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1. OZET

KIRIM-KONGO KANAMALI ATESI HASTALIGINA KARSI

KORUYUCU ASI GELISTIRILMESI

Kirim-Kongo kanamali atesi hastaligr viriisii (KKKAHYV), insanlarda
siddetli kanamali hastaliga neden olan kene kaynakli bir viriistiir. Tirkiye’de, ilk
Klinik Kirim-Kongo kanamali atesi hastaligi (KKKAH) vakast 2002 yilinda
tamimlanmistir. Tirkiye’de bugiine kadar 8000’den fazla KKKAH vakasi
bildirilmis olup ciddi halk saghigi tehdidi olusturmaktadir. Hastaligin vaka
sayllarmin artmasi, mortalite oranmnin yiiksek olmasi ve etkili bir tedavisinin
olmayisi, KKKAH’nin toplum sagligini tehdit eden bir biyoterdrizm ajan
oldugunu diisiindiirmektedir. Bu baglamda, KKK AH’ye kars1 etkili ve giivenli bir
as1 gelistirilmesi gerekmektedir.

Bu ¢alismanin amaci, Vero E6 hiicre kiiltiirlerden ve fare beyinlerinden
purifiye edilerek formalin ile inaktive edilip, Alum adjuvant ile formile edilerek
hazirlanan potansiyel KKKAHYV asilarinin immdanojenitelerinin degerlendirilmesi
hedeflenmistir. Calismada alt1 gruba ayrilan (n=6 her bir grup) 4-6 haftalik
BALB/c fareler, Alum ile adjuvanize edilen 5, 10 ve 20 ug dozlarda hiicre kiiltiir
tabanli as1 ve fare beyni tabanli as1 ile intraperitoneal (i.p.) yolla imminize edildi.
Ilk imminizasyondan sonra 21. ve 42. giinlerde ayni dozlarla asilamalar tekrar
edildi. Hem hiicre kiiltiir tabanli asida hem de fare beyni asisinda olusan serum
antikor seviyeleri doza bagli olarak artis gostermektedir. Hiicre kiiltiir tabanli
asmin her i doz gruplarinda olusan serum antikor titreleri fare beyni asisinin
uygulandigr doz gruplarindan elde edilen titrelerden 6nemli derecede yiiksek

oldugu belirlendi. Hucre kultlr tabanli asmm 5 pg doz grubunda asilamadan



sonraki 12. ayda olgiilen ortalama ndtralizan antikor seviyesi, fare beyni asisinin
ayni doz grubundaki 4. ayda Olculen ortalama ndtralizan antikor seviyesi ile
benzer oldugu gorildi. Bu sonuglar agik bir sekilde KKKAHV’ye Kkarsi
gelistirilen hiicre kiiltiir asisinin, fare beyni asisina gore daha fazla potansiyel
koruyucu etkinligi oldugunu ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kirim-Kongo kanamali atesi hastaligi virusu, inaktif

as1, adjuvantlar, koruyucu yanit, uzun siireli immdinite.



2. ABSTRACT
DEVELOPMENT OF PROTECTIVE VACCINE AGAINST
CRIMEAN-CONGO HEMORRHAGIC FEVER INFECTION

Crimean-Congo hemorrhagic fever virus (CCHFV) is a tick-borne virus
that causes severe hemorrhagic disease in humans. The first clinical Crimean-
Congo hemorrhagic fever (CCHF) infection was recognized in 2002 in Turkey.
Currently, outbreak of CCHF is occurring in Turkey with more than 8000 cases
reported creating a serious threat to public health. Increased number of cases, the
high mortality rates, considered to be as a bioterrorism agent and lack of effective
therapy making CCHF a serious threat to public health. Therefore, development
of a safe and effective vaccine against CCHFV should be considered.

This present study evaluates the immunogenicity of potential CCHFV
vaccines, based on purified from Vero E6 cell culture and mice brain, inactivated
with formalin and formulated with Alum adjuvant. In this study, six groups (n=6
each) of 4 to 6 week old BALB/c mice were immunized via the intraperitoneal
(i.p.) route with 5, 10 and 20 pg of the cell culture-based or the mouse brain-
derived vaccines adjuvanted with Alum. Booster injections with same formulation
were given on 21, and 42 days after first immunization. Serum antibody titer
induced by cell culture-based and mouse brain derived vaccines increased in a
dose dependent manner. Serum antibody titer induced by cell culture-based
vaccine with all three concentrations was significantly higher than those obtained
from in mice immunized with mouse brain derived vaccine. The mean of
neutralization antibody levels at 12 month post-vaccination in 5 pug dose in mice

immunized with culture-based vaccine was as same as the mean of neutralization
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level at 4 month post-vaccination in mice immunized with the same dose of
mouse brain derived vaccine. These results clearly indicate that the cell culture-
based vaccine against CCHFV has more potential protective efficacy than mouse
brain derived vaccine.

Keywords: Crimean-Congo hemorrhagic fever virus, inactivated vaccine,

adjuvants, protective response, long-term immunity.



3. GIRIS

Kirim-Kongo kanamali atesi hastaligi (KKKAH) kenelerle nakledilen ve
yiilksek mortaliteyle seyreden viral bir zoonozdur. Hastalik Asya, Afrika,
Balkanlar ve Orta Dogu’da goriilmekte olup oOlim orani %3-30 arasinda
degismektedir. Hastaligin belirtileri yiiksek ates, siddetli bas, sirt ve karin agrisi,
yaygin kanama ve ekimozlar ile karakterizedir (1, 2, 3). Kirrm-Kongo kanamali
atesi hastaligi medikal agidan 6nemli tim artropod kaynakli viriisler arasinda
Dengue Fever’dan sonra en yaygin goriilen ikinci hastaliktir. Hastalik, zoonotik
olmasindan dolayr 2006 yilinda Uluslararasi Salgin Hastaliklar Ofisi (OIE)
tarafindan ihbari mecburi hastaliklar smifina, Ulusal Alerji ve Enfeksiyoz
Hastaliklar Enstitiisii (NIAID) tarafindan Grup C patojenler listesine dahil
edilmistir (1, 3, 4, 5).

Etken Bunyaviridae ailesine mensup Nairovirus genusu icerinde yer alan
tek iplikli, negatif polariteli, i segmentli RNA viriisiidiir. Viriis dogada kene-
omurgali-kene siklusuyla sirkiile olmaktadir (3). Cok sayida ixodid kene tiirtinden
viriis izole edilmesine karsin Hyalomma spp. keneler viriisiin asil vektori ve
rezervuart konumundadir (6). Enfeksiyon siklikla viriis ile enfekte kenelerin
1sirmast, ¢iplak elle ezilmeleri, KKKAH viriis ile enfekte akut fazdaki hastalarla
temas ya da viremik fazdaki hayvanlarin kan ve dokular1 ile olan temaslarla
gerceklesmektedir (1, 2, 3).

Kirim-Kongo kanamali atesi hastaliginin erken teshis edilmesi, olas1 tedavi
yontemlerine baglanabilmesi ve kontrol altina alinmasi acisindan ¢ok dnemlidir.
Hastaligin erken teshisinde, virusiin belirlenmesine yonelik testler dnem arz

etmektedir. Bu testler arasinda, virtisiin izolasyonuna yonelik hiicre kiltir sistemi,



immunohistokimyasal boyamalar ve antijen belirlemeye yoénelik enzim immin
testler (EIA), tersine transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyon (RT-PCR) gibi
testler yer almaktadir. Ayrica enfeksiyondan ortalama 7 giin sonra KKKAH
spesifik imminoglobulin M (IgM) ve immiinoglobulin G (IgG) antikorlar1 enzim
ilintili immunosorbent test (ELISA) ile belirlenebilir diizeye ulagsmaktadir (1, 7).
Kirmm-Kongo kanamali atesi hastaliginin  smirli  tedavi secgenekleri
bulunmaktadir. Ozellikle destekleyici tedaviler hastalara uygulanan en yaygin
tedavi yaklasimidir. Destek tedavisi olarak taze donmus plazma (FFP), trombosit
ve eritrosit slspansiyon transflzyonu gibi replasman yontemler hastaligin
tedavisinde uygulanmaktadir (8). Hastaliktan iyilesen bireylerden ve KKKAH
virtis ile imminize edilen hayvanlardan elde edilen anti-KKKAH viriis serum
antikorlar1 kullanilarak pasif transfer yoluyla yapilan immiinoterapi tedavileri de
uygulanmaktadir (8, 9). Diinya Saglk Orgiitii (WHO), KKKAH’ye kars1 ribavirin
tedavisini  Onermektedir. Her ne Kkadar ribavirin uygulamasinin Vvirds
replikasyonunu, semptomlar1 ve 6liim oranimi azalttigi gézlense de randomize
Klinik  c¢alismalarin  yapilmamasi, etkisinin sadece gozlemsel olarak
degerlendirilmesi ve etki mekanizmasmin tam olarak aydinlatilamamasindan
dolay1r ribavirin kullanimi heniz tartigmalidir (1, 2, 3, 8, 9). Kirim-Kongo
kanamali atesi hastaligina kars1t FDA (Gida ve ilag Dairesi) tarafindan onaylanmis
etkili bir as1 bulunmamaktadir. Fare beyinlerinden iiretilerek inaktive edilip
hazirlanan deneysel bir as1 Bulgaristan, eski Sovyetler Birligi’nin Rostov
bolgesinde ve Avrupa’nin bazi bdlgelerinde goniilli insanlarda kullanilarak
yiiksek oranda antikor yanit olusturdugu belirlenmistir. Ancak, asmin deneysel

olarak virlise kars1 koruyucu oldugu belirlenememistir. Ayrica asmimn fare



beyinlerinden elde edilmesi, bazi otoimmiin hastaliklar1 tetikleme riski bulunmasi
nedeniyle bir¢ok iilkede kullanimina izin verilmemistir (1, 2, 9). Bu amagla,
hastaligin koruma ve kontroliinde daha etkin, halk sagligi acisindan risk
tagimayan modern asilarin gelistirilmesine ihtiyag¢ vardir.

Kirim-Kongo kanamali atesi hastaligina ait ilk serolojik bulgular 1970
yilinda Ege Bolgesi’nde (%9 seropozitiflik) saptanmasina karsin hastalik
iilkemizde ilk olarak 2002 yilinda tanimlanmis ve vaka sayisi her yil giderek
artmaya devam etmistir. Tiirkiye’de yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda, Kelkit
Vadisi olarak adlandirilan bolgenin Hyalomma marginatum marginatum kene tirt
acisindan yiiksek prevalansa sahip oldugu belirlenmistir. Ulkemizde 2013 Eylil
ay1 itibari ile 8000 civarmnda dogrulanmis vaka ve %5 oraninda mortalite rapor

edilmistir (10, 11, 12).

3.1. Kirim-Kongo Kanamah Atesi Hastahgmmin Dilnyada ve
Tiirkiye’deki Tarihsel Gelisimi

Hastalik ilk olarak 12.yy’da Tacikistan’da idrarda, disetinde, tiikiiriikte ve
karm boslugunda kan bulunmasi1 ile karakterize kanamali hastalik olarak
tanimlanmistir. Hastaliga baslangicta bit veya karatavuk kuslarinda siklikla
bulunan Hyalomma tirii kene larvalarmin neden olabilecegi diisiiniilmistiir.
Hastalik ayrica Ozbekistan yerel halki tarafindan khungribta (kanama),
khunymuny (burun kanamasi) ve karakhalak (kara 6liim) olarak adlandirilmistir.
Orta Asya’da akut enfeksiyoz kapillarotoksikozis, akut enfeksiyoz kanamali
hastalik ve Ozbekistan hemorajik atesi KKKAH’ye benzer seyrettigi i¢in uzun bir

stire aynt1 isimlerle anilmistir (2).



Modern medikal donemlere gelindiginde 1944-1945 yillarmda Il. Dunya
Savasi sirasinda Kirim Bolgesi’ndeki koyliilere yardim eden 200 kadar Sovyetler
Birligi askerinin enfekte olmasiyla hastalik klinik olarak tanimlanmistir. Bundan
kisa bir siire sonra pirojenik tedavi géren psikiyatri hastalarma Kirim hemorajik
atesi (KHA) hastalarindan akut fazda alinan kan Orneklerinin filtratlar1 inokiile
edilmis ve atesli sendromlarin goézlenmesiyle hastaligin viral kaynakli oldugu
gosterilmistir (1, 2, 13). Daha sonraki ¢aligmalarda hastaliga neden olan viriisiin
vektorl oldugundan siiphe edilen Hyalomma marginatum kene tdrlerinin nimfal
donemdeki siispansiyonlarinin filtratlar1 hazirlanarak saglikli goniillii insanlara
inokiile edilmistir. Hastaliga ait karakteristik semptomlar, inoktlasyondan iki gun
sonra deneysel olarak gosterilmis viral etiyoloji ve tasiyici kene tiirii ortaya
konulmustur. Ardindan, Drosdov adli hastadan alman 6rneklerin Chumakov ve
ark. tarafindan, yeni dogan beyaz farelere intraserebral olarak inokiile edilmesiyle
1967 yilinda Sovyetler Birligi’nde ilk izolat elde edilmis ve susa hastann adi
verilmistir. Hastalik vakalarm ¢iktig1 yer ve viriis izolasyonun yapildigi yerin
cografi konumundan dolay1r Kirim kanamali atesi (KKA) olarak adlandirilmigtir
(2, 13, 14, 15). ki yi1l sonra bu viriisiin, simdiki adiyla Demokratik Kongo
Cumhuriyeti olarak bilinen Belcika Kongosu’nda atesli bir gocuktan 1956 yilinda
izole edilen viriis ile antijenik, fizikokimyasal ve morfolojik olarak benzer oldugu
ortaya konulmustur. Takip eden epidemilerde de izole edilen viriis suslari
gelistirilen serolojik ve antijenik testler ile dogrulanmistir. Viris, “Kirim kanamali
atesi-Kongo virisu” ve simdiki adiyla “Kirim-Kongo kanamali atesi viriisi
(KKKAV)” olarak adlandirilip, hastaliga da “Kirim-Kongo kanamali atesi

hastaligi (KKKAH)” ad1 verilmistir (1, 2, 13, 14, 16, 17, 18).



