir. Ilgili dizi bir defa klonlandiktan sonra, o diziyi istenildigi gibi modifiye

edilebilmesi rekombinant antikor teknolojisinin baslica avantajlarindan biridir (48,50).
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3 GEREKCE VE AMAC

Bu tez caligsmasi ile, dinya genelinde 100 milyon kisiyi enfekte ederek yaklasik 2 milyon
kisinin 6liimiine sebep olan ve global pandemi etkeni olarak tiim diinyada hiz kesmeden
etkisini sirdirmeye devam eden COVID-19 a kars1 terapdtik ve diagnostik kullanim

potansiyellerine sahip monoklonal Spike antikoru gelistirilmesi amaglanmustir.

Siddetli akut solunum sendromuna sebep olan SARS-CoV-2 viriisii, biiyiik bir hizla global
pandemiye sebep olmus ve sadece saglik yoniinden degil ekonomik olarak da global tehtite
doniismiistiir. Ulkeler arasinda tedavi yonergeleri degisiklik gdsterse de tedavide onaylanmis
kesin bir yontem bulunmamaktadir. Bu etkene karsi 6zel bir tedavi yonteminin bulunmamast
dolayistyla, diinya genelinde enfekte olmus kisiler, pandeminin kontrol altina alinabilmesi
icin, mevcut ilaglarin yiiksek dozlarda kullanimu ile, viriis tizerinde etkinligi bilinmeden
tedavi edilmistir. Tedavide yiiksek doz ila¢ kullanimi sistemik yiik olusturmus ve akut
bobrek, karaciger hasari, sekonder enfeksiyonlarin gelismesi gibi sistemik hasarlara yol ag
ve sekonder hastaliklarin gelismesine sebep olmustur. Ozellikle de multipl kronik hastalig
olan bireylerde enfeksiyonun agir seyretmesiyle birlikte tedavinin yetersiz kalmasi ciddi
kayiplar1 da beraberinde getirmistir. Mevcut durum COVIDI9 a karsi kullanilabilecek
spesifik bir ajan/antikor gelistirilmesi yoniindeki ihtiyacin aciliyetini vurgulamistir. Bu
asamada, viriislin oncelikle dogru tespit ve tayin edilmesini saglayacak kit gelistirilmesi
biiyiik 6neme ve aciliyete sahiptir. Beraberinde, yayilmasini dnceleyecek ve bulas sonrasi
sempotatik ya da asemptomatik hastalari tedavi edebilecek ajanlarin gelistirilmesi ve mevcut
ilaglarin denenmesini tesfik edecek stratejilerin acil olarak uygulamaya gecirilmesi hayati
O6neme sahiptir. Bu konuda yiiriitiilen ve yiiriitiilecek olan her bilimsel ¢aligma verisi, global

kullanim potansiyeline de sahip olmasi nedeniyle biyik 6nem tagimaktadir.
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4 MATERYAL VE YONTEM
41 MATERYAL
411 GEN KAYNAGI

Calismada kullanilan SARS-CoV-2 gen kaynagi, E.coli kodon optimize olacak seckilde
dizayn edilip IDT’den siparis edilmistir.
4.1.2 DENEY HAYVANLARI

Tez galismas1 kapsaminda 3 adet 6-8 haftalik BALB/c fare kullanilmistir. Kullanim izni,
11/11/2020 tarihli ve 2020-18-149 say1li etik kurul onayi ile Ankara Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan verilmistir. EKLER boliminde etik kurul karar
Ornegi sunulmustur.

4.1.3 HUCRE HATTI

Calismada B hiicre hibridomalar1 olusturmak amaciyla kullanilan hiicre hattt ATCC’ den

alinmigtir. Detayli bilgi Cizelge 4.1’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Hiicre hatti bilgileri

ATCC

|_I|1U(t:tre Katalog Organizma Hicre Tipi Strain Hastalk | Biyoguvenlik
am Numarasi Seviyesi
FO CRL-1646 | MUSMUSCUlls, | g onfoplast | BALBIC | Plazmasitom, 1
fare Miyelom

4.1.4 EKSPRESYON VEKTORU VE BAKTERI SUS SECIiMi

Ekspresyon vektorl olarak, N-terminal ve C-terminal ucunda polihistidin tag (6xHisTag)
protein fuzyonu bulunan ve kanamisin diren¢ kaseti iceren pET ekspresyon sistemine
mensup pPET-28a secilmistir. Bakteriyel transformasyon amaciyla E.coli DH5a ve E.coli
BL21(DE3) suslar1 se¢ilmistir. Vektor ozellikleri Cizelge 4.1.” de, vektor haritas1 Sekil
4.1.°de yer almaktadir.

18



(166) EagI - NotI HindIII (173)
(158) PaeR7I - PspXI - XhoI | Sall (179)

(80) BlpI / MCS
(5127) Dralll ‘ | Eco53kI (188)
(4999) Psil ' ' [/ Sacl (190)
\ | EcoRI (192)
[ ) BamHI (198)
) LA NheI (231)
1/ / : Bmtl (235)
- Ndel (238)
__—thrombin site
————BXHIS
Ncol (296)
— @&
T Xbal (335)

g
" T7 promoter
BgIII (401)
’ \ SgrAl (442)
P N
NN BStAPI (806)
Miul (1123)
Ball* (1137)
. BsStEII (1304)
NmeAIIl (1329)
PspOMI  (1330)
Apal (1334)
BssHII (1534)
EcoRV (1573)
Hpal (1629)

(4426) AsISI - Pvul

(4300) Smal
(4298) TspMI - Xmal

(4117) BspDI - Clal — o
(4083) Nrul —— —

(3772) Acul

(3640) AlwNI

(3397) BssSal PshAI (1968)

(3224) Pcil

/ Bgll (2187)
(3108) BspQI - Sapl / / " Fspl - FspAl (2205)
(3028) Tatl / PpuMI  (2230)
(2995) BstZ171
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Sekil 4.1. pET28a Ekspresyon Vektor Haritast
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Cizelge 4.2. pET28-a vektor ozellikleri

Kimyasal I¢erik Isim Tanmmlama Sekans Pozisyon1
Trxn terminasyon sekansi T7 Term | T7 Terminasyon Sekans1 26-72
MCS (Xhol, Notl, Eagl,
Multiple Klonlama Bdélgesi | MCS Hindlll, Sall, Sacl, EcoRlI, | 158-203
BamHI, Nhel, Ndel, Ncol)
Tag T7 tag T7 tag cds 207-239
Tag His tag His tag cds (6xHis) 270-287
Promotor T7 T7 Promotor 370-386
Represor Protein Geni lacl cds lacl coding sekans (lacl cds) 773-1852
Bakteriyel orijin Ori Bakteriyel replikasyon orijini | 3286-0
Secici markor kanR Kanamisin direng geni 3995-4807
sSDNA orijin f1 ori F1 orijin 4903-5358

4.1.5 REKOMBINANT PROTEIN URETIM REAKTIFLERI

4.15.1 PZT Reaktifleri

Spike protein sekansi kalip DNA olarak kullanilmistir. Kalip DNA ¢ogaltilmasi, pozitif

bakteriyel transformasyon kontrolii amaciyla Tag DNA Polymerase with ThermoPol®
Buffer (NEB, M0267) kiti kullanilmistir. Kit igerik ve 6rnek reaktif protokolii Cizelde 4.2°de

verilmistir.

Cizelge 4.3. Genel PZT Protokoli

Kimyasal Icerik Calisma Konsantrasyonu
10x ThermoPol Reaksiyon Tamponu 1X

10mM dNTPs 200 uM

10 uM flleri Primer 0,2 uM

10 uM Geri Primer 0,2 uM

Kalip DNA <1000 ng

Taq DNA Polimeraz

1.25 units/50 pl PZT

Nikleazsiz Su

Reaksiyon Hacmine Tamamlanir
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4.1.5.2 Restriksiyon Enzim Reaksiyonu

Ndel (NEB, R0111S) ve Hindlll (NEB, R3104S) restriksiyon endoniikleazlari ve uygun
tampon c¢ozeltileri ile Uretici firma protokoliine uygun olarak kullanilmistir. Enzimlerin
tampon uyumlulugu Cizelge 4.4 ‘de belirtilmistir. Uygun tampon segilerek, kalip DNA ve

ekspresyon vektoru es zamanli gifte enzim kesim protokoliine uyularak kesilmistir.

Cizelge 4.4. Restriksiyon Enzim Tamponlar1 ve Kesim Kosullari

. NEBuffer Aktivite Yuzdesi
Isim Katalog No | Derece Tampon 111211311 CutSmar®
Ndel R0O111 37 CutSmart 75 | 100 | 100 | 100
Hindlll-HF® | R3104 37 CutSmart 10 | 100 | 10 | 100

4.1.5.3 Ligasyon Reaktifleri

Enzim kesim reaksiyonlar1 sonrasinda kalip DNA ve pET28a vektorii yapiskan uglari
araciligiyla kovalent olarak T4 ligaz enzimi (NEB, M0202) varliginda birbirine

baglanmistir. Ligasyon reaksiyonu i¢in kullanilan kit icerigi Cizelge 4.5’de verilmistir.

Cizelge 4.5. Ligasyon Reaktifleri ve Kosullar

Kimyasal Icerik Calisma Konsantrasyonu
T4 DNA Ligase Tamponu, 10X 1X

Vektor DNA (4 kb) 0,020 pmol

Insert DNA (1kb) 0,060 pmol

Niikleazsiz Su 20 pl’ye tamamlanir

T4 DNA Ligaz 1l
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4.1.5.4 Amplikon Saflastirma Reaktifleri

Amplikon safliginin st diizey Oneme sahip oldugu enzim kesim, ligasyon ve

transformasyon reaksiyonlar1 dncesinde guanidin bazli saflastirma yontemi ile artik primer,

dNTP, enzim, tuz vb kontaminantlar ortamdan uzaklastirilmistir. Saflastirma sirasinda

kullanilan kimyasallar Cizelge 4.6’da belirtilmistir.