Kirim-Kongo kanamali atesi viriisii/hastaligi, Afrika (Demokratik Kongo
Cumhuriyeti, Uganda, Moritanya, Guney Afrika, Tanzanya, Nijerya, Senegal vb.),
Giineydogu Avrupa (Rusya, Bulgaristan, Kosova, Turkiye, Yunanistan vb.), Orta
Dogu (Birlesik Arap Emirligi, Irak, Iran, Suudi Arabistan, Umman) ve Asya (Cin,
Kazakistan, Tacikistan, Ozbekistan, Pakistan) kitalarinda ve ¢ok sayida iilkede
rapor edilmistir (14). Tirkiye’de ilk serolojik vakalar 1970’11 yillarda Ege
Bdlgesi’nde arboviral kaynakli seroepidemiyoloji ¢alismasinda hemagliitinasyon
inhibisyon test ile insan serum o&rneklerinde %9,2 olarak kaydedilmistir (19).
Ancak, 2002 yilindan 6nce herhangi bir KKKAH klinik vakasi veya kenelerde
KKKAH virlisii varhigi bildirilmemistir. 2002-2003 yillarinda Dogu Anadolu
Bolgesi’nde o©zellikle Tokat ve Sivas illerindeki hastanelere kanamali ates
belirtileri gosteren hasta bagvurulari, ayn1 zamanda Ankara’daki hastanelere de
benzer sekilde ¢ok sayida hasta basvurulart olmustur. Bolgedeki beklenmedik
klinik sendromlardan dolayr Saglik Bakanligi Temmuz 2003’de epidemiyolojik
bir inceleme baglatmis ve bu rapora gore benzer hastalarin birgogunun gegmisinde
hayvan c¢iftliklerinde ¢calismis oldugu, rahatsizliklarin kene 1sirmasi ile basladig,
laboratuvar ve klinik bulgular1 olarak ise bitun hastalarda trombositopeni,
I6kopeni, ylksek transaminaz seviyeleri [6zellikle aspartat transaminaz (AST) ve
laktat dehidrogenaz (LDH)], ates, kas agrisi, bulanti ve bas agrist gorildigi
bildirilmistir. Tiirkiye’de daha 6nceki yillarda viral kanamali ates (VKA) vakalar1
rapor edilmediginden, serumlar ilk olarak Rickettsia, Ehrlichia, Leptospira ve
Coxiella gibi bakteriyolojik yonden ve ayrica kimyasal ve radyoaktif
toksikasyonlar yoniinden incelenmistir. Bu doneme kadar olan siirecte hastalik

tanimlanamamigtir. Saglik Bakanligi medikal dnlemlerin yaninda kenelere karsi



koruyucu  Onlemler, saglk calisanlarmin  ve  veteriner  hekimlerin
bilgilendirilmesine yonelik calismalar baslatmistir. Refik Saydam Hifzisihha
Merkezi (RSHM) tarafindan benzer vakalara ait serumlarm ulusal bazda
toplanmasina baslanmistir. Elde edilen bu serumlar, Fransa’nin Lyon kentindeki
Pastor Enstitiisi'ne daha detayli ¢alisilmasi amaciyla gonderilmistir. Agustos
2003 tarihinde Pastor Enstitlisu, serolojik ve molekiler incelemeler sonucunda
etkenin KKKAH viriisti oldugunu bildirmistir. Bu durum Tiirkiye’de bildirilen ilk

viral kanamali ates vakalar1 olarak kaydedilmistir (12, 19, 20).

3.2. Viral Smiflandirma

Uluslararas1 Viral Taksonomi Komitesi’ne (ICTV) gdre Bunyaviridiae
ailesi icerisinde memelilerde enfeksiyon olusturan; Hantavirus, Nairovirus,
Orthobunyavirus, Phlebovirus ve bitkilerde enfeksiyon olusturan; Tospovirus
olmak tlizere bes genus yer almaktadir. Hantavirus genusu icerisinde 24,
Nairovirus genusunda 7, Orthobunyavirus genusunda 48, Phlebovirus genusunda
9, Tospovirus genusunda ise 8 tiir bulunmaktadir. Nairovirus, Orthobunyavirus,
Phlebovirus ve Tospovirus genusunda yer alan viriisler artropotlarla tagmirken
Hantavirus genusunda yer alan virlsler rodentlerle tasmmmaktadir (21, 22).
Nairovirus genusunda yedi serogrup bulunmaktadir ve bunlarin tamaminin ixodid
ve argasid keneler tarafindan tasindigi bilinmektedir. En Onemli serogrup
KKKAHV ve Hazara viriisiin yeraldigi Kirim-Kongo kanamali atesi (KKKA)
grubu ile Nairobi koyun hastaligi (NSD) viriisii ve Dugbe viriisiin yer aldigi
Nairobi koyun hastalig1r virlis serogruplaridir. Nairovirus genusu igerisinde

KKKAH viriisii, Dugbe viriisii ve Nairobi koyun hastalig1 viriisii insanlarda
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hastalik olusturan 6nemli viral etkenlerdir (1, 2). Bu aile icerisindeki virisler;
ensefalit [ La Crosse viris (LACV), Jamestown Canyon virlis (JCV), Toscana
viriis (TOSV)], kanamali ates [KKKAHYV, Rift Vadisi hummasi (RFVF), Hantaan
virts, Andes viris (ANDV)] ve kardiyopulmoner sendrom [ Sin Nombre virus
(SNV)] gibi 6nemli zoonoz hastaliklara neden olmaktadir (2, 23).

Murphy ve ark., 1973 yilinda Kongo viriisiiniin Bunyaviridae ailesindeki
diger viriislerle morfolojik olarak benzer oldugunu goéstermistir. Chumakov ve
ark., 1975 yilinda Kirim kanamali atesi viriisiiniin ve Kongo viriisiiniin elektron
mikroskobi ¢aligmasinda her iki susun morfolojik olarak farksiz oldugunu ortaya
koymus ve boylece etken Bunyaviridae ailesi igerisinde siniflandirilmistir (16,
24).

Filogenetik siniflandirma ¢alismalarina gore; Karti ve ark., Tirkiye’de ilk
kez 2002-2003 yillarinda gorillen KKKAH vakalarindan elde edilen serum
orneklerinden, Turkey Gumushane200310845 ve Turkey Gumushane200310849
olarak isimlendirdikleri izolatlarin viriis niikleoprotein gen bolgesine ait, 483
bazlik kismi pargasin1 sekanslamiglardir. Filogenetik analiz sonuglarina gore
Tirkiye’de ortaya ¢ikan KKKAH vakalarinda iki farkli izolatin sirkiile oldugu ve
bunlarin sirasiyla Kosova ve Giineybat1 Rusya izolatlarma yakin oldugu, iran
izolatlarindan ise tamamen farkli oldugu ortaya konulmustur (20). Ardindan 2006
yilinda Deyde ve ark. Turkey200310849 adli izolatin tiim genomunu
sekanslamiglardir. Daha Once tiim genom sekanslari bildirilen KKKAH viriis
izolatlarinin  filogenetik analizlerine goére Turkey200310849 susu Rusya,
Bulgaristan ve Kosova izolatlarmin da i¢inde bulundugu Avrupa/Tiirkiye (Grup

V) igerisinde smniflandirilmistir (25). Yapilan ¢ok sayidaki filogenetik analiz
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calismalar1 sonucunda KKKAH virUs izolatlarinin yedi farkli gruba ayrildig: ve
ayni grupta yer alan izolatlarin bircogunun ayni cografik bolgelerden elde edilen
virlislere ait oldugu belirlenmistir (14).

Tonbak ve ark.’nin 2006 yilinda Kelkit Vadisi olarak adlandirilan bolgede
yaptiklar1 bir ¢alismada sigir, koyun ve kegilerden elde ettikleri ¢cok sayidaki
kenelerden viriis izolasyonu yapmuglardir. Viriis niikleoprotein gen bolgesine ait
212 bazlik kismi parganin filogenetik analiz sonucuna gore; Tirkiye’deki
KKKAH vakalarina sebep olan virlisin Grup V icerisinde yer alan Kosova,
Bulgaristan ve Rusya suslarna genetik olarak yakin oldugunu goéstermislerdir
(10). Ozdarendeli ve ark. 2007 yilinda Kelkit Vadisi’'nde daha genis bir alanda
yaptiklar1 calismada, 2007 yilindaki KKKAH vakalarindan elde edilen insan
serumlart  ve 2005-2006 yillarinda evcil memelilerden toplanan kene
orneklerinden virlis izolasyonu yapmiglardir. Hem insan hem de kenelerden elde
edilen virlis izolatlarin M segmentlerine ait 417 bazlik kismi parcgalarin filogenetik
analizinde, Tonbak ve ark.’nmn bulduklar1 sonuca benzer sekilde Tiirkiye’deki
KKKAH viriis izolatlarinin Avrupa ve Rusya izolatlarmin dahil oldugu Grup V
icerisinde yer aldigini gostermislerdir (26). Ozdarendeli ve ark. 2010 yilinda
yaptiklar1 baska bir calismada, Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi
Farabi Hastanesi’nde tedavi gormekte olan ve KKKAH klinik semptomlari
gOsteren bir hastadan virls izolasyonu gerceklestirmislerdir. “Turkey-Kelkit06”
ad1 verilen KKKAH viriis izolatinin, tim genomunu sekanslayarak filogenetik
analizini yapmislardir. Bu ¢aliymanmn sonuglarmma gore Turkey-Kelkit06 virtis
izolatt Grup V igerisinde yer alan diger izolatlar ile hem niikleotit hem de

aminoasit dizilimi yoninden yiiksek oranda benzerlik gostermistir (27).
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3.3. Viral Yapi ve Viral Genom Ozellikleri

Nairovirtsler, Bunyaviridae ailesinin diger iiyelerine temel yapi,
morfogenez, replikasyon siklusu ve fizikokimyasal 6zellikleri bakimmdan genel
olarak benzer ozellikler gostermektedir. Viryonlar sferik, ortalama 100 nm
capinda, konak hiicre kokenli yaklasik 5-7 nm kalinlhiginda ¢ift katmanli lipit bir
zarla cevrili kapsit ve 8-10 nm uzunlugunda glikoprotein uzantilarina sahiptir
(Sekil 1) (2, 28, 29, 30, 31). Viryonlarin molekiiler agirligi 3.26 (+ 0.46) X 108,
siikroz ve sezyum klorit (CsCl)’deki buoyant yogunluklar: sirasiyla 1.16-1.18 ve

1.20-1.21 g.cm™, sedimentasyon katsay1 araligi ise 350-500 S arasindadir (32, 33).

A Glikoprotein (Gn ve Gc) B 3 3

Sekil 1. KKKAH viriisiiniin morfolojisi. (A) Viriisiin yapisal ve morfolojik
gorinimi ve (B) enfekte BHK-21 hiicrelerde elektron mikroskobik gérinimi
(29, 34)

Viral genom tek iplikli, negatif polariteli ve sirasiyla biiyiikliikklerine gore
isimlendirilmis S, M, L olmak iizere ii¢ segmentli RNA’dan olusmaktadir (1, 2,
27). Her U¢ segmentin 3' terminal uglarmin ilk 8-13 nikleotitlik (nt) bazlar1 ¢ok
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iyi korundugundan benzer sekans dizilimleri bulunmaktadwr, 5' uglarda ise
komplementer konsenstiis sekans dizilimi yer almaktadir. Terminal uglardaki baz
eslesmesinden dolayr RNA segmentleri stabil “panhandle” yapisinda ve kovalent
olmayan kapali sirkiiler bir sekle sahiptir. Bunyaviridae ailesinde, genus igi
virisler arasinda terminal uglar son derece iyi korunmustur. Ancak, genuslar
arasinda farkliliklar vardir (2, 33, 35, 36). Viral RNA; S, M, L segmentleri
sirastyla ortalama 1.7 kb, 5.4 kb, 12.2 kb olmak iizere yaklasik 19 kb niikleotit
biiyiikliigiinde ve her bir segment ac¢ik okuma bolgesine (ORF) sahiptir (2, 27,
37).