Cizelge 4.6. Guanidin ile DNA Saflastirma

Kimyasal Icerik Marka / Katalog No Calisma Konsantrasyonu
GuHCI Sigma / G3272 45M

Na2S03 Merck /S0505 50 mM

Bromtimol Mavisi Sigma / 18470 1X

NaAsetat pH 5.2 Sigma / S2889 21.50 mM

Amplikon + Niikleazsiz Su Degisken

4.1.5.5 Bakteriyel Besiyeri Kimyasallar

E.coli DH5a ve BL21(DE3) suslarinin siirekliligi i¢in kullanilan kati ve sivi besiyeri

igerikleri Cizelge 4.7 ve 4.8’de belirtilmistir.

Cizelge 4.7. LB Buyon Igerigi

Kimyasal I¢erik Marka / Katalog No Calisma Konsantrasyonu
Tripton Sigma/ T7293 10 g/l

Maya Ektrakti Merck / 70161 549/l

NaCl Sigma / S3014 0.59/l

NaOH Fisher / S318 0.001 N

Kanamisin Applichem / A1806 0.50 /ml
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Cizelge 4.8. LB Kat1 Buyon Igerigi

Kimyasal I¢erik Marka / Katalog No Calisma Konsantrasyonu
Tripton Sigma/ T7293 10 g/l

Maya Ektrakti Merck / 70161 59/l

Agar Merck / 05040 15 g/l

NaCl Sigma / S3014 059/l

NaOH Fisher / S318 0.001 N

Kanamisin Applichem / A1806 0.050 mg/mi

4.1.5.6 Bakteriyel Transformasyon Kimyasallari

DH5a ve BL21 bakteriyel transformasyonlart TSS (Cizelge 4.9) ve SOC (Cizelge 4.10)

kullanilarak yapilmustir.

Cizelge 4.9. TSS Hazirlanmasinda Kullanilan Kimyasallar

Kimyasal Icerik Marka / Katalog No Calisma Konsantrasyonu
PEG-6k Calbiochem, 528877 %10

DMSO Sigma, D8418 %5

MgCI2 Sigma, M8366 10 mM

MgSO4 Sigma, M7506 10 mM

LB Sigma, L3522 Degisken

Cizelge 4.10. SOC Hazirlanmasinda Kullanilan Kimyasallar

Kimyasal Icerik Marka / Katalog No Cahisma Konsantrasyonu
Tripton Sigma / T7293 20 g/l

Maya Ekstrakti Merck / 70161 59/

NaCl Sigma / S3014 0.5 g/l

NaOH Fisher / S318 0.001 N

KCI Sigma /P9541 0.003 M

Glukoz Merck /108337 0.020 M

MgSO4 Sigma, M7506 0.010 M

MgCI2 Sigma, M8366 0.010 M
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4.1.5.7 Bakteriden Plazmid DNA izolasyonu

Caligmada kullanilan E.coli suslarindan plazmid DNA izolasyonu amactyla Alkalen Lizis

protokolii uygulanmistir. Kullanilan ¢ozeltilerin igerigi Cizelge 4.11-13de verilmistir.

Cizelge 4.11. Alkalen Lizis | Cozelti Protokoli

Kimyasal Icerik Marka / Katalog No Calisma Konsantrasyonu
Tris-Cl pH 8.0 Amresco, 0826 25 mM

Glukoz Merck /108337 50 mM

EDTA pH 8.0 Sigma, E5134 10 M

Cizelge 4.12. Alkalen Lizis II Cozelti Icerigi

Kimyasal icerik Marka / Katalog No Calisma Konsantrasyonu
NaOH Fisher / S318 0.2N
SDS Sigma / L4390 %1

Cizelge 4.13. Alkalen Lizis III Cozelti Icerigi

Kimyasal Icerik

Marka / Katalog No

Calisma Konsantrasyonu

Glasiyel Asetik Asit

Riedel-de Haén / 27225

11.5 ml

Potasyum Asetat, 5SM

Merck / P1190

60 ml

ddH20

28.5

4.1.5.8 Bakteriden Protein izolasyon Cozeltisi ve Konsantrasyon Tayini

Bakteriden total protein izolasyonu enzim kullanilarak yapilmistir. Cizelge 4.14°de igerik

belirtilmistir. Protein izolayon sonrasinda konsantrasyon tayini amaciyla Pierce™ BCA

Protein Assay Kit (Thermo Scientific, 23227) kullanilmustir.

Cizelge 4.14. Bakteriden Protein izolasyonu

Kimyasal I¢erik Marka / Katalog No Calisma Konsantrasyonu
Triton X-100 Sigma, T8787 0.5%

Lizozim Applichem, A4972 0.2ug/ pl

TrisCl pH 8.0 Amresco, 0826 50 mM

ddH20 + pellet
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4.1.5.9 Protein Purifikasyonu

Total bakteriyel proteinden Spike protein purifikasyonu igin HisPur™ Ni-NTA Spin
Purification Kit (Thermo Scientific, 88226) ve imidazolden uzaklastirip PBS tamponuna
degisiklik yapilmasi amaciyla Dialysis Tubin Cellulose Membrane (Sigma, D9777)

kullanilmistir.

4.1.6 PROTEIN VALIDASYONU

Saflastirilan proteinin, ilgili spike proteini olup olmadigini valide etme maksadiyla SDS-
PAGE ve Western Blotlama yapilmistir. Proteinler hesaplanan esit konsantrasyonlarda 4X
Laemmli Sample Buffer (BioRad, 161-0747) ile kaynatilarak poliakrilamid jele yiiklenerek

yiriitilmistir.
4.1.6.1 SDS-PAGE Hazirlamada Kullanilan Kimyasallar

39.5 kDa boyutunda beklenen Spike proteini %12 lik poliakrilamid jelde yiritme tamponu

icerisinde yiiriitiilmiistiir.

Cizelge 4.15. SDS PAGE Hazirlama

Yuratme Jeli Hizalama Jeli
Kimyasal I¢erik Marka / Katalog No | Calisma Calisma
Konsantrasyonu Konsantrasyonu
Tris pH 8.8 Merck / 77-86-1 0.375 M 0.125 M
Bis-Akrilamid (%30) %12 %3.75
SDS Sigma / L4390 %0.1 %0.1
APS Gerbu / 1708 %0.050 %0.050
TEMED Merck / T9281 900.050 900.050

Cizelge 4.16. 10X SDS-PAGE Yritme Tamponu

Kimyasal Icerik Marka / Katalog No Kullanilan Miktar
Trizma Base Merck / 77-86-1 30.2 gr

Glisin Sigma / G7126 144 gr

SDS Sigma / L4390 10 gr
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4.1.6.2 Coomassie Blue Boyama

HisTag protein purifikasyon protokolii sirasinda elde edilen fraksiyonlar ve eluatlar protein

takibi yapilmak amaciyla SDS-PAGE de yurituldikten sonra, polyakrilamid jel coomassie

blue boyasi ile boyanir. Boyama asamasinda kullanilan fiksasyon, stain ve de-stain sollisyon

icerikleri Cizelge 4.17 de verilmistir.

Cizelge 4.17. Fiksasyon, Stain ve Destain Tamponlari

Kimyasal I¢erik Marka / Katalog No | Fiksasyon | Stain Destain
Tamponu | Tamponu | Tamponu

Methanol Merck / 1.06009 %50 (V/V) | %50 (viv) | %5

Glacial Acetic Asit Riedel-de Haén / 27225 | %10 (v/v) | %10 (v/v) | %7.5

ddH20 -- %40 (v/iv) | %40 (viv) | %87.5

Coomassie Brilliant | BioRad / 1610400 - %0.25 --

Blue

4.1.6.3 Western Blotlama Kimyasallari

Poliakrilamid jel yiiriitme sonrasi boyutlarina gore ayristirilmis proteinler PVDF membrana

(BioRad, 1620177) transfer tamponu (Cizelge 4.18) igerisinde aktarilmistir. Transfer sonrasi

membran BSA (Fisher, 9048-46-8) ile bloklanmis ve sonrasinda anti-His-Tag primer
antikoru ( CST, 2365S) ve anti-mouse HRP sekonder antikoru (SantaCruz, SC-2005) ile

inkiibe edilmistir. Inkiibasyonlar sonrast membran SuperSignal™ West Femto Maximum

Sensitivity Substrate (Thermo Scientific, 34094) ile muamele edilerek goriintiillenmistir.

Cizelge 4.18. Immunblotmala Transfer Tamponu (10X)

Kimyasal I¢erik Marka / Katalog No Cahisma Konsantrasyonu
Tris Amresco, 0826 30,2 gr

Glisin Amresco, 0167 144 gr

SDS Sigma, L4390 10 gr

Methanol Merck, 1.06009 %20 (v/V)
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4.1.7 FARE IMMUNIZASYONU

4.1.7.1 Antijen Enjeksiyonu

Kullanilan antijenin dogasina bagli olarak immiinizasyon plani degigsmekle birlikte periton
i¢i enjeksiyonlarda, antijen ilk enjeksiyonda Complete Freund’s Adjuvant (Sigma, F5881),
takip eden enjeksiyonlarda Incomplete Freund’s Adjubant (Sigma, F5506) kullanilmistir.

4.1.7.2 Fare Serum Antikor Seviyesi Takibi

5. Haftadan itibaren dizenli olarak fare kuyruk veninden toplanan kanlardan serum elde
edilmistir. Elde edilen serumlardan, seri diliisyonla indrekt ELISA yontemi ile antikor seviye
takibi yapilmigtir. ELISA sirasinda BSA (Fisher, 9048-46-8), PBS ve PBS-T (Bknz
Tamponlar), goat anti-mouse IgG-HRP (SantaCruz, SC-2005), TMB/E Sollsyonu (Merck,
ES001) ve Siilfirik asit (Merck, 1.60315) kullanilmistir.