Tirkiye’de izole edilen Turkey-Kelkit06 KKKAH virlis susunun, 2010
yilinda Ozdarendeli ve ark. tarafindan tiim genom analizi yapilarak izolatin 1673
nt S, 5364 nt M, 12.149 nt L olmak tizere toplam 19.186 bazdan olustugu ortaya
konulmustur. S segmenti 56-1504 baz araliginda bir ORF bolgesine sahiptir. Bu
bolgeden 482 aminoasit biiylikliigliinde bir niikleoprotein kodlanmaktadir. M
segmenti 5067 bazdan olusan ve 78-5144 baz araliginda bulunan ORF bolgesine
sahiptir. Bu okuma bdlgesi 1688 amino asit uzunlugunda bir poliprotein
kodlamaktadir. Bu poliprotein iizerinde RSKR251, RKLL523 ve RKPL1040 adli
subtilaz SKI-1’in kesim bodlgeleri olan aminoasit motifleri yer alir. Bu bdlgelerden
kesim sonucunda sirastyla GP38, Gn ve Gc proteinleri olugsmaktadir. L segmenti
ise 78-11.915 nt arasinda 11.838 nt uzunlugunda, 3945 amino asit biiytikliigiinde
bir ORF igermektedir. ORF {izerinde RNA bagimli RNA polimeraz enzim (RARP)
ise 2043-2714 nolu bolgeden kodlanmaktadir. Ayni zamanda ovaryan timor
(OTU) benzeri proteaz (37-152), C,H, tip bir ¢inko parmagi (609-632),

topoizomeraz (76-94) bolgelerine de rastlanmustir (Sekil 2) (27).
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M Segmentinin Protein Semas:

Miisin benzer

A Balgesi GP38 Gn Ge
- ~ = @
23 e 2
2728 251 523 g2 88 §104-I 1688
NSm
AHG'OL RSKR RKLL RKLL@11y  RKPL
Sinyal Peptit
L Segmentinin Protein Semas1
B
OTU Benzer Zine Finger RdPd
Proteaz Bilgesi C2H2 type Katalitik Bilge 3945
37 152 609 632 2043 2714

Topoisomerase 7694

Sekil 2. Turkey-Kelkit06 KKKAH susunun protein semasi. M segmentinin
poliprotein (A) ve L segmentine ait protein semasi (B) ile aminoasit motif

bolgelerinin konumlari (27)

3.3.1. Viral Proteinler ve Fonksiyonlar

Bunyaviridae ailesi igerisindeki L segmenti, 6.3 ile 12 kb arasinda degisen
blyukliklere sahiptir. Sekans analizlerine gére Nairovirus genusunda yer alan
virtislerdeki L segmenti diger genuslardaki L segmentlerinden yaklasik iki kat
daha biiytliktiir. L segmenti tarafindan yalnizca 450 kDa biyiikliiglinde RNA
bagimli RNA polimeraz (RdRP) enzimi sentez edilmektedir. Viral RNA (VRNA)
ve kopya RNA (cRNA)’larin replikasyon/transkripsiyonlarint saglamaktadir.
Nairovirus L gen segmentinin analizlerinde, amino (N) terminal ucunda genus
icinde korunmus ovaryan tiimoér (OTU) benzeri proteaz bolgesi tespit edilmistir

(2, 25, 27, 38, 39, 40).
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Sekil 3. Hiicre igerisinde viral glikoproteinlerin islenim asamalarmin

sematik goriiniimii (41)

16



Nairovirus M segmenti 3.5-6 kb biiyiikliigiinde olup diger genuslardan
%30-50 daha buyuktir (2). Bu segment tarafindan yaklasik 240 kDa
biiyiikliigiinde bir poliprotein kodlanmaktadir. Proteolitik kesim sonucunda 140
kDa biiyiikligiinde PreGn ve 85 kDa biiyiikliiglinde PreGc prekiirsor proteinler
olusmaktadir. Bu proteinler endoproteolitik ve postranslasyonel asamalardan
sonra 37 kDa biiyiikliigiinde Gn ve 75 kDa biiyiikliigiinde Ge glikoproteinlerine
dontismektedir (Sekil 3) (2, 26, 39, 41). Gn ve Gc proteinler dnceleri G1 ve G2
olarak adlandirilmis olsa da daha sonra amino (N) terminal ve karboksi (C)
terminal uclarda yer almalarina gére Gn ve Gc olarak isimlendirilmektedirler.
PreGn konak hiicrelerde bulunan endoplazmik retikulumun cis-Golgi kisminda
Gn’nin N terminal ucunun olusmasi igin subtilaz SKI-1 tarafindan kesilmektedir.
Bu arada musin-GP38 bolgesi olusmakta ve furin tarafindan islenerek ¢oziinebilir
yapidaki GP38, GP85, GP160 ve musin benzeri glikoproteinler ortaya
cikmaktadir (42, 43). M segmenti iizerinde yapilan sekans ve protein analizleri
sonucunda %31 nikleotit, %27 aminoasit farklilagsmasi oldugu gosterilmistir. Bu
farklilagsma viriisiin, artropod ve omurgali konak hiicrelerine daha etkili tutunmasi
ve farkli immiin yanitlara daha iyi uyum saglayacak sekilde gelismesinde etkili
olabilecegi diisiiniilmektedir (25, 26). Gn ve Gc glikoproteinlere ilaveten
Orthobunyavirus, Phlebovirus ve ambisens yontemle de Tospovirus genusundaki
virlislerin PreGn’nin C terminal ucundan yaklasik 14 kDa biiyiikliiglinde NSm
adli protein sentezledikleri bilinmektedir (36, 44). Bouloy ve ark., tersine genetik
yontemleri kullanarak yaptiklar1 bir ¢aligmada, NSm proteinin anti-apoptotik
fonksiyonu oldugunu bildirmislerdir (45). Altamura ve ark., Nairoviriis

genusunda yer alan IbAr10200 adli KKKAH viriis izolat1 lizerinde yaptiklar1 bir
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caligmada ise piirifiye viriislerde, NSm proteini belirlenmemesine ragmen enfekte
hicrelerde NSm’nin sentezlendigini gostermislerdir. Ayni zamanda KKKAH
virtisiin replike olabildigi ¢ok sayida omurgali hiicreler tarafindan NSm proteini
sentezlenmektedir. Bu durum KKKAH virlsune vektorlik yapan kene

hlcrelerinde de gosterilebilirse viriisiin konak segiciligi aydmlatilmis olacaktir

(44, 46).
3 . Genomic M
l Segment
S p M Segment
B FENFONS NTONFIONS mRNA
Genomic S 3 5
Segment
l Polyprotein
S Segment
NN
mRNA | !
— Glycoprotein
- A
Nucleoprotein (N) !il N S l Pfecursors
—— Glycoproteins
- L Gn | Ge (Gn/Gc)
,X, = Signal peptidase X = SKI-1
X = Furin X = SKI-1-like
Genomic L
S 5 Segment
‘L L Segment
ISR NS NT NIRRT NH
mRNA
‘l‘ RNA-dependent

AN RNA polymerase
(L)

Sekil 4. Viral segmentlerden proteinlerin transkripsiyon ve translasyon

asamalarinin sematik gériiniimii (47)

S segmenti 1-2.2 kb biiyiikligiindedir. Bu segment tarafindan 55 kDa
biytikliginde N protein (NP) sentez edilmektedir. Nairovirus ve
Hantavirus’lerde ayni biiyiikliikte sentez edilen N proteini diger genuslardan
sentez edilen N proteinlerinden daha blydktir (36, 42, 44, 48). NP, viral

RNA’larla etkilesime girerek riboniikleoprotein  kompleksini  meydana
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getirmektedir. Bu kompleks, viral genomik RNA’nin transkripsiyonu ve
replikasyonunda gérev almaktadir (48). Wang ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada,
KKKAH virlis N proteininin oligomerize ribonikleoprotein (RNP) ve serbest
monomer olmak iizere iki farkli konformasyonu oldugunu gostermislerdir. N
proteinin oligomerize formdan serbest monomerik forma doniistigi sirada
kaspaz-3 enzim kesim bolgesi aciga ¢ikmakta ve hiicresel kaspaz-3 enzimler
tarafindan kesildigi belirtilmektedir. Bu kesim bolgesi sadece monomerik formda
ac1ga ¢ikmaktadir. Bu bdlgenin mutasyonu kaspaz-3 tarafindan kesilmeyi inhibe
ederek viral RNA transkripsiyonu sirasinda viral polimeraz enzimini daha fazla
aktive eder. Kirim-Kongo kanamali atesi hastaligi viral N proteininin konak hicre
kaspaz-3 enzimi tarafindan kesilmesi, viral RNA sentezinin kontrol edilmesi ve
KKKAH enfeksiyonuna karst konak¢i savunma mekanizmasinin gelismesi
acisindan Onemli oldugu bildirilmistir (49). Orthobunyavirus, Phlebovirus ve
Tospovirus genuslarinda NP’den baska yapisal olmayan 10-50 kDa biiyiikliigiinde
NSs sentez edilmektedir (36). Bridgen ve ark., NSs proteinin hiicresel protein

sentezini azalttigini ve interferon uyarimini engelledigini gostermislerdir (50).

3.3.2. Viriis Cogalma Stratejisi

Viriislerin ¢ogalma siklusu, hedef hiicre ylzeyinde bulunan ilgili
reseptorlere viral glikoproteinlerinin tutunmasi ile baglar. Bunyaviridae ailesinde
bu olay tam olarak aydinlatilamamistir. Kirim-Kongo kanamali atesi hastaligi
virustinin hicre yuzeyine tutunmasinda Gn ve Gce’nin birlikte biiyiik ¢ogunlukla
da Gc glikoproteinin sorumlu oldugu bilinmektedir. Hiicre kiiltiirleri ile yapilan

caligmalarda, hiicre yiizeyinde niikleolin reseptorii bulunan hiicre tiplerinin
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enfeksiyona daha ¢ok duyarli oldugu gosterilmistir (36, 51). Mirazimi ve ark.,
yaptiklar1 ¢aligsmalarda, virisun polarize hicrelerin bazolateral ylizeylerinden
girdigi, hiicre mikrotubiillerinde yapilan manipiilasyonlarin ise viriisiin
biyogenezisini engelledigini gostermislerdir (52, 53, 54).

Kirim-Kongo kanamali atesi hastaligi virusiinin hiicre icerisine alinmast
ise klatrin aracili endositoz ile gergeklestigi ve asidik pH’da glikoproteinlerin
konformasyonal degisiklikler ile birlikte internalizasyona ugradigi bildirilmistir
(54, 55). Fiizyon gerceklesmesinin  hemen ardindan RNP’ler hiicre
sitoplazmasinda serbest kalir ve sadece RARP enzim ile iligkili olan vRNA’lar
transkribe edilir. L proteinin endoniikleaz aktivitesi sayesinde konake¢i hiicre
sitoplazmasinda bulunan, mRNA’lara ait oligoniikleotit parcalar1 kullanilarak
viral mRNA sentezi baslatilir. Bu mekanizmaya “sapka c¢alma” adi verilir,
influenza viriislerin aksine bunyaviriisler niiklear mRNA’lar1 kullanmazlar. Viral
RNA’lar mRNA sentezi, viral protein translasyonunun saglanmasi ve yeni viral
RNA’larin iiretilmesinde kullanilacak cRNA’larin olugsmasinda kalip olarak
kullanilirlar. M segmenti, ¢ogunlukla endoplazmik retikulum (ER) membrana
bagl ribozomlar araciligiyla protein translasyonunu gerceklestirir. Poliprotein
olarak Uretilen M glikoprotein prekursorleri (PreGn ve PreGc) sinyal peptidazlar
tarafindan postranslasyonel kesim islemine ugrarlar. Prekiirsor proteinler
endoplazmik retikulum/cis-Golgi kompartmanlarinda bulunan serin proteaz
subtilisin-keksin izoenzim-1 (SKI-1) proteazlar tarafindan proteolize edilerek Gn
ve Gc glikoproteinlerin N terminal uglar1 olusturulur. Bu arada PreGn N terminal
ucunda musin-GP38 bolgesi olugsmakta ve furin tarafindan islenerek ¢6ziinebilir

yapidaki GP38, GP85, GP160 ve musin benzeri glikoproteinler meydana
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getirilmektedir (Sekil 4) (35, 42, 43). Gn proteinin dogru bir sekilde glikolize
olmasi, katlanmas1 KKKAH viriis glikoproteinlerin lokalizasyonu ve transportu
icin olduk¢a 6nemlidir. Aksi halde ER’de hem Gc¢ hem de diger viral proteinler
birikmektedir. Nikleoprotein, aktin filamentleri veya mikrotubiil aglar araciligiyla
periniiklear kompartmana transport edilir ve RNA segmentlerinin “panhandle”
formasyonunu olusturarak RNP’leri sekillendirirler. L proteinin de periniiklear
bolgeye lokalize oldugu diisiiniilmektedir. Kurgulanma ve olgunlagsma tam olarak
aydmlatilamasa da Golgi kompleksinden sekretuvar yolu kullanarak zar kazanan

viryonlar, hiicreden serbest kalirlar (Sekil 5) (36, 42, 56, 57, 58).
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Sekil 5. KKKAH viriisiiniin intraselliiler replikasyon asamalarmin sematik

gorinumu (47)
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3.4. Kinnm-Kongo Kanamah Atesi Hastahig1 Patogenezi

Kirim-Kongo kanamli atesi hastaligi patogenezi, yakin zamana kadar
hastaligin sporadik olarak goriilmesi, klinik patoloji uygulamalarinin smirh
olmasi, Olen hastalara otopsi yapilamamasi, viriisiin gelismis laboratuvarlarda
(BSL-4) calisilmasma izin verilmesi ve hayvan modelinin olmamasi gibi
sebeplerden dolayr tam olarak aydmlatilamamistir. Smirli sayida yapilan
patogenez c¢alismalar1 ise kan parametreleri lizerindeki degisiklikler ve hasta
bireylerin karacigerlerinden alman biyopsilerin incelenmesiyle miimkiin
olabilmistir (1, 2). Ancak, son zamanlarda gelistirilen transjenik hayvan modelleri
sayesinde  enfeksiyonun patogenezi hakkinda daha detayli bilgilere
ulasilabilmektedir (59, 60).

Kanamali atese neden olan viriisler immiin sistemle ilgili hiicreleri enfekte
etmekte, vaskiiler sistem ve lenfoid organlarda regiilasyon bozuklugu ile birlikte
viral replikasyonu gergeklestirmektedir. Damar endotel hicrelerinin enfeksiyonu
KKKAH patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir. Endotelyum ya dogrudan viral
faktorler tarafindan ya da konak hiicre kaynakli mediyatorler aracilifiyla hedef
haline getirilir. Ayn1 zamanda endotelyal hiicrelerde viriisiin replikasyonu da
gerceklesir. Boylece vaskiiler endotellerde fonksiyon bozukluklar1 ortaya ¢ikar.
Endotel hasar platelet agregasyonu ve degraniilasyonun uyarilmasina neden olarak
intrinsik koagulasyon kaskatlarin aktivasyonu ile hemostazin bozulmasina neden
olur. Endotel hicrelerin aktivasyonu enflamatuvar bdlgeye lokositlerin adezyon
ve transmigrasyon reaksiyonlarmin baslamasma yol agar. Yapilan deneysel in
vitro calismalarda intraselliiler adezyon molekiil 1 (ICAMI1) ve vaskiiler hiicre

adezyon molekul 1 (VCAML1) ile endotelyal adezyon molekil (E-selektin)
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regiilasyonlarmda artislar gdsterilmistir. Oliimciil KKKAH vakalarinda, hastaligin
erken safhasinda dikkat ¢ekici derecede anormal koagulasyon sistem
indikatorlerin artmas1 ve dissemine intravaskiiler koagiilasyonlarm (DIK)
goriilmesi hastaligin seyri hakkinda dnemli bilgiler vermektedir (1, 2).

Tiirkiye’de yapilan bir c¢alismada hastalarn  %50’sinde  reaktif
hemofagositoz gozlenmistir. Bu durum hemofagositozun enfeksiyon boyunca
sitopenide Onemli rol oynadigini kanitlamaktadir (1, 61). Hemofagositik
lenfohistiyozis; interferon gama (INFy), timor nekrozis faktoér alfa (TNFa),
interloykin 1 (IL-1), IL-6 gibi yardimc1 T lenfosit-1 (Thl) sitokinlerin asiri
artisindan sorumlu olmakla birlikte sitokinlerin KKKAH patogenezine indirekt
olarak katilmasinin kanit1 olmaktadir. Proenflamatuvar sitokinlerin asir1 artmasi
kanama ve koagiilasyona da sebep olarak gdosterilmektedir. Birincil patofizyolojik
olay, eritrosit ve plazmanin damar disina sizmasidir. Trombositopeni ve platelet
sayisinin, Oliimciil vakalarin erken safhalarinda son derece diisiik olmasi,
KKKAH enfeksiyonunda belirleyici 6zellik olarak bilinmektedir. Oliimciil
vakalarda DIC skoru, IL-6 ve TNFa seviyeleri ile pozitif, IL-10 seviyesi ile de
negatif korelasyon gostermektedir. Ayrica bazi ¢alismalarda serum aspartat (AST)
ve alanin aminotransferaz (ALT) seviyelerinin artigi, protrombin ve kismi
tromboplastin suresinin uzadig1 da gézlenmistir (Sekil 6) (1, 2, 61, 62, 63, 64, 65,
66). Tiim bu calismalar, vaskiiler endotel hasarmin KKKAH enfeksiyonu ile
karakterize olmasmin nedeni olarak, viriise karsi konak tarafindan c¢oklu
mekanizmalarin tetiklenmesi ile agiklanmaktadir. Benzer sonuglar, gelistirilen in

vivo hayvan modellerinde de gosterilmistir (2, 59, 60, 67).
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Sekil 6. KKKAH’nin klinik ve laboratuvar seyri (DIK: dissemine

intravaskiler koagulopati) (1)

3.5. Kirmm-Kongo Kanamal Atesi Hastahg Epidemiyolojisi

Kirim-Kongo kanamal1 atesi hastaligi, kene kaynakli arboviral bir
enfeksiyondur. Hastalik sporadik olarak goriilmekle birlikte dogada
kene—omurgali—kene siklusu ile sirkiile olmaktadir. Omurgali canlilar ve
keneler hastaligin rezervuar1 olarak rol oynamaktadir. Enfeksiyon insanlar
disindaki omurgalilarda gecici bir viremi seklinde ve gizli seyreder. Keneler, akut
viremi donemindeki omurgali hayvanlardan kan emdikleri esnada enfekte olurlar

(68).
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Kirim-Kongo Kanamal Atesi Hastahginin Cografik Dagihm
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Sekil 7. KKKAH’nin cografik dagilimi (69)

3.5.1. Omurgah Rezervuar ve Konaklar

Virus bugiine kadar; sigir, koyun, kegi, tavsan, kirpi, fare ve kopek olmak
iizere ¢ok sayida evcil ve vahsi hayvanlardan izole edilmistir. Avrupa, Asya ve
Afrika kitalarinin bazi bdlgelerinde yapilan seroepidemiyolojik calismalarda;
sigir, deve, at, esek, koyun, kegi ve domuz gibi hayvanlarda antikor varhg: tespit
edilebilmistir. Ayn1 zamanda Tacikistan’da bir siiriingen ve kaplumbagada da
antikor belirlendigi bildirilmistir (1, 2).

Berezin ve ark. yaptiklar1 bir ¢alisgmada, ¢ok sayida ekin kargasi ve dag
giivercinlerini KKKAH viriisii ile deneysel olarak enfekte etmislerdir. Calisma
sonucunda bu kanatlilarda viremi ya da antikor yanit1 olusmadig belirlenmistir.

Ancak, ayni kanatlilar iizerinden toplanan nimfal donemdeki kenelerden, KKKAH
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virst izole ettiklerini bildirmiglerdir. Yapilan bazi deneysel enfeksiyonlardan
sonra da kanatli hayvanlarin bir¢gogunun viriise direngli oldugu goriilmiistiir.
Ancak, devekuslarinda, seroepidemiyolojik testlerde KKKAH virlisiine karsi
antikor yanit1 olustugu belirlenmistir. Yapilan deneysel enfeksiyon ¢aligmalarinda
ise 1- 4 giinliik viremi gergeklesmekte ve i¢ organlarda besinci giine kadar viriis
belirlenebilmektedir. Bu durum, devekuslarinin endemik bolgelerden uluslararasi
bolgelere naklinde karantina siiresi uygulanmasina yol agmustir (2).

Kirim-Kongo kanamali atesi hastalig1 viriistiniin omurgali canlilar arasinda
yayillmasinda, kene aracili tasinma s6z konusudur. Devekuslar1 disinda kanath
hayvanlarin 6zellikle go¢men kuslarm, enfekte keneleri nakletmeleri disinda
hastaligin epidemiyolojisi tizerine dogrudan katkilar1 bulunmamaktadir (1).

Maymunlarda deneysel enfeksiyonlar yapilmasma karsin dogada, insanlar
disinda diger omurgali memeli hayvanlarda sadece gegici bir viremi goriilmekle

birlikte herhangi bir klinik bulguya rastlanmamustir (Sekil 7) (1, 2).

3.5.2. Artropod Vektor Keneler

Kirim-Kongo kanamali atesi hastalig1 viriisii omurgali hayvanlara, enfekte
kenelerin kan emmesi esnasinda nakledilmektedir. Kirim’da 1944-1945 yillarinda
ortaya ¢ikan endeminin bulundugu bdlgede, insanlarin hastaliktan dnce kene ile
temas ettikleri ve bdlgenin kene bakimindan yogun olmasi siipheleri {izerine
kenelerin virlisi nakletmis olabilecegi diistiniilmiistiir. Kirim-Kongo kanamali
atesi hastahigi vektorinin keneler oldugu, Chumakov ve ark. tarafindan
Hyalomma marginatum’un filtre edilmis stispansiyonlarin goniillii insanlara

inokile edildikten sonra hastalik olusmasiyla anlagilmistir (2).
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Ixodidae ve Argasidae ailesine bagli, 30°dan fazla kene tiirtinden viriis
izolasyonu gerceklestirilmistir. Ancak, bunlarin tiimiiniin vektér olabilme
yeterlilikleri yoktur. Vektorliik, viriis izolasyonun disinda viriisii duyarli canliya
nakledebilme ve viremik canlilardan alabilme yetenegine sahip olmasini
gerektirmektedir. Ixodidae ailesinde yer alan basta Hyalomma marginatum olmak
uzere H. anatolicum ve H. truncatum kenelerin, KKKAH virustini transtadial,
transovarial, veneral ve horizontal (aym1 konaktan kan emme esnasinda) olarak
naklettikleri kanitlanmistir (1). Ixodid keneler larva, nimf ve eriskin olmak {izere
iic gelisim donemine sahiptir. Larva ve nimfler tavsan gibi kiiclik memeliler ve
kirpileri secerken erigskin formlar1 sigir, koyun, keci gibi biiyilkk memeli canlilari
tercih ederler (2, 5). Vektor kenelerin disi eriskin formlari, enfekte bir konaktan
viremik donemde kan emdigi sirada etkeni alir ve yumurtalarina transovariyal
olarak nakleder. Boylece yeni nesiller, etkenle enfekte olarak gelismeye baslar.
Kenelerin ger¢ek anlamda vektoér olabilmesi i¢in bir gelisme doneminde kan
emdigi viremik bir konaktan viriisii alabilmesi (larva—nimf), sonraki gelisme
doneminde gomlek degistirme sirasinda etkeni tagimasi (nimf—erigkin), duyarl
baska konaklardan kan emerken etkeni transtadiyal olarak aktarabilmesi ve etkeni
yumurtalarma  (eriskin—yumurta)  transovariyal olarak  nakledebilmesi
gerekmektedir (Sekil 8) (64).

Deneysel olarak, KKKAH virlisi ile enfekte edilen kenelerin tukirik
bezleri, ireme organlar1 ve az da olsa diger doku ve organlarinda virtisun tiredigi,
titre artig1 ile gosterilmistir. Kene hiicre kiiltiirlerinde, in vitro olarak yapilan

enfeksiyonlarda viriisiin titresinde artis oldugu bildirilmistir. Ancak, memeli hiicre
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kalturlerinin aksine virusin hicre 6limlerine neden olmadigi ve viriisii herhangi

bir sitopatik etki gdstermeden tolere ettigi gdzlenmistir (70).

IKINCI KONAK

Doymusy disi

Konak arayan
acgerigkin

4-20 giin (110- 120 giin) W mxm
Doymus nimf Ag eriskin
e i ve KKKA virdsi

-b“‘\

Larva

Doymuy
disi

(30-90 giin)

14-26 giin
BIRINCI KONAK §

Konak arayan

Doymus nimf
ag larva

Sekil 8. KKKAH viriisiiniin dogadaki sirkiilasyonu (12)

Cok sayida yapilan epidemiyolojik calismalar, KKKAH’nin kenelerin
olgunlagsmamis formlarmin aktif oldugu bahar ve yaz aylarinda ortaya ciktigini
gostermistir. Hyalomma tiirii keneler bozkir, ovalar, yari ¢ol alanlar, tarim
arazileri, dag etekleri ve ayni zamanda cayir arazileri, ¢aliliklar ve ormanlik bitki
ortsu ile zengin nehir havzalar1 gibi ¢ok ¢esitli cografik alanlarda
bulunabilmektedir. Kis ikliminin yumusak olmasi, sonbahar aylarmin sicak

olmasi, yagislarin azalmasi, arazi ekimlerinin degismesi ve kullanimi, rezervuar
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hayvan tiirlerinin popiilasyonlarindaki degisiklikler kenelerin uygun yasam
alanlarinin artmasma katki saglamaktadir. Ozellikle sonbaharmn bitiminde yillik
sicaklik ortalamalarmin artmasi, nimflerin hizlica erigkin forma doniismelerini
saglamakta boylelikle kis aylarini atlatma sanslar1 artmaktadir. Hafif gegen kis
mevsimi de kenelerin yasam oranlarmi arttirmakta, kene popiilasyonlarinin
cogalmasi ve bolgede yiikksek prevalansa ulagsmalarma neden olmaktadir.
Iklimlerdeki degisiklikler, kenelerin dogrudan yasam oranlarini, gelisimlerini ve
aktivitelerini etkilemektedir. Birgok lilkede, KKKAH vakalarinin genel iklimsel
ve ¢evresel sartlari degismesine bagli olarak gelistigi bildirilmistir (1, 11).
Gocmen kuglarin ve hayvan hareketlerinin, viriisiin genis cografik alanlara
yayilmasinda potansiyel rollerinin oldugu bilinmektedir. Tiirkiye’de 2002 yilinda
ilk kez ortaya ¢ikan KKKAH vakalarinda, Balkanlar’dan go¢ eden kuslarin neden
olabilecegi ileri siiriilse de ne go¢men kuslarda ne de bunlarin tagidigi kenelerde

viriis tespit edildigine dair bulgular mevcut degildir (1, 19).
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Hyalomma marginatum
Current known distribution: October 2013”

= Present
Antic. Absent

= Obs. Absent
No data J
Unknown

Outermost regions

Azores (PT) f
Canary Islands (ES)
Madeira (PT)
Svalbard/Jan Mayen (NO)

ECDC 2013/VBORNET

Sekil 9. Hyalomma marginatum tiirii kenelerin diinyadaki dagilimi (71)

Tiirkiye, sicak iklimlerin ve bitki Ortiisliniin cesitliliginin (otlak alanlar,
cayir araziler, orman ve tarmmsal alanlar) fazla oldugu bélgelere sahip olmasi,
Hyalomma tiiri keneler i¢in dogal bir ortam olusturmaktadir ve bu bdlgelerde,
KKKAH enfeksiyon oranlari ile yiiksek korelasyon gdstermektedir (11).

Kirim-Kongo kanamali atesi hastaligi; Afrika, Asya, Avrupa’nin
giineydogu bolgesi ve Orta Dogu’da olmak iizere 30°dan fazla Ulkede rapor
edilmis olup kene kaynakli viral enfeksiyonlar igerisinde en biiyiik cografik
dagilima sahiptir (Sekil 9). Ilging bir sekilde tek bir serolojik bulgudan yillar

sonra, 2002 yilinda Tiirkiye’de ilk kez Dogu Karadeniz Bolgesi’nde hastalik
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ortaya ¢ikmistir (2). Tiirkiye’de KKKAH viriis izolasyonu ise ilk kez Ozdarendeli
ve ark. tarafindan Karadeniz Teknik Universitesi Farabi Hastanesi’nde yatmakta

olan KKKAH teshisi konulan bir hastanin kanindan yapilmistir (27).

3.5.3. Bulas Yollar ve Risk Gruplari

Kirim-Kongo kanamali atesi hastaligi virlisii insanlara, siklikla enfekte
kenelerin 1sirmasiyla bulasir. Ayn1 zamanda enfekte kenenin ¢iplak elle ezilmesi,
akut enfekte fazdaki hastalarla temas ya da viremik ciftlik hayvanlariyla temas
sonrasi enfeksiyonun olustugu bildirilmistir (1, 2).

Endemik bdlgelerde, tarim ve hayvancilikla ugrasan insanlar kenelerin
tesadiifi konaklar1 konumundadir. Bu grupta yer alanlarin biiyiik ¢ogunlugunu
tarim ¢alisanlari, hayvan sahipleri ve gobanlar, kesimhane ¢alisanlari ile veteriner
hekimler olusturmaktadir. Bu gruptaki calisanlar ayni zamanda risk altindaki
gruplar smifinda degerlendirilmektedir (1, 2). Bunlara ilaveten endemik
bolgelerde kamp, piknik, yiiriiyiis ve avcilik yapan kisiler de risk altinda
bulunmaktadir. Tiirkiye’deki endemik vakalarm %90 gibi biylk bir bolimini
ciftciler olugturmaktadir (1).