4.1.8 HIBRIDOMA GELISTIiRILMESI

Fare serumunda uygun antikor titrasyonu tespit edildikten sonra hibridoma gelistirme
deneyine baslanmistir. Hibridoma gelistirilmesi sirasinda kullanilan kimyasallar Cizelge

4.16°da verilmistir.
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Cizelge 4.19. Hiicre kiiltiirii kimyasallar1

Icerik Marka / Katalog No Kullanim Amaci
DMEM-HG Sigma /D6429 Hicrelerin Beslenmesi
FBS Biological Industries / | Hucrelerin Beslenmesi
04-121-1A
PenStep Solution Biological Industries / | Bakteriyel Kontaminasyonun
03-031-1B Engellenmesi
Mikoplazma
Plasmocin Invivogen, ant-mpp Kontanminasyonunun
Engellenmesi
Polyethylene Glycol Solution | Sigma/P7306 Hucresel hibridasyonun
induklenmesi
Hypoxanthine ve thymidine
HT Media Supplement Sigma/H0137 kokteyli / Hibridoma Segimi
ve FO hiicre kultlrd
HAT Media Supplement Sigma/H0262 Pozitif klonlarin secilmesi ve
validasyonu
Hibrodoma verimli  enerji
DMEM-HG-Glutamax Gibco/10567014 metabolizmasi  ve  yliksek

blyime verimi

419 TAMPONLAR

4.1.9.1 Genel Kullanilan Tamponlar

Cizelge 4.20. Sodyum Fosfat Tamponu

Kimyasal Icerik Calisan Konsantrasyon
KCI 2.7 mM

KH2PO4 1.8 mM

NaCl 137 mM

Na2HPO4 10 M

Cizelge 4.21. Sodyum Fosfat Tween Tamponu

Kimyasal Icerik Calisan Konsantrasyon
KCI 2.7 mM

KH2PO4 1.8 mM

NaCl 137 mM

Na2HPO4 10 mM

Tween-20 %0.1 (V/v)
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Cizelge 4.22. 6X Laemmli Protein Kaynatma Tamponu

Kimyasal Icerik Calisma Konsantrasyonu
Tris HCI, pH:6.8 375 mM

SDS %9 (W/V)

Gliserol %50 (V/V)

Bromophenol Blue %0.03 (w/v)
B-Mercaphtoethanol %9 (V/V)

Cizelge 4.23. Tris Sodyum Tamponu

Kimyasal I¢erik Calisma Konsantrasyonu
Tris 24 gr
NaCl 88 gr

4.1.9.2 Agarose Jel Elektroforezinde Kullanilan Tamponlar

Cizelge 4.24. 50X TAE Tamponu: 1L Stok Tamponu igin Gerekli Kimyasallar

Trizma Base 242 gr
Glasiyel Asetik Asit 54.1 ml
EDTA (0.5 M) pH 8.0 100

Cizelge 4.25. 5X TBE Tamponu: 1L Stok Tampon I¢in Gerekli Kimyasallar

Trizma Base 54 gr
Borik Asit 27.5gr
EDTA (0.5 M) pH 8.0 20 ml
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4.2 YONTEM

SARS-CoV-2 Spike proteinine karsi monoklonal antikor gelistirilmesi sirasinda kullanilan
tekniklerden bahsedilmistir.
4.2.1 SARS-COV-2 SPIKE REKOMBINANT ANTIJEN URETIMI

4.2.1.1 Gen Kaynad

Gen kaynag1 IDT’den E.coli kodon optimize olarak siparis edilmistir. ilgili protein dizi
asagida NCBI BLASTp sonucunda belirtildigi gibidir:

surface glycoprotein [Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2]
Sequence ID: QOS50451.1 Length: 1273 Number of Matches: 1

Range 1: 260 to 579 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
667 bits(1720) 0.0 Compositional matrix adjust. 320/320(100%) 320/320(100%) 0/320(0%)

Query 1 AGAAAYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDAVDCALDPLSETKCTLKSFTVEKGIYQTSNFR 60
AGAAAYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDAVDCALDPLSETKCTLKSFTVEKGIYQTSNFR
Sbjct 260 AGAAAYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDAVDCALDPLSETKCTLKSFTVEKGIYQTSNFR 319

Query 61  VQPTESIVRFPNITNLCPFGEVFNATRFASVYAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKC 120
VQPTESIVRFPNITNLCPFGEVFNATRFASVYAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKC
Sbjct 320 VQPTESIVRFPNITNLCPFGEVFNATRFASVYAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKC 379

Query 121 YGVSPTKLNDLCFTNVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGCVIAWNSN 180
YGVSPTKLNDLCFTNVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGCVIAWNSN
Sbjct 380 YGVSPTKENDLCFTNVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGCVIAWNSN 439

Query 181 NLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSTPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQP 240
NLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSTPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQP
Sbjct 440 NLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSTPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQP 499

Query 241 TNGVGYQPYRVVVLSFELLHAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKF 300
TNGVGYQPYRVVVLSFELLHAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKF
Sbjct 500 TNGVGYQPYRVVVLSFELLHAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKF 559

Query 301 LPFQQFGRDIADTTDAVRDP 320
LPFQQFGRDIADTTDAVRDP
Sbjct 560 LPFQQFGRDIADTTDAVRDP 579

Sekil 4.2. SARS-CoV-2 Spike Protein Dizisi

4.2.1.2 Primer Dizayni

Klonlama asamasinda kullanilmak iizere Ndel ve HindIIl enzim kesim bdlgelerini icerecek
sekilde NCBI Primer ve CLC Sequence Viewer arayiizleri kullanilarak dizayn edilen

asagidaki primer dizi sentezlettirilmistir:
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Cizelge 4.26. Spike Primer Sekanst

Primer Adi Enzimi Primer Sekans
fleri Primer Ndel 5-TTG CATATG GCAGGCGCTGCCGCATATTAC-3'
Geri Primer | Hindlll 5-TTG AAGCTT CGGGTCCCGCACAGCATCG-3'

4.2.1.3 Bakteri Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Tez calismasi sirasinda kullanilacak olan E.coli DH5a ve BL21 (DE3) suslar1 -86°C
dondurucudan cikarilarak 10’ar ml LB besiyeri icerisinde ¢ogaltildi. Ik canlandirma sonrasi
elde edilen bakteri kiiltiiriinden taze LB besiyerlerine 1:100 oraninda inokiile edilerek

calismaya hazir bakteri kiiltiirleri elde edildi.

4.2.1.4 Gen Kaynagimin PZT ile Cogaltilmasi, Dogrulanmasi ve Stoklanmasi

IDT’den E.coli kodon optimize sekilde siparis edilen gen kullanim 6ncesi E.coli DH5a

susuna aktarilarak bakteri stogu hazirlandi.

Kagit membrana emdirilmis halde teslim alinan insert, 100 pl niikleazsiz su igerisinde
cozdiraldukten sonra NanoDrop™ ile konsantrasyon dl¢timii yapildi (4643 ng/pl) 20 pl
seklinde alikotlanarak, ¢calisma alikotu disindaki porsiyonlar -86°C dondurucuya saklanmak
tizere kaldirildi. DNA kalib1 olarak kullanilarak PZT reaksiyonu kuruldu. PZT reaktif ve
thermal cycler protokolu Cizelge 4.27°de verilmistir.

Cizelge 4.27. PZT Reaktifleri ve Thermal Cycle Kosullari

PZT Reaktifleri Thermal Cycle Kosullar
Icerik Miktar (25 pl) Sicakhik | Stire | DOngl
Dream Tag PCR Master Mix (2X) | 12,5 pul 95°C 5dk 1
F Primer 0,5 ul 95°C 45sn | 40
R Primer 0,5 ul 54 °C 45sn | 40
Kalip DNA 1l 72°C 2 dk 40
Niikleazsiz Su 10,5 pl 72°C 10dk |1

4°C 00 4
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PZT amplikonlar1 %1°lik Agarose jelde 1XTAE tamponu igerisinde 100 V 45 dk yurdtildd.
Yiiriitme sonrasi agaroz jel TAE igerisinde hazirlanan Etidyum Bromiir karisimi igerisinde

15 dakike bekletildi. Jel goriintiisii BioRad VersaDoc 1000 cihazinda alindi.

4.2.1.5 Restriksiyon Enzimi ile Vektor ve PZT Grianlerinin Kesilmesi

SARS-CoV-2 Spike sekansinin pET28a vektoriiniin igine ligasyonunu saglamak amaciyla
PZT amplikonlar1 ve pET28a vektorii Ndel ve HindlIll restriksiyon enzimleriyle es zamanl
olarak kesildi. Reaksiyon kosullar1 Cizelge 4.28.’de belirtilmigtir. Tampon uyumlulugu
gosterdiklerinden dolay1r iki enzimle es zamanli olarak CutSmart™ tamponu icinde
restriksiyon enzim kesimleri yapildi. PZT amplikonu ve pET28a 37°C de 2 saat sureyle

thermal cycle kapagi 1sitilmadan kesime birakildi.

Cizelge 4.28. Restriksiyon Enzim Kesimi

Icerik Miktar (100 pL) Icerik Miktar (100 pL)
10xCutSmart 10 pL 10xCutSmart | 10 pL

Ndel 10 pL Ndel 10 pL

HindllI 10 pL HindllII 10 pL

pET28a 5puL PZT Amplikon | 5 uL

Nf H20 65 pL Nf H20 65 pL

4.2.1.6 Ligasyon

Enzim kesim islemleri sonrasinda vektor ve insert ligasyonu T4 Ligaz Enzimi kullanilarak
yapildi. Insert:vectdr oram 3:1 olarak belirlendi. Ligasyon reaksiyonu icerikleri
Cizelge4.29’da belirtilmistir. Thermal Cycle kosullar1 16°C de gece boyunca, 65°C de 10
dakika ve 4°C sonsuz olarak belirlendi.

Cizelge 4.29. Ligasyon Protokol Bilegenleri

Icerik Miktar (20 pL)
10x T4 Ligase Buffer 2 uL

Vektor 0,02 pmol

Insert DNA 0,06 pmol

Ligase 1L

dH20 20 pl’ye tamamlanir
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4.2.1.7 Bakteriyel Transformasyon

Viral Spike genini kodlayan pET28a-Spike vektort yiksek verimlilikle nce DH5a susuna,
daha sonra ekspresyon susu olan BL21 (DE3) e transforme edildi.