Endemik bolgelerde yasayanlar disinda, hastane ve saglik calisanlar1 da
ikincil yiiksek risk grubunu olusturmaktadir. Ozellikle KKKAH virist ile enfekte
hastalarin hospitalize edildigi hastanelerden ¢ok sayida nozokomiyal bulas
vakalar1 bildirilmistir (2). Bunlarin basinda %33’liik oranla akut enfekte bireye ait
ignenin kazayla saghk calisanmna batmasi, %8.7°lik oranla da enfekte hastanin
kantyla olan temaslarla KKKAH gelistigi rapor edilmistir. Ayrica enfekte hastaya

yapilan cerrahi miidahaleler ve otopsi sirasinda olusan yaralanmalarla enfeksiyon
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olustugu bildirilmistir. Viral materyal ile ¢alisan laboratuvar personellerinde dahi
enfeksiyon meydana geldigi Afrika’da birkag kez rapor edilmistir (1, 2, 18).
Hava yolu ile bulas olabileceginden siiphe edilse de heniiz

kanitlanmamustir (1).

3.5.4. Deneysel Hayvan Modelleri

Patogenez, konak¢1 immiinitesi ve in vivo viral replikasyon ¢alismalarinda,
hayvan modelleri cok dnemli araglardir. Hayvan deneyleri, anti-viral ilag ve as1
calismalarinin  gelistirilmesinde bilimsel temelleri olusturmaktadir. Hayvan
modellerine genel olarak etik ya da pratik olmayan sebeplerden dolayi, dogrudan
hedef canli iizerinde ¢alisilamadiginda ihtiyag duyulmaktadir. Kanada Ulusal
Arastirma Konseyi (NRC) 1985 yilinda hazirladigi raporda, hayvan modelleri;
analog uygunlugu, bilgi aktarilabilirligi, genetik benzerlik, biyolojik 6zelliklerin
bilinirligi, sonuglarin genele uygulanabilirligi, deneysel uygulamalarin kolayligi,
ekolojik ozellikler ve etiksel Ozellikleri bakimindan dikkate alinarak sec¢ilmesi
gerektigini vurgulamaktadir (72).

Kirim-Kongo kanamali atesi hastalig1 viriisii ilk izole edildiginden itibaren
cok sayida evcil ve laboratuvar hayvanlar1 {izerinde potansiyel hayvan model
calismalar1 yapilmistir. Bu ¢alismalarda kullanilan deney hayvanlarinda, ¢ok az ya
da hi¢ viremi gorulmezken vyiksek oranda noétralizan antikor seviyelerine
rastlandig1 ancak, klinik semptomlar olusmadig bildirilmistir. Cogu kanamali ates
hastaliklarmin aksine, primatlarda dahi KKKAH enfeksiyonu gelismemektedir.
Yavru fare modellerinde yapilan deneysel ¢aligmalarda, kan ve karacigerde

yiksek miktarda viriis titresi belirlenebilmistir. Ayni1 zamanda sistemik viral
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sacilma ve makrofaj hiicrelerinde enfeksiyon olustugu bildirilse de dalaktan viriis
izolasyonu yapilamamistir. Enfeksiyon, sadece insanlarda kanamali ates gibi
klinik belirtiler gostermekte, diger konakgilarda sadece gegici bir viremi
olusmakta ve semptomlar genellikle gizli ya da hafif seyretmektedir. Bu yuzden
hastaligin patogenez, profilaksi, tedavi ve asi calismalarinda kullanilmak {izere
bilinen bir hayvan modeli mevcut degildir (8).

Insan interferonlarmin (IFN) bunyaviriislere kars1 antiviral etkiye sahip
oldugu bilinmektedir. Yapilan in vitro ¢alismalarda IFN yanitin KKKAH viriis
replikasyonunda 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir. Ayrica Tip | (IFN - a,f) ve
Tip Il (IFN - y) interferon reseptorleri ¢ikartilmis fareler iizerinde yapilan
calismalarda, interferonlarm antiviral savunma etkilerinin ¢ok 6nemli oldugu
bildirilmistir. Son zamanlarda Tip | (IFNAR™) hiicre yiizey reseptorler ve
intraselliiler transkripsiyon sinyal dondstiiriicti ve aktivatér (STAT-1) protein
cikartilan (KO) fareler iizerinde yapilan caligmalarda, Tip I IFN yanitinin
hastaligin belirtilerinin kontrol altina alinmasinda 6nemli oldugu, IFN reseptorleri
cikartilan KO farelerin diisiik viriis titrelerine dahi son derece duyarli olduklar1
gosterilmistir. Boylece gelistirilen IFNAR™™ ve STAT-1 KO deneysel hayvan
modelleri, KKKAH’nin patogenez, tedavi ve as1 ¢alismalarinin aydinlatilmasinda

yardime1 olmasi diistiniilmektedir (47, 59, 60).

3.6. Klinik ve Laboratuvar Bulgulan
Hastaligin inkiibasyon periyodu, virlis ile olan temas sekline ve viriis
yiikkiine gore degismektedir. Enfekte kene tarafindan 1sirilma vakalarinda

inklibasyon periyodu 1-3 giin olarak belirlenmistir. Ancak, 9 gline kadar
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uzayabildigi de bildirilmistir. Enfekte kan ile olan temasta normal inkiibasyon
periyodu 5-6 gun olabilmekte ancak, 13 gine kadar uzayabilmektedir. Hastalik
grip benzeri semptomlarla ortaya g¢ikmaktadir. Kirim-Kongo kanamali atesi
hastaligi vakalarmmn bircogu, hafif ve spesifik olmayan ates belirtileri
gOstermesine ragmen, bazi hastalarda siddetli kanamalara neden olabilmektedir
(1,2,3,47,73,74).

Kapillar hasar, KKKAH vakalarinda sik goriilen bir patolojidir. Bu
nedenle hastaligin ilk olarak ortaya c¢iktigi Sovyetler Birligi’nde “kapillar
toksikozis” olarak adlandirilmistir. Hastaligin 6liimle sonuglanmasindan; agir1 kan
kaybi, sok, beyin, karaciger, bobrek hasari ile kalp ve akciger gibi ¢oklu organ
yetmezlikleri sorumlu tutulmustur (2, 3).

Klinik olarak hospitalize edilen ve gdzlenen hastalarda, hastaligin seyri;
inkiibasyon, prehemorajik, hemorajik ve konvelesan olmak tzere dort klinik faza
ayrilmstir.

Inkiibasyon periyodu; viral yiik ve bulas yoluna bagl olarak degismekle
birlikte 3-7 giin arasindadir. Kan yoluyla bulaslarda, bu siire daha kisa
stirebilmektedir. Prehemorejik faz; 1 ile 7 giin arasinda olmakla birlikte ortalama
3 glin stirmektedir. Hastalik 39-41°C’ye kadar ylkselen ani ates, bas ve kas agris1
ile birlikte goriilen halsizlik ile karakterizedir. Ates ortalama 4-5 giin kadar surer,
bazi durumlarda diyare, mide bulantis1 ve kusma goriilebilmektedir. Yiiz, boyun
ve gogiiste hiperemiler, skleralarda hemoraji goriildiigii bildirilmistir. Hemorajik
faz; 2-3 giin gibi kisa siirmektedir. Genellikle hastaligm 3. ile 5. giinleri arasinda
hizla gelismektedir. Deride gelisen kanamalarda elementer lezyonlar, petesi ile

yaygin hematomlar arasinda degigmektedir. Kanamalar mukoz membranlarda
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gorilmektedir. Kanamalara en sik; burun, gastrointestinal, liriner ve solunum
sisteminde rastlanmaktadir. Karaciger ve dalakta biliyiime oldugu da bazi
vakalarda bildirilmistir. Konvelasan faz; hastalik belirtilerinin ortaya ¢ikmasindan
10-20 giin sonraki donemde, hayatta kalmay: siirdiiren hastalarda goriilmektedir.
Bu donemde degisken nabiz, tasikardi, bradikardi, diisik kan basinci gibi
belirtilerin oldugu c¢esitli vakalar da rapor edilmistir. Enfeksiyonun yeniden niiks
etmesi ya da hastaligin bifazik olduguna dair higbir bilgi yoktur (1, 2, 3, 47, 75).
Hastaligin laboratuvar bulgulari arasinda, kan biyokimyasi ve tam kan
sayiminda; hastaligm ilk haftasinda gelisen trombositopeni, |6kopeni, fatal
vakalarda trombosit sayisinda ise ileri derecede azalma olabilmektedir. Hastaligin
siddetli seyrettigi vakalarda, hemoglobin seviyesi de diigiiktlr. Ayn1 zamanda;
pthtilasma bozukluklarin gelismesi, protrombin zamanmnin (PT) ve aktive kismi
tromboplastin (aPTT) zamanlarinda uzama, fibrin yikim Urinleri ve D-dimerlerin
artig1, fibrinojen miktarinda azalma meydana gelmektedir. Bu durum DIC’in
olustugunun gostergesidir. Hastaligm ilerlemesiyle birlikte serumda; ALT, AST,
LDH enzim seviyelerinde artislar meydana gelmektedir. Hipotansif hastalarda
gorilen kan dre nitrojen (BUN) ve kreatin fosfokinaz (CPK) seviyelerindeki
artiglar bobrek yetmezliginin 6lc¢lilmesine yardimci olmaktadir. Tam kan sayimi
ve kan biyokimyasi test sonuglari, yasamaya devam eden hastalarda 5 - 9 gun
arasinda normal seviyelere donmektedir (1, 3, 47, 75). Ayrica yapilan bir klinik
laboratuvar ¢alismasinda, IL-6 ve TNF-a seviyelerinin 6liimciil vakalarda daha

yiiksek oldugu bildirilmistir (61).
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3.7. Teshis Yontemleri

Erken teshis, hem tedavi basaris1 hem de hastaligin bulagin 6nlenmesi
acisindan ¢ok onemlidir. Ani baslayan ates, halsizlik gibi grip benzeri klinik
semptomlar ve hastanin 0ykisu (6zellikle de endemik bolgede bulunmasi), kene
isirmast ya da enfekte kan, doku ya da hasta bireyle temasi KKKAH igin
siiphelenilmesi gereken durumlardir. Klinik bulgulara ilaveten, hastaligin
biyokimyasal-hematolojik sonuclarla birlikte degerlendirilmesi gerekir. Hastaligin
ayni1 zamanda bakteriyel, viral, paraziter hastaliklar ve nonenfeksiy6z patolojiler
yonunden ayric1 tanisi yapilmalidir.  Ayirict tamida dikkat edilmesi gerekli
hastaliklardan bazilar1 riketsiyoz, leptospiroz, boreliyoz, meningokokkal
enfeksiyonlar, hantaviriis, malariya, sarthumma, Dengue hummasi, Omsk
kanamali hastaligi, Lassa atesi, Ebola, Marburg gibi kanamali ve atesli
hastaliklardir. Bu konularda o6zellikle nozokomiyal bulas agisindan saglik
personelinin bilgilendirilmesi, gerekli Onlemlerin alinmasi ve hastanin izole
edilmesi gerekmektedir. Hastaligin kesin tanisi igein viriis izolasyonu yaninda,

molekdiler ve serolojik metotlar kullaniimaktadir (1).

3.7.1. Biyokimyasal Testler

Trombositopeni, enfeksiyonun degismez bulgusudur. Hastalarda I6kopeni,
AST, ALT, LDH ve CPK seviyelerinde artis meydana gelmektedir. Hemostaz
testlerinde ise PT, aPTT zamanmi uzamistir. Bazi1 vakalarda, fibrinojen dizeyi

diismekte ve fibrin yikim tirtinleri artmaktadir (1).
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3.7.2. Viriis Izolasyonu

KKKAH virtsiin izolasyonu ve Kkiltivasyonu yiksek biyoguvenlik
sartlarint saglayan laboratuvarlar gerektirmektedir (1).

Viriis izolasyonu, hastaligin ilk 2-7 giinleri arasindaki viremik akut fazdaki
hasta serumu, doku ya da endemik bolgelerden toplanan kene siispansiyonlarmin,
1-2 gunluk yavru fare beyinlerine intrakraniyal (i.k.) ya da intraperitoneal (i.p.)
yolla inokiile edilmesiyle yapilmaktadir. Viriis izolasyonu ayni zamanda Vero,
SW-13, BHK-21, LLC-MK2 gibi hiicre hatlar1 kullanilarak da yapilmaktadir.
Hiicre kiiltiir izolasyonlar1 fare beyinlerinden yapilan izolasyonlara gére daha hizli
ve kolay ancak, duyarligi daha disiiktir ve yiiksek virlis konsantrasyonu
gerektirmektedir. Virus izolasyonu, inokulasyondan sonraki 2 ile 5. ginlerde
yapilabilmektedir. Hiicre kiiltiirlerinde, virlis susuna ve hiicre hattina bagl olarak
bir sitopatik etki goriilebilecegi gibi hichir sitopatik etki de gorilmeyebilir. Bu
yuzden imminofloresan (IFA) ve bu tez ¢alismasi kapsaminda gelistirilen psddo-
plak testi gibi monoklonal ya da poliklonal serumlarin kullanildig:
imminokimyasal testlerle hiicre kiltirlerinde, viriis teshisi ve viriis titresinin

belirlenmesi yapilabilmektedir (1, 2, 7).

3.7.3. Molekdler Teknikler

Tersine transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR), hizli olmasi
acisindan KKKAH viriislin laboratuvar teshisi i¢in en sik kullanilan yontemdir.
RT-PCR son derece 6zgll, duyarli ve hizlidir. RT-PCR dogrudan viriisiin genetik
materyalini tespit etmesi ve buna uygun olarak dizayn edilebilir olmasi, viriisiin

kiiltivasyonuna gerek duymamasi ve yiiksek giivenlikli laboratuvar sartlari
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gerektirmemesi agisindan son derece kolay ve guvenle uygulanabilir bir
yontemdir. Hastaligin ilk haftasindan sonra serumda enfektif virlis miktari
azalmasina karsin viral RNA 16. giine kadar RT-PCR ile belirlenebilmektedir. Bu
yoniyle enfektif virlsu belirlemeye yonelik testlere gore daha avantajli
olmaktadir. Ayrica epidemiyolojik arastirmalar i¢cin sahadan toplanan kene
orneklerinden de viral niikleik asit dogrudan belirlenebilmektedir. Bir diger
avantaji da elde edilen kopya DNA (cDNA)’lar ile virlisiin genetik olarak
sekanslanmasi ve filogenetik analizlerde kullanilabilmesidir (1, 2, 75, 76).

Klasik RT-PCR testinin daha gelismis olan1 ve kantitatif deger veren
otomatize real-time PCR testi; kontaminasyon oranmi azaltmasi, daha yiiksek
duyarhilik ve 0Ozgillige sahip olmasimndan dolayr virlis suslar1 arasindaki
varyasyonlar1 belirleyebilmesi, dakikalar igerisinde sonuglanmasi, viral nukleik
asit hakkinda kantitatif olarak bilgi vermesi ve monitorize edilebilmesi yoniiyle

daha fazla avantaja sahiptir (1, 2, 76, 77, 78).

3.7.4. Serolojik Metotlar

Hastalik belirtileri ortaya ¢iktiktan 7 giin sonrasinda, spesifik IgM ve kisa
slire sonra da IgG antikorlar ELISA ve IFA testleri ile belirlenebilmektedir. Akut
bir enfeksiyon, ¢ift 6rnekli serumda 4 kat titre artis1 veya tek bir 6rnekte IgM
antikorlarinin saptanmasi ile tanimlanir. Enfeksiyondan 4 ay sonra, spesifik IgM
belirlenebilir dizeyin altina diiserken IgG en az 5 yila kadar belirlenebilir diizeyde
kalmaktadir. ELISA testleri, IFA testlerine gore olduk¢a duyarli ve daha
hassastir. Oliimciil vakalarda antikor yamit nadiren belirlenebilmektedir. Hastalik

genellikle serum ve karaciger biyopsi orneklerinden yapilan viriis izolasyonlari ile
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dogrulanmaktadir. Hastaligin akut fazinda, serum 6rneklerinden ve siipheli kene
homojenatlarindan yapilan antijen ELISA ve IFA testleri ile viral antijenler
belirlenerek de enfeksiyon teshis edilebilmektedir. Bunlarin yaninda ters pasif
hemaglutinasyon testi (RPHA) ile hastaligin 1 ile 5. gilinleri arasinda serum
orneklerinden, kene homojenatlarindan, hiicre kiiltiirii ve yavru fare beyinlerinden
hizli bir sekilde antijen tespit edilmistir. Ancak, baz1 karsilastirma ¢aligmalarinda
RPHA’nin ELISA’ya gore daha diisik, komplement fiksasyon (CF),
imminodifizyon (ID) ve IFA’ya gore daha yiiksek hassasiyette oldugu
bildirilmistir (1, 2, 47, 79). Son zamanlarda rekombinant KKKAH viriis
nikleoprotein (rNP) ve monoklonal antikorlar kullanilarak gelistirilen ELISA ve
IFA testleri ile enfekte hasta serumundan hastaligin erken dénemlerinde, antikor
tespiti ile teshis yapilabilmektedir (80, 81, 82, 83). Ayrica floresan rediiksiyon
notralizasyon (FRNT) ve son zamanlarda gelistirilen psédo-plak rediksiyon
notralizasyon testleri (PPRNT) ile serumdaki koruyucu antikor yanit titresi

Olciilerek hastalig1 atlatan bireyler teshis edilebilmektedir (84).

3.8. Tedavi Amac¢h Uygulamalar

Kirim-Kongo kanamali atesi hastaliginin bilinen spesifik bir tedavisi
yoktur. Hastaligin tedavisinde uygulanan giincel yaklagimlar; destekleyici
tedaviler, ribavirin uygulamasi, antikor tedavileri ve diger antiviral tedavi

secenekleri ile smirh kalmaktadir (8, 47).
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3.8.1. Destekleyici Tedaviler

Destekleyici tedavi, vaka yonetiminin ¢ok Onemli bir pargasidir. Bunlar
arasinda; trombosit, taze donmus plazma ve eritrosit sispansiyon transfiizyonlari
yer almaktadir. Kan iriinleri ile yapilan bu tiir replasman tedavileri, hastanin tam
kan saymmi giinde bir veya iki kez kontrol edilerek yapilmali, aksi halde pulmoner
odem gelismesine neden olabilmektedir. Potansiyel kanama odaklarinin
olabilecegi diisiiniilmeli ve peptik iilserli hastalar i¢in histamin reseptor blokorleri
verilmeli, kas ic¢i enjeksiyonlardan ve koagiilasyon sistem (izerine etkileri olan
aspirin  gibi ilaglarin  kullanimindan kac¢milmalidir. Ayrica nonsteroid
antienflamatuvar ilaclar da kullanilmamalidir. Hastanin, sivi ve elektrolit dengesi
stirekli kontrol edilmelidir. Trombosit destegi ile trombositopeni ve trombosit
fonksiyon bozukluklarin neden oldugu kanamalar dnlenebilmekte veya kontrol
altina almabilmektedir. Taze donmus plazma infiizyonu ise koagiilasyon faktor

bozukluklarin, PT ve aPTT’ ’nin normale déonmesine yardimci olmaktadir (1, 8,

85).

3.8.2. Ribavirin Uygulamasi

Ribavirin sentetik piirin niikleozit analogudur ve ¢cok sayida RNA ve DNA
virtslerin replikasyonunu engelledigi in vitro olarak gosterilmistir (8, 86).
Ribavirinin, KKKAH’deki etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Hepatit
C virus (HCV), respiratuvar sinsitiyal viriis (RSV) ve son zamanlarda Lassa atesi
gibi viral hastaliklarin tedavisinin kullaniminda lisanslanmistir. Ribavirinin oral,
intravenoz ve Ozellikle RSV enfeksiyonlarinda kullanim i¢in gelistirilen aerosol

formlar1 bulunmaktadir. Bazi viral hastaliklarda yapilan ¢alismalarda, ribavirinin

41



antiviral etkisini; (i) viral guanililtransferaz ve viral metiltransferaz gibi enzimler
tarafindan gergeklestirilen viral sapka ¢alma mekanizmasini, (ii)) RNA-bagimli
RNA polimeraz aktivitesini ve (iii) viral helikaz aktivitesini engelleyerek
gerceklestirdigi desteklenmektedir (87, 88, 89, 90, 91).

Yavru farelerde yapilan deneysel bir ¢aligmada, ribavirin tedavisinin
KKKAH’nin mortalitesini diigiirdiigii ve ortalama olim siirelerini uzattigi
gozlenmistir (8, 92, 93). Ayrica Bente ve ark.,, STAT-1 KO fareler kullanarak
yaptiklar1 bir ¢alismada, ribavirinin enfeksiyondan koruyucu etkisi oldugunu
bildirmiglerdir (60). Randomize klinik ¢alismalarin insanlar {izerinde yapilmasi
etik olmadig i¢in ribavirinin etkisi ancak, gozlemsel ¢aligsmalarla tanimlanmigtir
(1, 92).

Koksal ve ark., yaptiklar1 bir ¢alismada, Refik Saydam Hifzissihha
Merkezi (RSHM) tarafindan KKKAH teshisi konulan 136 hastayi, randomize
olarak iki gruba ayirmislardir; 64 hastaya hastaligin erken déneminde baslanarak
10 giin boyunca oral ribavirin ve destekleyici tedavi uygulanirken 72 hastaya
sadece destekleyici tedavi uygulamiglardir. Calisma sonucuna gore iki grup
arasinda hastaligin inkiibasyon periyodu, klinik belirtiler ve laboratuvar bulgulari,
hasta yatis siireleri, platelet inflizyon ihtiyaclari, platelet seviyelerinin normale
donmesinde gecen siireler arasinda istatistiki olarak fark goriilmemistir. Bu
sonuglara gore ribavirin tedavisinin, KKKAH tedavisinde dnemli bir katkisinin
bulunmadig: ileri siiriilmiistiir. Bununla birlikte ribavirinin etkisi hala tartigmahidir
(94).

Hafif seyreden vakalarda ribavirin kullanilmasi tavsiye edilmemektedir.

Ancak, siddetli vakalarin tedavisinde kullanimi Onerilmemektedir. Hastaligin
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siddeti Swanepoel kriterlerine gore tanimlanmistir ve siddetli vaka tanimi
hastaligin ilk bes giiniinde; beyaz kan hiicre sayim1 >10.000/mm?®, platelet sayim1
<20.000/mm?, AST seviyesi > 200 U/L, ALT seviyesi > 150 U/L, aPTT >60
saniye, fibrinojen seviyesi <110 mg/dL oldugu vakalardir (95, 96). Ribavirinin
KKKAH’de hem oral hem de intravendz kullaniminin etkili oldugunu destekleyen
bircok ¢aligma olmasinin yani sira, ribavirin hastaligin erken donemlerinde etkili
olurken, kanamalar basladiktan sonra etkisi olmadigi da ileri siiriilmektedir.
Kirim-Kongo kanamali atesi hastaligi virlsl ile enfekte bireylerde yapilan
ribavirin uygulamalarinda ilaca bagli herhangi bir yan etki goriilmedigi ancak,

gebe kadinlarda teratojenik etkisinden dolay1 kontraendike oldugu bildirilmistir

(1).

3.8.3. Antikor Tedavileri

Kirim-Kongo kanamali hastaligindan iyilesen insanlardan elde edilen
serumlar, hasta bireylere pasif transfer edilerek hastalik tedavi edilmeye
calisilmistir. Serum ile tedavi uygulamalari ilk olarak Chumakov tarafindan 1944-
1945 yillarinda goriilen vakalarda kullanilmistir ve az da olsa faydali oldugu
bildirilmistir. Sonraki yillarda intramuskiiler kullanim i¢in “CCHF-bulin” ve
intravendz kullanim i¢in “CCHF-venin” olmak {izere iki farkli imminoglobulin
gelistirilerek Bulgaristan’daki vakalarda denenmistir. Bu sekilde yapilan tedavi
uygulamalarinda, hastalarn daha hizli iyilestikleri bildirilmis ancak, kontrol
gruplart olusturulmamistir. Kubar ve ark. tarafindan, Tirkiye’de hastaliktan
iyilesen insanlardan elde edilen hiperimmiin serumlar ile siddetli vakalarda

yapilan tedavi uygulamalarinda, serum tedavisinin umut verici oldugunu

43



bildirmiglerdir. Ancak, bu c¢alismada kontrol grubu olusturulmamistir (8, 47, 92,
97).

Berlotti-Ciarlet ve ark., KKKAH viriisiin Gn ve Gec glikoproteinlere karst
urettikleri monoklonal antikorlar (MAbs) ile in vitro ve in vivo koruma
denemeleri yapmiglardir. SW-13 hiicre hatt1 kullanarak yaptiklar1 notralizasyon
testinde, anti-Gc MADbs nétralizan etkiye sahipken anti-Gn MAbs’in nétralizan
etkisinin olmadigmi gostermislerdir. Ancak, yavru farelerde in vivo olarak
yaptiklar1 pasif immiinizasyon denemelerinde anti-Gc MAbs’n fareleri oldiiriicii
dozdan koruyamadigi, anti-Gn MAbs’m ise korudugu goriilmiistiir. Bu sonug,
ndtralizasyonun sadece antikor 6zelligine bagli olmadigini ayn1 zamanda konakg1
hlicre faktorlerine ve antikor bagimli hiicre aracili sitotoksite ile iligkili olmasiyla

aciklanmistir (98).

3.8.4. Diger Antiviral Uygulamalar

Bircok viral enfeksiyona karsi, hiicreler tarafindan Tip I IFN’ler ve
interferon sitimille eden genler (ISGs) aktive edilerek innate immin yanit
uyarilmaktadir (99). Tip I hiicre yiizey reseptorleri ¢ikartilan farelerin (IFNAR ™)
KKKAH enfeksiyonlarina duyarh olduklar1 ve viriisiin Tip I IFN duyarh viriisler
arasinda yer aldig1 bilinmektedir. Interferonlarm KKKAH enfeksiyonlarina kars1
etkisinin incelendigi in vitro bir ¢alismada, Tip I IFN’lerin viris replikasyonunu
inhibe ettigi bildirilmistir. Interferonlar1 tedavide kullanilmasinda, hasta
bireylerde enflamatuvar yanit1 tetikleyebilecegi ve hastaligin klinik etkilerini
azaltabilecegi diistiniilmektedir ancak, in vivo olarak daha detayli incelemelere

ihtiya¢ duyulmaktadir (47, 59, 100).
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Andersson ve ark., tarafindan yapilan bir diger ¢alismada, interferonlar
tarafindan uyarilan insan Mx proteinin, KKKAH virust ile enfekte hicrelerde,
virisin NP proteini ile interaksiyona girerek viral replikasyonu inhibe ettigi
gosterilmistir (101). Tip | IFN’ler tarafindan uyarilan ISG20, proteinkinaz R
(PKR) gibi farkli proteinlerin de viriisiin replikasyonunu engelledigi in vitro

calismalarla gosterilmistir (102).

3.9. Koruma ve Kontrol

3.9.1. Asilama

Viral hastaliklara kars1 korunmada, asilama ¢ok Onemlidir. Ancak,
KKKAH’ye kars1 gelistirilen giivenilir ve FDA tarafindan onaylanmis bir as1
mevcut degildir. Simdilik kullanimi smnirli tek as1 sadece Bulgaristan’da
uretilmektedir (8).