DH5a susu bir gece dnceden sivi LB besiyeri i¢inde canlandirildi. Starter kultiirden 500 pl
alarak 20 ml LB i¢ine inokiilasyon yapildi. 0D600 dalga boyunca turbidite takibi yapildi.
Turbidite degeri 0.8 e ulastiginda +4°C, 1000 g’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant
uzaklastirilarak elde edilen bakteriyel pelet 400 ul taze hazirlanmis soguk TSS igerisinde
cozduruldu. 30 dakika buz tzerinde bekletildi. Sure dolduktan sonra 200 ng ligasyon Grind,
2.0 ml’lik mikrofiyj tiipiine pipetlendi ve TSS’li bakteriler ligasyon iirlinlerinin {izerine
eklendi. 1 saat buz Ustiinde bekledikten sonra 42°C ye 6nceden hazirlanmis su banyosunda
90 sn inkiibe edildi ve tlpler hemen buz Ustiine transfer edildi. 900 pl SOC besiyeri eklenip
37°C calkalayici inkiibatorde 4 saat siireyle inkiibe edildi. Daha 6nceden hazirlanmis
kanamisin iceren LB-agar kati besiyerleri oda sicakligina ¢ikarildi. Tiipler ekim yapilmak
Uzere 13.000 g de 2 dk santrif(ij edildi. Pelet 100 pl SOC iginde ¢ozdiiriilerek katt LB-Kan
agara ekildi. 24 saat 37°C inkiibatorde koloni gelisiminin gozle goriiniir boyuta gelmesi
beklendi. Gelisen koloniler 10 ml antibiyotikli sivi LB igerisine inokiile edildi ve plazmit
izolasyonu gergeklestirilmek tizere gece boyunca ¢alkalayicili inkiibatorde 37°C de

cogalmaya birakildi.
4.2.1.8 Bakteriden Plazmid Izolasyonu

Gece boyunca ¢ogalan bakteriler, ¢alkalayicili inkiibatérden alinarak 10.000 g de 90 sn
santrifiij edildi. Tiim islemler buz istiinde yapildi. Alkalen lizis yontemi ile plazmid
izolasyonu igin lizis tamponu 1 ve lizis tamponu 3 daha 6nceden hazirlanip buz istiinde
sogutuldu. Alkalen lizis tampunu 2 taze olarak hazirlandi. 2.0 ml tiip igerisindeki peletlerin
uzerine 200 pl soguk lizis 1 tamponu eklenerek ¢ozdiruldd. 400 pl Lizis 2 tamponu Gzerine
eklendi ve tlp bir kag defa ters yiz edildi. 300 pl lizis 3 tamponu eklenerek tipler 5 dk buz
istiinde bekletildi.5 dk maksimum hizda santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasi 600 pl
siipernatant temiz tiiplere aktarildi. Uzerine 600 pl fenol:kloroform karisimi eklendi ve
vortekslendi. Maksimum hizda 15 dk santrifiij edildi ve list berrak faz temiz tiipe aktarildi.

600 pl izopropanol eklenerek 2 saat -20°C de bekletildi. 15 dakika maksimum hizda santrifiij
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edildikten sonra alkol yikamalar1 yapildi. Elde edilen plazmit DNA’nin agz1 agik sekilde
alkolli uguruldu. 50 pl RNase iceren su ile ¢ozduralda.

4.2.1.9 Insert Alan Kolonilerin Tespiti ve BL21 Transformasyonu

Pozitif DH50 kolonilerinin belirlenmesi icgin izole edilen plazmitlerden spike ve T7
primerlerine kars1 PZT yapildi. Pozitif kolonilerden elde edilen plazmitlerin bir bélimi
stokland1. Pozitif plazmitlerden biri ile BL21 ekspresyon susuna transformasyon yapildi.
BL21 transformasyonu, DH5a transformasyon protokoliine sadik kalinarak yapildi.

4.2.1.10 IPTG ile Protein ifadesinin indiiklenmesi

Kanamisinli katt LB-agardan alinan BL21 kolonisi canlandirma amaciyla antibiyotikli TB
besiyeri icerisine inokiile edilerek gece boyunca calkalayicili inkiibatérde birakildi. Ertesi
gun 1/100 oraninda 100 ml antibiyotikli TB besiyerine tekrar inokile edildi. 3 saat 37°C
calkalayicili inkiibatorde ¢ogalmaya birakildi. 2X IPTG induksiyon besiyeri eklenerek oda
sicakliginda calkalayici iizerinde gece boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi
elde edilen bakteri kullturd dort adet 50 ml’lik tiipe aktarildi. 5000 g de 10 dk santrifij
edilerek bakteriyel pellet elde edildi. Tlplerden ikisi -86°C de stoklanirken digeri ikisi total

protein izolasyonu amaciyla kullanildi.

4.2.1.11 Bakteriden Total Protein izolasyonu

Bakteri peletleri su ile suspanse edilerek 700 pl’lik hacimlere ayrildi. Bakteri
stispansiyonunun Gzerine Cizelge 4.30’da belirtilen oranlarda lizozim igeren lizis tamponu
eklendi. Buz Uzerinde ultrasonikatorde tutularak 10 sn aralarda toplamda 4 dk bakteri
parcalanmas1 saglandi. 15 dk orbital rotator lizerinde enzimatik lizis reaksiyonu devam
ettirildi. Sonrasinda maksimum hizda 15 dk santrifiij yapilarak total protein iceren

slipernatantlar 1,5 ml lik tiiplere alikotlandi.

4.2.1.12 Afinite Kromatografi ve Diyaliz ile Protein Saflagtirilmasi

Total proteinden hem N-terminal ucunda hem de C-terminal ucunda 6xHis-tag etiketi
bulunan spike proteinini saflastirmak igin afinite kromatografi teknigi kullanildi. Protein
liretimini gérmek amaciyla iki teknikle protein saflastirilmasi yapildi. ilk indiiklenen BL21

kolonisinden izole edilen proteinler HisPur Ni-NTA purifikasyon Kiti ile, Uretici firma
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protokoliine sadik kalinarak saflastirildi. Yiiksek konsantrasyonda protein eldesi amaciyla
BioRad Biologic DuoFlow kromotografi cihazinda yiiksek hacimli saflastirma yapildi.
Saflastirma asamasinda dengeleme, yikama ve eliisyon tamponlar1 kullanildi. Tampon

igerikleri Cizelge 4.30 ‘da belirtildi.

Cizelge 4.30. Afinite Kromatografi Tamponlari

Tampon Adi Icerik Konsantrasyon pH

Sodyum Fosfat 20 mM 7.4
Dengeleme Tamponu | Sodyum Klorir | 300 mM

Immidazol 10 mM

Sodyum Fosfat 20 mM 7.4
Yikama Tamponu Sodyum Klortr | 300 mM

Immidazol 15 mM

Sodyum Fosfat 20 mM 7.4
Ellisyon Tamponu Sodyum Klorir 300 mM

Immidazol 300 mM

Kromatografi sonrasinda elde edilen saf His-tag i proteinlerin immidazoleden

uzaklastirmast ve pH dengelenmesi amaciyla diyaliz membran kullanilarak ellisyon
tamponu PBS e cevrildi. Uygun boyutta diyaliz membrani kesilerek igine tampon
degistirilecek protein eliisyonlari konulur ve membran iki ucundan klipslenir. 1 L PBS
icerisinde manyetik karistirici tizerinde gece boyunca birakildi. Ertesi giin diyaliz membrani

icindeki proteinler 1,5 ml’lik tiipler icerisine alikotlanarak -86°C donduruyuca kaldirildi.

4.2.1.13 Protein Konsantrasyon Tayini

Saflastirilan Spike protein konsantrasyonu BCA Protein Assay Kiti ile kit protokoliine sadik
kalinarak olctldii. Kit icerisinde bulan 2 mg/ml albumin ampiilii kullanilarak 2 mg/ml , 1.5
mg/ml, 1 mg/ml, 0.75 mg/ml, 0.5 mg/ml, 0.25 mg/ml ve 0 mg/ml olmak (izere standart
protein ¢ozeltileri hazirlandi. Ornekler ve standartlar 96 kuyucuklu pleytlere 25 pl olarak
duplike dagitildi. Kit icerisinde bulunan A ve B reaktifleri 50/1 oraninda karistirilarak her
kuyucuga 200 ul dagitildi. Karanlik ortamda 37°C de 30 dk inkube edildikten sonra
spektrofotometrik olarak 562 nm dalga boyunda okutma yapildi. Elde edilen absorbans

degerleri ile bilinen standart kondisyonlar1 kiyaslanarak konsantrasyon hesabi yapildi.
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4.2.1.14 SDS PAGE ve Coomassie Blue Boyama

Spike rekombinant proteini iretilirken diyalizle saflastirilma basamagina kadar tim
basamaklarin moniterize edilebilmesi amaciyla tiim fraksiyonlardan numune ayrildi. Bu
ornekler 4X Laemmli Sample Buffer ile karistirilarak 95°C de 7 dk 1s1 blogunda bekletildi.
Buza trasnfer edildi. %12 lik Poliakrilamid jelde protein markir esliginde hizalayict jeli
gecene kadar 80 V, sonrasinda 100 V’ta 90 dk Mini-PROTEAN Tetra Vertical
Electrophoresis Cell sisteminde ydrutildi. Coomassie Blue boyamasi igin jel 45 dk
fiksasyon tamponunda, gece boyunca Coomassie Blue boyasinda ve ertesi giin bantlar
goriinilir olana kadar 15 dk da bir degistirilerek destain tamponunda calkalayici iizerinde
tutuldu. Bantlar belirginlestikten sonra jel 700 nm dalga boyunda Li-COR cihazinda

goruntulendi.

4.2.2 IMMUNIZASYON

4.2.2.1 Antijenin Hazirlanmasi

Immiinizasyonda kullanilacak 3 Balb/C fare i¢in fare basina 300 pl de 100 pg rekombinant
Spike proteini olacak sekilde 1:1 hacim oraninda Freund’s Complete Adjuvant ¢ozeltisi
hazirlanarak intraperitonal zerk yapildi. 2. dozdan itibaren antijen ¢6zeltileri yine 1:1 hacim
oraninda Freund’s Incomplete Adjuvant ile karistirilara 15 glin arayla periton icine zerk
edildi.