S. Vassilenko, 1968 yilinda iki hastadan yavru fare beyinlerine enjeksiyon
yaparak KKKAH viriisii izole etmistir. Fare beyinlerinde iiretilerek kloroform ve
58 °C’de inaktive edilen viriis, aluminyum hidroksit icerisinde adsorbe edilerek
hazirlanmistir. 1970 yilinda Sovyetler Birligi’nde gelistirilen KKKAH asisi,
binlerce insanda denendikten sonra test edilen serumlarda, tekrar doz asilama
yapildiginda bile diisiik seviyede nétralizan antikor oldugu belirlenmis ancak,
koruyucu etkinligi degerlendirilmemistir. 1974 yilindan itibaren benzer bir asi
Ozellikle askeri ve saglik personelleri, ¢ift¢iler ve Bulgaristan’daki endemik
bolgelerde yasayan insanlarda kullanilmaya baslanmistir. Asmin koruyucu
etkinligi, 21 yillik asilama sonrasi ve asilamadan Oncesine gore degerlendirilerek

yapilmig ve dort kata kadar vaka sayisinda azalma oldugu bildirilmistir. Ancak,
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asilanan insanlar, bireysel olarak gozlenmemistir. Gegen bu siire¢ icerisinde
KKKAH viriisiin ekolojik ve epidemiyolojik sartlarmin degismesi, insanlarin
koruyucu oOnlemler almalar1 ve daha dikkatli olmalar1 da bu azalista etkili
olmustur. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda Bulgar agisinin hem hiicresel hem
de humoral immiin yaniti KKKAH’ye kars1 uyardigi ancak, dort kez asilanan
kisilerde dahi notralizan antikor yanitin diisiik oldugu bildirilmistir (11, 92, 103,
104, 105).

K. Spick ve ark., Rift Vadisi hummas: viriisii (RVFV) ve KKKAH igin M
segment DNA asilar1 dizayn ederek her bir DNA asisin1 tek baslarina ve Hantaan
virtis (HTNV) ile kene ensefalit virlisii (TBEV) i¢in dizayn ettikleri DNA asilar1
ile birlikte multivalent olarak BALB/c fareler iizerinde test etmislerdir. Kirim-
Kongo kanamali hastaligina kars1 dizayn edilen DNA asisinin ¢ok zayif notralizan
antikor yanit olusturdugu bildirilmistir (106).

Ghiasi ve ark., yaptiklar1 bir ¢alismada virtis Gn ve Gc glikoprotein
genlerini, titln bitkisine klonlayarak stabil glikoprotein Ureten transjenik bitkiler
iretmeyi basarmislardir. Elde ettikleri transjenik bitki yaprak ve kokleri ile
BALB/c fareleri besleyerek oral immiinizasyon saglamaya calismislardir. Sadece
transjenik bitki ile besledikleri farelerde, Gn ve G¢’ye karsi 1:256 oraninda bir
1gG titre artis1 oldugunu, beslemenin yani sira bitkilerden piirifiye ettikleri Gn ve
Gc proteinler ile enjeksiyon yaptiklar1 grupta 1:32000 oraninda daha yiiksek bir
IgG yanit olustugunu bildirmislerdir. Deney hayvan modeli ve gelismis
laboratuvar olmadig: i¢cin koruyuculugu test edilememistir. Calisma sonuglarina

gore bu sekilde olusturulan transjenik bitkilerin, endemik ve yiksek riskli
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bolgelere dagitilmasiyla hayvanlarin immiinize edilmeleri, boylece olast KKKAH

vakalarinin 6nlenebilecegi 6nerilmistir (107).

3.9.2. Korunma

Kirim-Kongo kanamali atesi hastaligina karsit korunma ve kontrol
tedbirlerinin basinda halkin, risk altinda bulunan tarim ve saglik calisanlarmnin
bilgilendirilmesi gerekmektedir. Enfeksiyonla micadelede keneler en 6nemli
basamag1 olusturmaktadir. Ozellikle endemik bolgelerde yetistirilen ¢iftlik
hayvanlari, kenelere konaklik etmeleri ve enfeksiyonun yayilmasmna neden
olmalarindan dolayr uygun akarisidlerle diizenli olarak ilaglanmaldir (3, 12).
Bunlarin yami sira, endemik bolgelerde yasayan ya da bu gibi yerlere seyahat
amaciyla gidenlerin, kigisel Onlemler almasi gerekmektedir. Repellent
kullanmalari, koruyucu elbiseler giymeleri, siipheli hayvanlarla temastan
kaginmalar1, doku ve doku sivilariyla temas etmemeleri ve viicutlarinda siirekli
kene kontrolii yapmalar1 gerekmektedir. Kene 1sirmasinda kimyasal ajanlar
kullanmadan, uygun mekanik yontemlerle, miimkiin oldugunca kisa zamanda
kene ¢ikartilmali ve en yakim saglik kurulusundan bilgi alinmalidir. Nozokomiyal
bulas riski ag¢isindan saglik calisanlari; eldiven giyme, hastaya ait viicut sivisi
bulagsmis ekipmanlarla dikkatli ¢alisma ve hastanin izolasyonu gibi standart

koruyucu 6nlemler almahdir (1, 2, 3, 11).
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3.10. Amag

IIk olarak 12. yiizyilda Tacikistan’da tanimlanan KKKAH, inkiibasyon
periyodunu takiben idrarda, tikdrik, rektumda ve abdominal kavitede kan
gorilmesi, viicutta yaygin kanamalarla ve yiksek mortaliteyle seyreden zoonotik
bir hastalik olarak tarif edilmistir. Virisiin yUksek derecede patojenitesi nedeniyle
bioterorizmde kullanilabilecegi nedeniyle Hastalik Kontrol ve Koruma Merkezi
(CDC) tarafindan kategori C viriisii siniflandirmas1 yapildi. Glney Afrika, Rusya,
Iran, Eski Yugoslavya (Kosova) ve Bulgaristan gibi iilkelerde yiiksek mortaliteyle
seyreden ciddi salginlar yasanmustir. Hastaliga sebep olan viriisiin, Yyuksek
enfektif tabiati nedeniyle yiiksek giivenlikli laboratuvarlarda c¢aligilma
zorunlulugu virts ile ilgili caligmalarin kisitl sayida kalmasiyla sonuglanmaistir.

Ulkemizde KKKAH vakalar1, 2002 yilindan itibaren goriilmeye basland.
2002 yilindaki toplam 17 vakada 6liim goriilmedi. Ertesi yil vaka sayis1 133°e
ciktt1 ve 6 kisi hastaliktan yasamini kaybetti. 2004-2006 yillar1 arasinda vaka
sayilar1 ve hastaliktan yagsamini kaybedenlerin sayis1 artt1. 2004 yilinda 249 vaka,
13 6lim; 2005 yilinda 266 vaka, 13 6lim; 2006 yilinda 438 vaka, 27 6lim
goriildii. 2013 Eylil ay:r itibari ile 8000 civarinda dogrulanmis vaka ve %5
oraninda mortalite rapor edilmistir. Gerek Saglik Bakanligi’nin gerekse Tarim ve
Hayvancilik Bakanligi’nin hastaligim kontrol altina alinmasi, yayilmasimnin
onlenmesi ve bolge halkinin konuyla ilgili bilin¢lendirilmesi ¢abalarina ragmen
KKKAH her gecen yil vaka ve Olim sayis1 bakimindan artisini siirdiirmeye
devam etti. Daha da Onemlisi, hastaligin ilk ¢iktig1 yerler Tokat ve Sivas

yorelerini i¢ine alan ve Kelkit Vadisi olarak tanimlanan smirl bir bolgedeyken
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giiniimiizde Aydin’dan Erzurum’a, Sanli Urfa’dan Yozgat’a kadar genis bir
cografyaya yayildi.

Hastaliktan korunmada koruyucu asilama ¢ok dnemli bir yer tutmaktadir.
Bununla birlikte, KKKAH’ye kars1t FDA tarafindan onaylanmis heniiz etkili bir
as1 yoktur. Sadece fare beyinlerinden iiretilerek inaktive edilip hazirlanan anti-
KKAKH agis1 Bulgaristan’da Bul-Bio Enfeksiyoz ve Parazitik Hastaliklar Ulusal
Merkezi (BulBio-NCIPD Ltd.) tarafindan iiretilmektedir. Ancak, asinin deneysel
olarak viriise karst koruyucu oldugu belirlenmemistir. Ayrica asinm fare
beyinlerinden elde edilmesi, insanlarda otoimmiin hastaliklar olusturma riski
tasimaktadir ve birgok iilkede kullanimina izin verilmemektedir. Bdylece daha
giivenli ve etkili agilarin tiretilmesi gerekmektedir.

Yukaridaki veriler bize, iilkemiz i¢in ciddi bir zoonotik hastalik olan
KKKAH’ye karsi, en kisa zamanda en rasyonel ¢0ziim iiretecek proje ya da
projeler olusturulmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.

Bu c¢aligmanin amaci; spesifik bir tedavisi ve koruyucu asist olmayan
KKKAH’ye kars1 as1 antijeninin hiicre kiiltlir sisteminde ve fare beyninde olmak
Uzere, iki farkli sistemde {iretilerek konsantre edilmesi, inaktivasyonu ve
ptirifikasyonun yapilarak, as1 antijenlerinin elde edilmesidir. Hiicre kiiltiir tabanl1
as1 ile fare beyninden hazirlanan asilarin Alum adjuvanti ile adjuvanize edilerek,
BALB/c farelerinin 3’er hafta araliklarla 3 kez intraperitoneal yolla imminize
edilerek, olusacak anti-KKKAHYV nétralizan antikorlarin belirlenmesi ve hangi as1
antijenin KKKAH’ye karsi koruyucu antikorlar1 daha fazla indiiklediginin

belirlenmesi amag¢lanmistir.
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4. MATERYAL METOT

4.1. Viral Stoklarin Hazirlanmasi

4.1.1. Turkey-Kelkit06 Kirim-Kongo Kanamal Atesi Hastahgi Viris
Susunun Izolasyonu

4.1.1.1. Materyal

Fare: BALB/c

Enjektor: Hayat, 1 ml 3P 30G 1014

Fetal Bovine Serum (FBS): Sigma, F2442

Antibiyotik (Penisilin/streptomisin/amfoterisin B): Sigma, A5955

DMEM F-12 Ham: Sigma, D8900

Santriftj: Hettich, Universal 320R

1.5 ml santrifuj tip: USA Scientific, 1615-5500

-80°C dolap: Nuaire, NU-9483E

Virlis Uretme vasatt: %2 FBS ve %1 antibiyotik iceren DMEM F-12 Ham

Not: Canli Turkey-Kelkit06 KKKAH viriisii ile ilgili biitiin c¢calismalar
biyogiivenlik seviye 3 laboratuvarda (BSL-3) ve biyogiivenlik kabinlerinde

yapumugstir.

4.1.1.2. Metot
Viriis {iretimi amaciyla 2006 yilinda Tiirkiye’de endemik bdlge olan
Kelkit Vadisi’nde yasayan bir hastanin kanindan izole edilen Turkey-Kelkit06

KKKAH viriis susu kullanildi (27).
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Bu amacla, 2-3 gunlik yavru BALB/c farelere intraserebral yolla 30 pl
kan ornekleri enjekte edildi. Enfeksiyondan sonra gunlik olarak fareler gozlendi
ve klinik belirti gosterenler oOlimler sekillenmeden hemen once servikal
dislokasyonla 6tenazi edilerek aseptik sartlarda beyinleri ¢ikartildi.

Her bir fare beyni 1200 ul %2 FBS ve %1 antibiyotik iceren DMEM F-12
Ham ile homojenize edildi ve -80 °C dondurucuda saklandi.

Fare beyinleri buz kabmda ¢dzdiiriilerek beyin homojenatlar1 +4°C’de
1200 rpm’de 30 dk santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlar 1.5 ml’lik santrifiij
tuplerine 1 ml olacak sekilde transfer edildi.

Bu sekilde fare beyinlerinde ii¢ kez virlis pasaji yapilarak elde edilen 3.

virlis pasajlar1 -80°C°de ana stok olarak saklandi (27).

4.2. Titrasyon Testi

4.2.1. Psodo-Plak Testi

4.2.1.1. Materyal

24 kuyucuklu pleyt: Costar, 3524
Trypsin-EDTA: Sigma, T4049

DMEM F-12 Ham: Sigma, D8900

FBS: Sigma, F2442

Antibiyotik (Penisilin/streptomisin/amfoterisin B): Sigma, A5955
Karboksi metil selliloz: Sigma, C9481
Benmari: Memmert, SV 1422
Karbondioksitli inkiibator: Nuaire, Class 100

Otoklav: Hirayama, HA-240MIV
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Isiticilt manyetik karistirici: Fisher Scientific, 11-300-49SHP

Hucre Uretme vasat:: %10 FBS ve %] antibiyotik igeren DMEM F-12
Ham igerisinde hazirlandi.

Overlay vasati: %2 oraninda karboksi metil seliiloz, dH,O igerisinde
1isiticilt manyetik karistiricida 300°C ve 500 rpm hizda karistirilarak ¢ozdiiriildi.
121°C’de 15 dkK siireyle otoklav edilerek iki kat yogunlukta hazirlanan DMEM F-
12 Ham ile 1:1 oraninda %2 FBS ve %1 antibiyotik ilave edilerek homojenize

edilerek hazirland.

4.2.1.2. Metot

Test yapilmadan bir giin once, 24 kuyucuklu pleyte Vero E6 hucreleri,
Trypsin-EDTA ile kaldirilarak hiicre iiretme vasati igerisinde kuyucuk basina
20x10%/ml gegildi.

Yedi adet santrifiij tiipii isaretlenerek biitiin tiiplere sulandirma soliisyonu
olarak 0.9 ml DMEM F-12 Ham ilave edildi.

Titresi hesaplanacak viriis stogundan 0.1 ml alinarak ilk tiipe eklendi ve
vortekslendi. Birinci tiipten 0.1 ml alinarak ikinci tiipe ilave edildi. Diltisyonlar bu
sekilde, log 10 tabaninda 10™’den 10™"ye kadar yapilarak hazirland: (7).

Bir giin 6ncesinden hazirlanan, 24 kuyucuklu pleytteki hiicre liretme vasati
alind1 ve once hiicre kontrolden baslanarak en yiiksek sulandirmadan en diisiik
sulandirmaya dogru %80 monolayer olan hucrelerin tzerlerine, her sulandirim
icin dorderli olmak {iizere ve her bir kuyucuga 0.2 ml sulandirilmis viriis gegildi.
Iki kuyucuga viriis kontrol olarak sulandirilmamus viriisten, iki kuyucuga da hiicre

kontrol olarak sadece sulandirim sollisyonundan 0.2 ml gegildi.
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Pleyt 37°C’de, %5 CO>’li inkiibatore konulup 1 saat siireyle ve 15 dk’da
bir calkalanarak adsorbsiyona bagl ekim yapildi.