4.2.2.2 Serum Antikor Titrasyonu

Serum antikor titrasyonunun belirlenebilmesi amaciyla indirekt ELISA teknigi kullanildi.
Test yapilmadan bir giin 6nce 96 kuyucuklu ELISA pleytleri her kuyucuga 1pug olacak
sekilde Spike antijeni ile kaplandi. Gece boyunca +4°C’de tutulan pleyt 3 defa PBS-T
tamponu ile yikandi. Kuyucuklara 200 pl %5 BSA igeren PBS dagitilarak 1 saat 37°C’de 30
dk oda sicakliginda bloklama yapildi. Immiinizasyon enjeksiyonlar1 sirasinda 3. doz
giiclendirici zerk edildikten 5 giin sonra farelerin (L, N, R) kuyrugundan kan alindi. 6000
rpm de 10 dk santrifijjlendikten sonra serum ayristirildi. Serumlardan 1/1000, 1/5000,
1/10.000, 1/25.000, 1/50.000, 1/100.000, 1/250.000, 1/500.000 ve 1/1.000.000 oranlarinda
dilisyon hazirlandi. Serum diliisyonlar1 duplike olacak sekilde 100 pl kuyucuklara
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dagitilarak 3 saat galkalayici iizerinde inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda 3 defa PBS-
T tamponu ile yikandi. Kuyucuk bagina 100 pl olacak sekilde, 1/5000 oraninda anti-mouse
IgG-HRP sekonder antikoru PBS i¢inde hazirland1 ve kuyucuklara dagitildi. 1 saat oda
sicakliginda calkalayici tizerinde inkiibe edildi. Stirenin tamamlanmasinin ardindan 3 defa
PBS-T tamponu ile yikandi. Kuyucuklara bir HRP substrati olan TMB-E solusyonu 100 er
ul olacak sekilde dagitilip 15 dk karanlikta inkiibe edildi. 15 dk sonunda 50 ul 2M siilfirik
asit eklenerek reaksiyon durduruldu ve 450 nm dalga boyunda TECAN Infinite 200 Pro ile

spektrofotometrik okuma yapildi.

4.2.3 HIBRIDOMA KLONU OLUSTURMA

1/200.000 serum dilisyonunda antijen pozitif sonug veren farelere 100 pg adjuvansiz boost
dozu peritonal olarak zerk edildikten 5 gin sonra, uygun immiinize fareler lethal doz
anestezik ile sakrifiye edildi. Cerrahi 6ncesinde kaniiller yardimiyla g6z arkasi damarlardan
kan toplanarak serum ayristirildi. Steril kosullarda cerrahiye alinan farelere splenektomi

yapildi.

4.2.3.1 FO0 Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Son doz antijen enjeksiyonuyla paralel olarak hali hazirda hiicre kiiltiirii devam eden
myeloma (FO) hiicreleri, hypoxanthine ve thymidine kokteyli iceren ve HT adi verilen
supplement ile hazirlanan hiicre kiiltiirli besiyeri iginde beslendi. Fiizyon hazirlik besiyeri
%10 FBS, %1 Penisilin Streptomisin, %1 L-glutamin, 4.5 g/L Glukoz ve 1xHT icerecek
sekilde hazirlandi. FO hiicreleri 5 giin siire ile flizyon hazirlik besiyerinde ¢ogaltildi. Bir
dalak icin iki adet T75 cm flaskta ¢ogaltilmis FO kullanildi.

4.2.3.2 Makrofaj Hicre Kalturi

Makrofajlar fiizyon sonrasi hiicrelerin ekilmesi i¢in 6nemli bir feeder layer olustururlar ve
besiyerine salgiladiklar1 sitokinlerle fiizyon hiicrelerinin idamesi i¢in destek olurlar. Bu
amagla immiinize farelerin sakrifikasyonundan 4 giin 6nce farelerin periton bosluguna 10 ml
eklentisiz DMEM enjekte edildi. Iki {i¢ dakika sonra enjekte edilen DMEM periton
boslugundan geri ¢ekildi ve 15 ml’lik tiiplere konuldu. 400 g’de 5 dk santrifiij edildikten
sonra full besiyeri ile restispanse edilerek 24 kuyucuklu hticre kiltira pleytlerine ekildi.
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4.2.3.3 Splenosit izolasyonu

Splenektomi sonrasinda, fare dalaklart bos DMEM ile 100 mikron elek biiyiikliigli bulunan
metal mesh iizerinde 10 cc enjektor arkasi yardimiyla ezildi ve homojenize edildi. 10 ml bos
DMEM igerisinde toplanarak 400 g’de 5 dakika santrifiij edilip yikandi. 10 ml serumsuz

besiyeri icinde restispanse edildi.

4.2.3.4 Fuzyon

T75 flaskta ekili olan FO hiicreleri, splenosit izolasyonu ile es zamanli olarak flasklardan
toplanarak 15 ml’lik tiiplere transfer edildi. 400 g’de 5 dk santrifuj edildikten sonra Uste
kalan besiyeri aspire edildi. Hiicre peleti 10 ml bos besiyerinde resiispanse edildi ve ayni
sekilde 10 ml bos besiyerinde bekleyen splenositlerle birlikte 400 g’de 5 dk santrifiij edildi.
Yikama islemi sonrasinda FO hiicreleri ve splenositler 10 ml bos besiyerinde siispanse edildi
ve iki hiicre birbirine karistirildi. 800 g’de 5 dk santrifiij edildi. Pelet tiip dibine yavasca
vurularak gevsetildikten sonra 37°C sicak su banyosunda bekleyen 1 ml PEG soliisyonu
laminar akish steril hiicre kabini i¢ine alindi. 1 dk igerisinde yavas yavas sizdirilarak hiicre
karigiminin iizerine eklendi. Ekleme sirasinda tiipiin altina hafif¢e vurulmaya devam edildi.
2 dakika boyunca diizensiz hareketlerle karistirildi. 10 ml serumsuz besiyeri serolojik pipetle
cekilerek PEG’li hiicre karisimi tizerine ilk 1 dakika 1 ml eklenirken kalan 9 ml serumsuz
besiyeri 2 dakika i¢inde diizensiz karistirma devam edilerek eklendi. Hiicreler 10 dk sicak
su banyosunda ara ara diizensiz sekilde sallanarak inkiibasyona birakildi. PEG artigini
ortamdan uzaklastirmak i¢in karisim 400 g’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant ¢cok dikkatli
bir sekilde uzaklastirildiktan sonra hiicre karigimi selektif besiyeri i¢inde iki adet 24
kuyucuklu pleytlere ekildi. Selektif besiyeri, yiksek glukozlu DMEM igerisine %20 FBS,
%1 Pen-Strep %1 L-Glutamin, ve son hacimde 1x olacak sekilde 50xHAT suplementinden
eklenerek hazirlandi. Bu asamada arta kalan 100 mikrolitre hiicre karilimi lam iizerine

konularak mikroskop altinda flizyona giren hiicreler izlendi.
4.2.3.5 Hibridoma Hiicrelerinin Validasyonu, idamesi ve Tek Klon Cogaltilmasi

24 kuyucuklu pleytlere ekilmesinden sonra 48 saat boyunca hiicrelere herhangi bir
maniplilasyon yapilmadi. Fiizyonu takip eden 3. Giin, kuyucuklara eklendiginde son

hacimde 1x HAT igerecek sekilde 300 pl besiyeri eklendi. FO klonlar1 hypoxanthine-guanine

38



phoshoribosyltransferase (HGPRT) yoniinden mutant bir hiicre hattidir. Flizyon deneyi
sonrasinda ortamda 3 tip hiicre bulunmaktadir: flizyona ugramamis FO hiicreleri ve
splenositler ve fiizyona ugramis hibridoma hicreleri. HAT eklenmesi sonucunda,
aminopterin varliginda de novo DNA niikleotid sentezi bloklanacaktir. Bu asamada hiicre
niikleotid sentezini devam ettirebilmek icin alternatif olusturan salvage pathwayini aktive
edecektir. Salvage pathway ile de ancak ortamda hypoxanthine ve thymidin varsa yagsam
dongusunu devam ettirebilecektir. HGPRT mutant FO hiicreleri salvage pathway’i aktive
edemeyerek 6lecek ve ortamdan elimine olacaktir. Ortamda HAT varliginda ancak FO ve
splenosit fiizyonuna ugramis hibridoma hiicreleri yagamini devam ettirebilecektir. Bu
bilgiler 1s181nda pozitif hibridoma klonlariin validasyonu ve se¢ilmesi amaciyla flizyon
sonrast hiicreler HAT iceren besiyerine ekildi. Cogalma gdsterip koloni olusturan
kuyucuklardaki klonlar, mikroskop altinda tek tek toplanarak yeni 24 kuyucuklu hiicre
kiiltiirli pleytlerine ekildi. Kuyucuklarda hiicreler %80 konfluenciye ulastiklarinda 6 well
pleylere oradan da sirastyla T25 ve T75 flasklara aktarildi. Her asamada ana klonlar %10
DMSO igeren FBS igerisinde s1vi azota kaldirildi. Daha sonra yapilan testlerle pozitif oldugu
belirlenen klonlar, varyasyonun azaltilmasi ve standardizasyonun saglanarak monoklonal
hale getirilmesi amaciyla 96 kuyucuklu pleytlere ekilerek tek koloni diisiiriilene kadar

seyreltildi. Tek koloniden kaynak alan klonlar ¢ogaltilarak antikor testlerine tabi tutuldu.

4.2.4 POZITIiF KLON SAPTANMASI VE KARAKTERIZASYONU

Fiizyon deneyi sonrasinda hibridoma elde edilmesine ragmen, her hibridoma hiicresinin ayni
kalite ve yogunlukta ilgi duyulan antikoru tiretemedigi bilinmektedir. En yiiksek yogunlukta
antikor tireten klonun tespit edilmesi amaciyla indirekt ELISA testi yapilip, yiiksek positivite

gosteren klon ¢ogaltilmaya ve sonraki testlerle karakterize edilmeye devam edilir.

4.2.4.1 Indirekt ELISA Testi

Hibridoma Kklonlarinin ¢ogalmasindan ve yeterince stok olusturulmasindan sonra hiicreler
kademeli olarak azalan (%20’den %15’e, %15°den %10a, %10’dan %5 ¢) serumlu besiyeri
ile beslenmeye adapte edildi. %5 serum icerisinde beslenen hiicrelerden toplanan
supernatantlarla indirekt ELISA testi yapildi. Onceden hazirlanan Spike ile kapli 96
kuyucuklu ELISA pleytlerine primer antikor olarak hiicre siipernatantlar1 eklendi. HRP
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konjuge anti mouse sekonder antikor inkiibasyonu sonrasinda HRP substrati TMB-E ile
inkibe edildi. Reaksiyonu durdurmak amaciyla 2M siilfiirik asit eklendi ve 450 nm dalga
boyunda spektrofotometrik okuma yapildi. Negatif olduklar1 belirlenen klonlarin iiretilmesi
durduruldu. Pozitif sonug veren klonlar ¢ogaltilarak hem stoklar1 artirildi hem de slipernatant

toplandi.

4.2.4.2 Antikor Isotiplendirme Testi

Indirekt ELISA testinde pozitiflik gdsteren klonlarin siipernatantlari, iiretilen antikor
isotipinin belirlenmesi amaciyla Rapid ELISA Mouse mAB Isotyping Kit ile calisildi. Kit
sonucuna gore Uretilen monoklonal antikorun hangi agir ve hafif zincir tipinde oldugu

belirlendi.

425 PROTEIN G AGAROSE ILE ANTIKOR SAFLASTIRILMASI

Uretilen anti-spike monoklonal antikoru saflastirilmak ve tampon degisimi yapilarak
stabilizasyonunu artirabilmek amaciyla 1gG kromatografisi (immanoafinity purifikasyonu)
ile saflagtirildi. Saflastirma Protein G Agarose, Fast Flow (Millipore, 16-266) Kiti
kullanilarak yapildi. Protein G saflagtirmasi igin gerekli tamponlar hazirlandi ve steril edildi:

Glisin (0.1 M, pH 2), PBS (1M ve 0.1 M) Tris-HCI (2M, pH 8)

HisTag kromatografi kolonlarindan biri bosaltilarak yerine 4 ml Protein G resin konuldu.
Resin 40 ml 0.1 M PBS ile yikandi. Antikor iceren hiicre siipernatanti 1:1 oraninda 0.1 M
PBS ile diliie edildi. Diliie edilmis siipernatant olas1 hiicresel artiklari uzaklastirmak
amaciyla 10.000 g’de 15 dk santrifiij edildi. Diliie edilmis siipernatant yercekimi akigina
birakilarak 3 defa kolondan gecirildi. Kolon, eluattan protein tespit edilmeyene kadar
yikandi. Flow through {riin kalitesi ve veriminden emin olunana kadar saklandi.
Immunoaffinity ile kolona baglanan antikor, kolondan 0.1M glisin (pH2) tamponu
gecirilerek elue edildi. Fraksiyonlar 2M Tris HCI (pH 8) iceren tiiplere toplandi. Kolon 80
ml 0.1 M PBS ile rejenere edilerek %0.02 sodyum azid eklenerek +4°C’de saklandi. Antikor

saflastirma sonrasinda PBS tampona gecirilmek amaciyla diyalize edildi.
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4.2.6 IMMUNBLOTLAMA

Uretilen antikor etkinliginin belirlenebildigi tekniklerden biri de western blotlamadir.
Hibridoma klonlarinin irettigi anti-Spike mouse antikoru, SDS-PAG e yiklenerek

rekombinant spike proteini ve inaktif viriise kars1 etkin olup olmadig1 arastirildi.

4.2.6.1 SDS-PAGE

Rekombinant olarak (retilen Spike proteini ve Ankara Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi
Prof.Dr. Aykut Ozkul laboratuvarindan temin edilen inaktif SARS-CoV-2, %5 BME iceren
4x LSB igerisinde 95°C de 7 dk kaynatildiktan sonra hazirlanan %12°lik poliakrilamid jel
icerisinde broad range protein ladder (NEB, P7712) esliginde 40 dk 80 V’da, 90 dk 100 V’da

1x yuritme tamponu igerisinde yarataldi.

4.2.6.2 PVDF Membrana Transfer

Jelin boyutuna uygun PVDF membran kesildi. Membran aktiflestirilmek amaciyla 5 dk
metanole yatirildi. Transfer deneyi sirasinda kullanilacak kalin blotlama kagitlari, PVDF
membran ve jeller equlibrasyona getirilmesi amaciyla transfer tamponuna yatirilarak, 5 dk
inkibe edildi. BioRad Trans-Blot Turbo Transfer sitemine ait kasetler agilarak sirasiyla
blotlama kagidi, PVDF memran, SDS-PA jel ve yine blotlama kagid1 olacak sekilde sandivig
yapildi. Membran ile jel arasinda kabarcik kalmasin1 6nlemek amaciyla roller ile tizerinden

gecildi ve fazla sivi pecete ile kurulandi. 25V, 1.5 A de 33 dakika transfer gerceklestirildi.

4.2.6.3 PVDF Membranin Bloklanmasi

Blotlama sonrasi PVDF membran iizerinde hala bos spotlarin kaldigi ve bu spotlara
nonspesifik protein baglanmasini engellemek amaciyla %5 BSA bloklama tamponu ile

membran 1 saat oda sicakliginda calkalayici iizerinde inkiibe edildi.

4.2.6.4 Primer Antikor Inkiibasyonu

Membran, hibridoma klonlari tarafindan iiretilen anti-spike monoklonal antikoru ile 1/750
dilisyonunda oda sicakliginda galkalayici iizerinde 3 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon

sonrasinda 3 x 10 dk PBS-T ile calkalayici tizerinde yikandi.
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4.2.6.5 Sekonder Antikor Inkiibasyonu

Fare orijinli Gretilen anti-Spike primer antikorunun tespiti i¢in HRP etiketli anti mouse IgG
sekonder antikoru 1/5000 diliisyonunda kullanildi. Membran sekonder antikor ile 1 saat oda
sicakliginda calkalayici iizerinde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 2X10 dk PBS-T ile
1x10 dk PBS ile galkalayic1 lizerinde bekletilerek yikandi.

4.2.6.6 Membranin Goriintiillenmesi

Li-COR goriintiileme cihazi sekonder antikor inkiibasyonu bitip yikamalara gecildiginde
1sinmas1 amactyla agildi ve hazirda bekletildi. Membran cihaz tablasina yerlestirildi.
SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity Substrate Kiti icerisindeki soltisyonlar 200
er ul kanstirip saf su ile 2 ml’ye tamamlandi. Karisim membran iizerine dokiilerek

kemiluminesans okuma 2 dk stireyle yapildi. Goruntiler kaydedildi.
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5 ARASTIRMA BULGULARI

SARS-CoV-2 Spike antijenine karst monoklonal antikor gelistirilmesi sirasinda elde edilen

bulgular eklenmistir.
5.1 REKOMBINANT SARS-COV-2 SPIiKE URETIiMi

5.1.1 GEN KAYNAGI VE PROTEIN SEKANSLARI

>Spike protein kodlayan dizi
GCAGGCGCTECCCECATATTACGTTGGGTATCTTCAGCCTCGGACTTTTTTGCTGAAGTA
CAACGAGAATGGTACGATTACAGACGCGGTTGATTGTGCTCTCGATCCTTTGAGCGAGA
CAAAATGTACACTTAAATCCTTTACCGTGGAGAAGGGCATCTATCAAACATCCAATTTC
CGTGTCCAGCCGACCGAGTCGATCGTGCGTTTCCCTAATATTACAAATCTGTGTCCATT
TGGTGAGGTCTTCAACGCAACCCGGTTTGCTTCTGTGTATGCGTGGAATCGCARACGGA
TTAGCAATTGCGTCGCCGACTACTCCGTGCTGTACAACTCGGCGTCGTTCTCCACTTTC
AAGTGTTATGGCGTGTCACCTACAAAACTGAATGATCTCTGCTTTACCAATGTTTATGC
GGACTCATTTGTCATTCGCGGGGACGAGGTACGGCARATCGCACCGGGTCAAACCGGCA
AGATCGCTGACTACAACTATAAGTTACCTGACGACTTTACTGGTTGTGTCATTGCTTGG
AACTCGAACAACCTGGATTCAAAAGTGGGCGGCAACTATAATTATTTATACCGCCTTTT
TCGCAAATCGAATTTGAAGCCATTCGAACGGGATATTTCCACGGAAATTTACCAGGCAG
GCTCCACTCCTTGCAACGGCGTAGAAGGCTTCAACTGCTATTTCCCATTGCAGTCATAC
GGCTTCCAACCGACCAACGGGGTAGGGTACCAGCCATACCGGGTCGTTGTCCTCTCATT
TGAACTGTTACACGCCCCTGCTACAGTGTGTGGCCCAARAAAAAGTACGAACTTGGTCA
AAAATAAATGCGTTAATTTTAATTTCAACGGCCTGACTGGCACTGGTGTGTTGACCGAA
AGTAACAAGAAGTTCCTCCCTTTCCAGCAGTTTGGTCGCGATATCGCAGATACAACCGA
TGCTGTGCGGGACCCG

Sekil 5.1. Spike Gen Dizisi
Kullanilan primer ¢ifti renk bloklari igerisinde gosterilmistir.

surface glycoprotein [Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2]
Sequence ID: QOS50451.1 Length: 1273 Number of Matches: 1

Range 1: 260 to 579 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
667 bits(1720) 0.0 Compositional matrix adjust. 320/320(100%) 320/320(100%) 0/320(0%)

Query 1 AGAAAYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDAVDCALDPLSETKCTLKSFTVEKGIYQTSNFR 60
AGAAAYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDAVDCALDPLSETKCTLKSFTVEKGIYQTSNFR
Sbjct 260 AGAAAYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDAVDCALDPLSETKCTLKSFTVEKGIYQTSNFR 319

Query 61 VQPTESIVRFPNITNLCPFGEVFNATRFASVYAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKC 120
VQPTESIVRFPNITNLCPFGEVFNATRFASVYAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKC
Sbjct 320 VQPTESIVRFPNITNLCPFGEVFNATRFASVYAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKC 379

Query 121 YGVSPTKLNDLCFTNVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGCVIAWNSN 180
YGVSPTKLNDLCFTNVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGCVIAWNSN
Sbjct 380 YGVSPTKENDLCFTNVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGCVIAWNSN 439

Query 181 NLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSTPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQP 240
NLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSTPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQP
Sbjct 440 NLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSTPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQP 499

Query 241 TNGVGYQPYRVVVLSFELLHAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKF 300
TNGVGYQPYRVVVLSFELLHAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKF
Sbjct 500 TNGVGYQPYRVVVLSFELLHAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKF 559

Query 301 LPFQQFGRDIADTTDAVRDP 320
LPFQQFGRDIADT TDAVRDP
Sbjct 560 LPFQQFGRDIADTTDAVRDP 579

Sekil 5.2. Spike Protein Dizisi
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5.1.2 GEN KAYNAGININ PZT iLE COGALTILMASI

IDT’den siparis edilen Spike gen dizisi PZT kalib1 olarak kullanildi. Uretilen amplikon %1
agarose jelde 100 bp DNA markir esliginde yiiriitiildii. Jel goriintiisiinde yaklasik 1000 bp
boyutunda bantlarin elde edildigi gozlemlendi. NCBI blast sonucuna gore beklenen bantin

960 bp uzunlugunda oldugu bilinmektedir.

Sekil 5.3. %1.5 Agarose jel Spike PZT amplikonu

5.1.3 RESTRIKSIYON ENZIiM KESiMi

Kullanilan ekspresyon vektorii pET28a ve Spike PZR amplikonlar1 Ndel ve HindIII
enzimleri ile es zamanli olarak kesildi. %1.5’luk agaroz jelde 1 kb DNA Ladder (NEB,
N3232S) esliginde yiiriitiildii. Enzim kesimleri pET28a vektori icin net olarak
gozlemlenebilirken, 100 bp DNA Ladder esliginde yiiriitiilen PZT amplikonunda ~10 bazlik

yapiskan uglar olusturdugundan jelde bu farki ayiredebilmek miimkiin degildir.

| .
} T 3 e -

Sekil 5.4. pET28a Enzim Kesimi
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Sekil 5.5. Spike PZT amplikon kesimi

51.4 LIGASYON

Ligasyon reaksiyonlart ¢ok kiiciik konsantrasyonlarda ve hacimlerde yapildig: i¢in teknik
olarak yiksek hacimlerde agarose jele yiklemeden tespit edilemez. Deney reaktifleri ve
ligasyon iiriinleri yiiksek kiymette olduklarindan agaroz jelde yiiriitiillmeden transformasyon
asamasina gecildi.

5.1.5 BAKTERIYEL TRANSFORMASYONUN DOGRULANMASI

Rekombinant spike protein iiretimi sirasinda her basamagin titizlikle kontrol edilip, elde
edilen tiriinlerin dogrulugundan emin olunduktan sonra bi sonraki basamaga gecildi. Bu
durum hem olas1t sorunlarin tespitini ve ¢oziimiinii kolaylastirmis hem de sonraki

basamaklarda malzeme ve is giicli kazanimina olanak saglamigtir.

5.1.5.1 Plazmit izolasyonu

Bakteriyel transformasyonlardan sonra, ¢ogalan bakterilerin pozitif olup olmadiginin
kontrolii koloni PZT teknigi ile yapilabilmektedir. Ancak bu teknigin yanlis negatiflikler
verdigi g6z oniinde bulundurularak, mevcut bakteriler parti halinde mini prep plazmit
izolasyonu yapildiktan sonra spike primerleri kullanilarak polimeraz zincir tepkimesi
uriinlerinin agaroz jelde yuritiilmesi ile kontrol edildi. Isleme pozitif koloni bulunana kadar
tekrar edildi. Izolasyonu sonrasinda plazmit DNA ¢ozdiiriiliirken Rnase kullanilmadigindan

dolayi, jelin alt tarafinda RNA artiklar siirtintii halinde goriilmektedir. Bu izolasyon sadece
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pozitif  koloni  konfirmasyonu amaciyla yapilip downstream aplikasyonlarda

kullanilmayacagindan mevcut RNA kontaminasyonu herhangi bir sorun olusturmamagtir.

ol Aol G o W
V#-« - mg gl MI Wi

Sekil 5.6. Transformasyon Sonras1 Bakteriden Plazmit Izolasyonu

5.1.5.2 Koloni PZT

[k 14 bakteriden izole edilen plazmitler kalip DNA olarak kullanildi. Spike ileri ve geri
primer seti kullanilarak elde edilen PZT amplikonlar1 %1,5 agaroz jel elektroforezinde 1 kp
DNA Ladder esliginde yuritiildi. ilk denenen 10 koloni plazmitinden 6 tanesi spike pozitif
olarak bulundu. Bu nedenle kalan 4 plazmit ve diger koloniler pozitivite yoniinden

taranmaya devam edilmedi.

Sekil 5.7. Spike pozitif transforme bakteriler
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5.1.6 PROTEIN SAFLASTIRILMASI

IPTG ile indiikleme sonrasi elde edilen total proteinden afinite kromatografisi ile, yapisinda
6xHisTag bulunduran rekombinant spike protein saflagtirilmast HisPur Ni NTA
purifikasyon kolonlar1 kullanilarak yapildi. Kromotagrafi eliisyon tamponunda tuz ve
immidazole kalintilar1 bulundugundan, immiinizasyon calismalar1 Oncesinde proteinin
kimyasal piiritesini artirmak ve imidazoleden uzaklastirmak amaciyla diyaliz membrani
kullanilarak eliisyon tamponu PBS’ e doniistiiriildii. Saflastirilan proteinlerin her asamada
moniterize edilebilmesi amaciyla fraksiyonlar toplandi ve %12 SDS-PA jelde yurutildikten
sonra coomasie blue boyaasi ile boyandi. Sirasiyla total protein, yikama fraksiyonlari, Ni-
NTA kolon eliisyonu ve diyaliz membran eliisyonlar: yiiklenerek Precision Plus Protein™
WesternC™ Standards (BioRad, 161-0385) protein ladder esliginde yiirtitiildii.

Sekil 5.8. Spike Protein Purifikasyonu Poliakrilamid Jel Coomassie Blue Boyama
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5.1.7 PROTEIN KONSANTRASYONU

Elde edilen proteinlerin konsantrasyonu BCA Kkiti ile 6lclldi. Konsantrasyonu bilinen
standart 6rneklerine kiyasla, konsantrasyon tespiti yapildi. Absorbance degerleri ve Standart

egri grafigi sirasiyla Cizelge 5.1 ve Sekil 5.9 da verildi.

Ornek Adi oD (mg/ml)
1 Spike Protein G Flow 1 0.52 1.93
2 Spike Protein G Flow 2 0.54 2.00
3 Spike Protein G Flow 3 0.52 1.92
4 Spike Protein G Elute 1 0.33 1.17
5 Spike Protein G Elute 2 0.27 0.97
6 Spike Protein G Elute 3 0.16 0.53
7 Spike Protein G Dialize 1 0.3 1.07
8 Spike Protein G Dialize 2 0.26 0.94
9 Spike Protein G Dialize 3 0.13 0.41
10 | Spike HisTaq Dialize E1 0.39 1.44
11 | Spike Histaq Elute 1 0.35 1.26
12 | Spike Hybridoma Supernatant %2 FBS 1.76 6.74

Cizelge 5.1. Saflagtirilmig Spike protein absorbance ve kosantrasyonu

BCA Standart Grafigi
2.50 -
y = 0.9061x - 0.1899
2 _
200 4 R?=0.9538
§ 150 -
Y
o
£ 1.00 - *
3
S 050 - *
L
000 '_’ T T T T 1
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50
-0.50 -
Absorbans

Sekil 5.9. BCA Protein Standart Grafigi
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5.1.8 ANTIiKOR SERUM TiTRASYONU

Spike protein ile immiinizasyonu sirasinda, 3. dozdan itibaren farelerden alinan kandan
ayristirilan serumlarla antikor titrasyonu takip edildi. Serumlar seri diliisyonlar yapilarak
indirekt ELISA yonteminde primer antikor olarak kullanildi. Titrasyon grafigi Sekil 5.10 da
gosterildi. Fareler kulak isaretlerine gore L,R ve N olarak adlandirildu.

Spike Immiinize Fare Serum Antikor
3.500 . .
Duzeyleri
3.000
2.500
g 2.000
2 ——L
§ 1.500 —m—R
Qo
< 1.000 N
0.500
0.000
1:5000 1:15000 1:50625 1:113906 1:256289
Dilutions

Sekil 5.10. anti-Spike Serum Antikor Titrasyon Grafigi

Cizelge 5.2. Serum Diliisyonlar1 ve Absorbance Degerleri

Dilusyon L R N
Al 1:5000 2.920 2.879 2.934
A2 1:10000 2.953 2.921 2.925
B 1:15000 2.929 2.883 2.895
C 1:22500 2.832 2.778 2.786
D 1:50625 1.526 1.457 1.527
E 1:75937 0.977 0.799 0.895
F 1:113906 0.665 0.555 0.432
G 1:170859 0.462 0.236 0.301
H 1:256289 0.263 0.372 0.193
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5.2 HIBRIDOMA GELISTIRILMESI

52.1 HIBRIDOMA KLONLARININ INDIREKT ELISA iLE POSITIiVITE
ANALIZI

Hibridoma klon gelistirilmesi sirasinda toplamda 146 koloni toplandi. indirekt ELISA
teknigiyle rekombinant spike proteinine karsi pozitiflikleri incelendi. Bu kolonilerden 3
tanesi yuksek pozitif olmak tzere toplam 8 pozitif koloni tespit edildi. ELISA pleytinde
7.siitiindan itibaren hibridoma klonlar1 test edilmistir. Onceki siitiinlar spike proteini ile

calisilan bagka bir arastirmaya aittir.

Sekil 5.11 anti-Spike Antikor Ureten Klon Tespiti
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5.2.2 FUZYON GELISIMi VE HIBRIDOMA HUCRE TAKIBI

Hibridoma klon olusumu sirasinda cekilen hiicre kiiltiirii fotograflari eklendi.

Sekil 5.12. Fiizyona asamasindaki hiicreler

Sekil 5.13. Hibridoma hiicrelerinin koloni olusturmasi 1
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Sekil 5.14.Hibridoma hiicrelerinin koloni olusturmasi 2
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5.2.3 IMMUNOGLOBILIN iSOTIiPLENDIRME

Thermo Rapid ELISA Mouse mAb Isotyping kit kullanilarak Heavy ve Light chain
isotiplendirmesi yapildi. ELISA plety sonucu eklendi. Sonuca gore liretilen antikorun IgG1

Kappa isotipinde oldugu tespit edildi.

Sekil 5.15 Antikor Isotiplendirme
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5.24 WESTERNBLOTLAMA

Se¢ilen klonlar tarafindan iretilen anti-Spike monoklonal antikorunun etkinliginin tespit
edilmesi i¢in immunblotlama yapildi. immunblotlama asamasinda Prof.Dr. Aykut Ozkul
laboratuvar1 tarafindan farkli partilerde izole ve inaktive edilen SARS-CoV-2 virlsi

kullanildi.

Sekil 5.16. Immiinblotlama: Rekombinant Spike proteinine karsi anti-Spike mAb
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Sekil 5.17. immiinBlotlama: Inaktif viriise kars1 anti-Spike mAb

525 NOTRALIiZASYON TESTIi

Calismada tiretilen ve spesifikligi tespit edilen Anti-Spike monoklonal antikorunun aktif
SARS-CoV-2 iizerindeki etkisinin gdsterilmesi amactyla Ankara Universitesi Veterinerlik
Fakiiltesi Prof. Dr. Aykut Ozkul Laboratuvarinda ¢alisildi. Kiiltiire edilen Vero-E6 hiicre
hatti, 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii pleytine ekildi. 1x10-8 titrasyonunda aktif viris 1:1

oraninda farkli klonlardan elde edilip pozitif ELISA sonucu veren hibridoma siipernatantlari

ile karistirildi. 1 saat 37°C hiicre kiiltiirii inkiibatoriinde inkiibasyona birakildi. 1 saat sonra

24 well kuyucuklara duplike olarak dagitildi ve kiiltiir inkiibatériine kaldirildi. 5 giin
boyunca takip edilen hiicrelerde viral aktivite sonucu CPE gdzlemlendi. Deney g defa
tekrarland1. ikinci tekrarda antikorun koruyucu etkisi goriilse dahi, birbirini destekleyen
birinci ve G¢lincu tekrarlarda viral aktivite gézlemlendiginden, sonu¢ mevcut antikorun viriis
tizerinde nétralizan etkisinin olmadig1 yoniinde yorumlandi. Hiicre fotograflari, aktif viriis

ile BSL-3 laboratuvarinda yuksek giivenlikli ortamda galisildigindan ¢ekilemedi.
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6 TARTISMA VE SONUC

6.1 TARTISMA

Rekombinant DNA teknolojileri Cohen ve Boyer ile baslayip giinlimiize kadar birbirinden
farkli ancak protein protein interaksiyonu aracili ¢alisan teknolojilerin gelismesine 6n ayak
olmustur. Kisisellestirilmis tiptan bahsetmek, bir prokaryotik canliya kompleks dkaryotik
bir canliya ait proteini lirettirmek ve bu isin standardize oldugundan bahsetmek isten bile
degildir. Rekombinant DNA teknolojisi ile artan niifus karsisinda verimliligi yetersiz kalan
tarimsal teknolojilere miidahalesinden, yoklugunda ciddi organ hasarlar1 goriip yasamin
devam ettirilebilirliginin sorgulandigi insiilin hormonunun {iretilip replasman tedavisinde
kullanilmasina kadar ilerleyen siire¢ biiyiileyiciyken, herhangi bir viral etki gdstermeden
bagisiklik sistemini uyaracak viral antijen taklitgileri ile glinimizde global pandemiler

kontrol altina alinmaya c¢alisilmaktadir.

Rekombinant teknolojilerle iiretilecek biyoteknolojik {irtinlerin  karanlikta kalmis
noktalarindan biri, kompleks Okaryotlarda proteinler sentezlendikten sonra post-
translasyonel modifikasyonlar gecirmelerinden kaynaklanmaktadir. Bu anlamda
rekombinant triinler gergegi taklit edebilse de downstream yolaklarda ayni etkiyi

olusturabilecek midir?

COVID-19 global pandemisi basladigindan bu yana, aragtirmacilar amansiz bir ¢alisma
stirecini baglatarak kisa slirede SARS-CoV-2 genetik ve yapisal haritasinin ¢ikarilmasini
basarmistir. Bilim insanlarmin siireci aydinlatmasi esnasinda, saglik personelleri bireysel
tehlikelerine ve zorluklarina ragmen, mevcut kosullarda gelisen ani ve beklenmedik
semptomlar1 geriletmek i¢in ugrasmislardi. Pandemi siirecinin baslamasi heniiz bir yilimi
doldurmadan acil kullanim izinleriyle aktif olarak kullanilmaya baglanmis iki as1
gelistirilmistir: Sinovac, BioNtech. Klasik as1 grubunda yer alan Sinovac firmasinin {irettigi
as1 inaktif virlisten kaynak alirken, BioNtech firmasi tarafindan gelistirilen as1 yeni nesil
mRNA asilarindandir. Klasik tip gelistirilen as1 uygulamalar, mRNA asilarina kiyasla
toplum ve bazi bilim camialar1 tarafindan daha giivenilir adledilirken, mRNA asisinin
genoma entegre olma riskini tasidigina dair heniiz kanitlanamamasit dolayisiyla

spekiilasyonlar tereddiitle karsilanmistir. Pandemilerde en 6nemli olarak vurgulanan
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maddelerden biri herd immiiniteyi olusturabilmesi agisindan asilarin global 6lg¢ekli olarak
yapilmasidir. Aksi taktirde hizla yayilim goOsteren ve bir yilint doldurmadan yiizden fazla
mutasyon gegirdigi belgelenen SARS-CoV-2 viriisii agilardan kagma yetenegini gelistirecek
ve mevcut asilar etkinligini kaybetme riskiyle karsi karsiya kalacaktir. Oyle ki Giiney
Afirikada tespit edilen yeni form SARS-CoV-2 viiriis varyant1 501Y.V2, daha ¢nceden as1
vurularak ya da enfeksiyonu gegirerek gelistirilen bagisiklik cevabindan kagmay1 bagarmis

ve %50 oraninda bulas hizini artirdigi gosterilmistir (10).

As1 ve ilag gelistirme galismalar1 devam ederken, toplumsal olarak enfeksiyon kaynaginin
izole edilmesi, bulas yollarinin ortadan kaldirilmasi, siipheli vakalarin tani ve tedasini
hizlandirma yollarinin bulunmasi agisindan kapsamli siirveyans kritikligini korumaya
devam etmektedir. Sosyal izolasyonun beraberinde getirdigi ekonomik darbogaz ve en
basitinden egitimin aksamasi dahi uzun donemli ¢ikmazlara sokacak gibi goriilmektedir. Is
giicli kaybinin ekomik olarak etkisini azaltabilmesi i¢in planli ise doniisler baslatilmistir. Bu
asamada Diinya Saglhk Orgiitii yeni normal yasam adi altinda iilkelere yonergeler tavsiye

etse de uygulamanin tilkelerce kendi toplumlarina adapte edilmesi beklenmektedir.

Mevcut asilarin uzun doénemli etkilerinin bilinmemesi, tan1 yontemlerinde tespit edilen
yanlis pozitif ve yanlis negatifliklerin varligi, sesmptomlarin geriletilebilmesi igin uygulanan
yuksek doz ilaglarin ¢coklu organ yetmezliklerine kadar giden sekonder etkileri yasam kalim
savasinda bircok dezavantaji beraberinde getirmektedir. Virusun bulagtigt ancak
asemptomatik kaldig1 i¢in yayilim hizinda artisa sebep olan vakalarin varlig1 da yine daha
detayli aragtirmalara olan ihtiyaci gozler Oniine sermektedir. Bu nedenlerle, SARS-CoV-2
epidemiyolojisini detaylandiracak, patofizyolojisini aydinlatacak her arastirma yiiksek

oncelikli veri ve iiriin gelistirme potansiyeline sahiptir.

6.2 SONUC

Bu tez ¢alisinmada rekombinant Spike proteini iiretilerek, hibridoma teknigi ile monoklonal
Spike antikoru salgilayan stabil klonlar gelistirildi. Klonlardan elde edilen stipernatantlar
kullanilarak anti-Spike mAb saflastirildi ve hem spike proteinine kars1 hem de inaktif viriise
kars1 etkinligi gosterildi. Gelistirilen monoklonal Spike antikoru, humanize edildikten sonra

tedavi amagh alternatif olusturma potansiyeline sahiptir. Mevcut formuyla diagnostik
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amagcla gelistirilebilecek kitlerde kullanilabilir. Konvansiyonel plazma tedavilerine giivenilir
bir alternatif olusturabilir. Mevcut kosullarda IgG1 Kappa isotipinde gelistirilmis olan bu
antikor, ileri modifikasyonlarla nétralizan etkiye sahip olabilir. Yapilan arastirmalar
gostermektedir ki, Spike proteinin C-terminal bolgesi, N-Terminal bélgesine kiyasla daha
yiiksek immiin yanit olugturmaktadir. Bu neden Spike antikoruna karsi iiretilen antikorlarin
proteinin hangi bolgesini hedefledigi antikorun viral aktiviteyi bloke etmesi agisindan biiytlik
onem tasimaktadir (2,10,12). Bu tarz bilgiler arttik¢a gelistirilecek as1 ve ilaglar daha etkin

olacaktir.
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