Enfeksiyon sonunda kuyucuklardaki inokilim atildi ve 37°C benmaride
1isitilan overlay vasatindan her kuyucuga 1ml eklendi. Pleyt 37°C’de %5 CO2’li

etiivde 5 gun inkibe edildi (7).

4.2.2. Testin Goruntulenmesi

4.2.2.1. Materyal

Sodyum fosfat monobazik (NaH,PO4*H,0): Merck, K91348245 738
Sodyum fosfat dibazik (Na,HPO,): Sigma, S0876

%37 Formaldehit: Sigma F8775

Fosfat tampon soliisyonu (PBS): Amresco, E404-200 TABS
Triton X-100: Sigma, T9284

Calkalayici: IKA KS260, 2980300

Yagsiz siit tozu: Pmar sut tozu

Tris hidroklortr/Tris-HCI (NH,C(CH,OH)3*HCl): Sigma, T3253
Sodyum klortr (NaCl): Merck, K92033000 546

Polisorbat 20/Tween-20: Merck, S4662084 636

Goat Anti-Mouse B-gal konjugat: Southern Biotech, 1010-06
Magnezyum klorit (MgCl,): Merck, S4845833 730
N,N-Dimetilformamit (HCON(CHs;),): Sigma, D4551

X-Gal (C14H1sBrCINOg): Sigma, B4252

Nitrotetrazolium Blue chloride/NBT (C4oH30N10Og *2Cl): Sigma, N6876
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%10 Notral tampon formalin solusyonu:

4 g sodyum fosfat monobazik

6.5 g sodyum fosfat dibazik

100 ml %37’lik formaldehit

dH2O igerisinde manyetik karistiricida ¢ozdiriildiikten sonra pH 6.8’¢
ayarlanarak 1000 ml’ye tamamland:.

Permeabilizasyon sollisyonu: %0.1 Triton X-100 iceren PBS.

Bloklama soliisyonu: %5 yagsiz siit tozu igeren PBS

TBST sollsyonu:

10 mM Tris-HCI (pH 8.0)

150 mM NaCl

%0.1 Tween-20

dH,0 igerisinde hazirland:.

Substrat sollisyonu: %99 dimetilformamid icerisinde 50 mg/ml ¢ézdurilen
X-Gal ve %70 dimetilformamit igerisinde 83 mg/ml ¢dzdiiriilen NBT’den 1/300

oraninda 5mM MgCl; iceren PBS sollisyonuna ilave edildi.

4.2.2.2. Metot

Enfeksiyondan sonraki 4. gin kuyucuklara steril kabinde nétral buffer
formalin soliisyonundan 0.5 ml konuldu ve hiicreler oda isisinda 20 dk fikse
edildi.

Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki soliisyon uzaklastirildi ve hiicreler

1ml PBS ile yikandi.
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Kuyucuklara permeabilizasyon soliisyonundan 0.5 ml ilave edilip 4 kez 5
dk siireyle oda 1sisinda 50 rpm hizdaki ¢alkalayicida hiicreler permeabilize edildi.

Son permeabilizasyon isleminin ardindan kuyucuklar 0.5 ml bloklama
solusyonu ile 30 dk oda isisinda c¢alkalayicida 50 rpm hizda inkiibe edilerek
blokland:.

Bloklama isleminden sonra hiicreler 1ml PBS ile yikandi.

KKKAH virlistine kars1 elde edilmigs poliklonal fare serumu TBST
icerisinde 1/1500 oraninda sulandirildi ve her kuyucuga 0.2 ml ilave edilerek oda
1s1sinda ¢alkalayicida 50 rpm hizda 1 saat inkiibe edildi.

Kuyucuklar 10 dk araliklarla ti¢ kez TBST ile yikandiktan sonra 1/1500
oraninda TBST igerisinde sulandirilan Goat Anti-Mouse B-gal konjugat ile 1 saat
sureyle oda 1s1sinda 50 rpm hizda calkalayicida inkiibe edildi.

Hucreler tekrar TBST ile 10 dk araliklarla {i¢ kez yikandiktan sonra
substrat soliisyonundan 0.2 ml her kuyucuga ilave edilip 37°C’de inkubat6érde 15-
30 dk arasinda inkiibe edildi.

Enfekte hlcreler mavi renkte belirginlestikten sonra kuyucuklar, dH,0O ile
yikand1 ve ¢iplak gbzle olusan odaklar sayildi.

Viriis titresinin hesaplanmasi igin;

sayilan odak ortalamasi
PPFU/ml=

(inokuliim miktart) x (diliisyon orani)

formiilii kullanildi (7).
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4.3. Hucre Kultir Tabanh Kirnnm-Kongo Kanamah Atesi Hastahg
Asis1 icin Viriis Uretimi

4.3.1. Vero E6 Hucre Kulturd

4.3.1.1. Materyal

Santriftij: Beckman Coulter, Allegra X-22

DMEM F-12 Ham: Sigma, D8900

FBS: Sigma, F2442

Antibiyotik (Penisilin/Streptomisin/amfoterisin B): Sigma, A5955

Trypsin-EDTA: Sigma, T4049

PBS: Amresco, E404-200 TABS

Hucre Uretme vasat:: %10 FBS ve %1 antibiyotik iceren DMEM F-12
Ham

Huicre: Vero E6 (Firat Universitesi (FU) Viroloji ABD Hiicre Kiiltiir stogu)

12.5 cm’ Flask: Falcon, 35018

25 cm? Flask: Corning, 3056

75 cm? Flask: Corning, 430720

175 cm? Flask: Corning, 431079

15 ml Santrifiij Tup: Usa Sci., 1475-0511

Azot tanki: Taylor-Wharton, LS750

4.3.1.2. Metot
Azot tankindan ¢ikartilan bir adet Vero E6 hiicre stogu 37°C’de benmaride
hizlica ¢ozdiiriildiikten sonra 15 ml santrifiij tiipiinde 9 ml hiicre iiretme vasati

icerisinde 10 kat dilte edildi.
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1000 rpm’de 5 dk oda 1sisinda santrifiij edilerek siipernatant dokiildi ve
hiicre peleti 1 ml hucre Gretme vasati siispanse edilerek 5 ml’ye %20 FBS iceren
hlcre Uretme vasati ile tamamlandi.

Hiicre siispansiyonlari 12.5 ¢cm? hacmindeki hiicre kiiltiir flaskina gecildi
ve 37 °C’de, % 5 CO;, etiivde 6 saat hiicrelerin yapismasi i¢in beklendi.

Alt1 saat sonra hiicre iiretme vasat1 %10 FBS igeren yeni vasat ortamu ile
degistirildi ve monolayer oluncaya kadar yaklasik 5 giin inkiibatdrde bekletildi.

Monolayer olan hiicrelerin vasat1 dokiilerek hiicreler 1 ml Trypsin-EDTA
soliisyonu ile yikandi ve tekrar 1 ml Trypsin-EDTA sollisyonu ilave edilerek 37°C
etlivde, 2-3 dk hiicrelerin flask tabanindan ayrilmasi i¢in bekletildi.

Hiicreler tek tek hale geldikten sonra hiicre iiretme vasati ile siispanse
edilerek 10 ml’ye tamamlandi ve 15 ml santrifijj tlipiine transfer edildi.

1000 rpm’de, 5 dk oda 1sisinda santrifiij edildikten sonra siipernatant
dokuldi ve 1 ml hiicre iiretme vasati ile hiicreler siispanse edildi. 10 ml’ye
tamamlandiktan sonra 25 cm? hiicre kiiltiir flaskina pasaj yapildi.

Flask 37 °C’de, %5 CO, etiivde hiicreler monolayer olana kadar yaklasik 5
gun bekletildi.

Bu sekilde hiicreler 75 cm?® flasklara ve son olarak 175 cm?® flasklara

pasajlanarak ¢ogaltildi.
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4.3.2. Vero E6 Hiicrelerinde Turkey-Kelkit06 Susunun Uretilmesi

4.3.2.1. Materyal

Santrifiij: Beckman Coulter, Allegra X-22R

-80°C Derin dondurucu: Nuaire, NU-9483E

DMEM F-12 Ham: Sigma, D8900

FBS: Sigma, F2442

Antibiyotik (Penisilin/Streptomisin/amfoterisin B): Sigma, A5955

Trypsin-EDTA: Sigma, T4049

Hucre Uretme vasat:: %10 FBS ve %1 antibiyotik iceren DMEM F-12
Ham

Virus stogu: KKKAHYV (Turkey-Kelkit06; 3. pasaj)

VirUs Uretme Vasati: %2 FBS ve %1 antibiyotik iceren DMEM F-12 Ham

Virlis ekim vasati: %1 antibiyotik igceren DMEM F-12 Ham

4.3.2.2. Metot

Virlis Gretimi icin, hiicreler %80 monolayer olacak sekilde her 175 cm?
flask i¢in 20 ml hiicre iiretme vasati i¢erisinde pasajlanarak ¢ogaltild.

Pasajdan 16 saat sonra titresi 4.8x10° PPFU/ml olan Turkey-Kelkit06
KKKAH viriis susunun 3. pasaj stogu kullanildi. Enfeksiyon orani1 0.01 MOI
(multiplicity of infection) olacak sekilde 4.8x10° titredeki viriis miktar1 her flask
icin 5 ml viriis ekim vasat1 igerisinde diliie edildi ve flasklardaki hiicre retme
vasatlar1 dokiilerek 5 ml viriis siispansiyonlar1 ile adsorbsiyona bagli ekim yapild1.

Flasklar 37°C, %5 CO; etiivde 15 dk araliklarla ¢alkalanarak 1 saat siireyle

inkiibe edildi.
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Enfeksiyon sonunda, viriis stispansiyonlar1 dokulerek 20 ml virus retme
vasati ilave edildi. Tekrar 37°C, %5 CO, etlivde inklbe edilen flasklar, gunlik
olarak mikroskop altinda incelendi.

Hiicrelerin %70’inin pargalandigi 3. giinde flasklar -80°C dondurucuya

kaldirildi (108).

4.4. Fare Beyni Tabanh Kirnnm-Kongo Kanamah Atesi Hastahig1 Asis1
icin Virus Uretimi

4.4.1. Materyal

Fare: BALB/c

Enjektor: Hayat, 1 ml 3P 30G 10014

Virus stogu: KKKAHV (Turkey-Kelkit06; 3. pasaj)

1.5 ml santrifuj ttp: USA Sci., 1615-5500

Viriis iiretme vasatt: %2 FBS ve %1 antibiyotik iceren DMEM F-12 Ham

4.4.2. Metot

Fare beyninde viriis tiretimi i¢in farkl tarihlerde dogan 2-3 gunlik 60 adet
BALB/c yavrularma enjektor ile intraserebral yolla 30 pl 3. pasaj Turkey-
Kelkit06 (4.8x10° PPFU/mI) KKKAH viriisii enjekte edildi.

Enfeksiyondan sonraki 5. glinde servikal dislokasyon ile fareler 6tenazi
edildi.

Aseptik sartlarda ve uygun sekilde fare beyinleri ¢ikartilarak buz kabinda

steril 1.5 ml santrifiij tliplere alind1.
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Beyinler egri uglu makas yardimiyla 1200 ul viriis iiretme vasat1 igerisinde

homojenize edilerek -80°C’ye kaldirild1 (27).

4.5. Kirim-Kongo Kanamah Atesi Hastahg Turkey-Kelkit06 Susunun
Konsantre Edilmesi

4.5.1. Vero E6 Hicre Kilturinde Uretilen Kinm-Kongo Kanamah
Atesi Hastahigr Turkey-Kelkit06 Susunun Konsantre Edilmesi

4.5.1.1. Materyal

Dinatriumdihydrogenethylendiamintetraacetat/EDTA(C10H14N2Na;Oge2
H,0): Merck, 8421

Sodyum klorit (NaCl): Merck, K92033000 546

%23 (w/v) oraninda dH0O igerisinde manyetik karistiricida ¢ozdiiriildi ve
otoklavda sterilize edildi.

Polyethylene Glycol 8000/PEG 8000: Promega, V3011

50°C’deki dH-O icerisinde %50 (w/v) oraninda ¢dzdiiriilerek hazirlandi.

Isiticili manyetik karistirict: Fisher Scientific, 11-300-49SHP

Sogutmali santrifiij: Niive, NFSOOR

50 ml santriftjj tlp: Falcon, 2070

Ultrasantrifilj: Beckman, Optima L-70K

0.22 um siringa filtre: Sartorius, 16534

10X TEN (Tris/EDTA/NaCI) soliisyonu:

0.1 M Tris-HCI (pH 8.0)

0.01 M EDTA (pH 8.0)

1 M NaCl
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dH,0 igerisinde hazirlandi. 1X i¢in 100 ml 10X TEN solisyonu 900 mi
dH,O ile 1 litreye tamamlanan solusyon, pH 7.2 - 7.4’¢ ayarlanarak 0.22 pm
filtreden stzullerek filtre edildi.

SW 28 Tup: Beckman, Polyallomer, 326823

SW 41 Tup: Beckman, Ultraclear, 344059

4.5.1.2. Metot

-80°C’ye kaldirilan, viriis iretilen hiicre flasklar1 10’lu flasklar halinde
¢cozduralda.

Virlis igeren hiicre siispansiyonlari, 50 ml santrifiij tiiplere alinarak
+4°C’de 3000 rpm’de 30 dk sureyle santriflj edildi.

Stipernatantlar 500 ml cam balon siselere aktarildi. Toplam 200 ml olan
sipernatant hacminin %15°1 kadar %23 NaCl’den 30 ml, 230 ml olan final
hacmin ise %10’u kadar PEG8000’den 23 ml yavasga ilave edildi.

Viris-PEG karigimi +4°C’de manyetik karistiricida 16 saat siireyle 100
rpm’de karistirildi.

SW 28 ultrasantrifiij tiiplere 38 ml paylastirilan virls-PEG karigimi
ultrasantrifiijde +4°C’de 12000 rpm’de 30 dk sureyle santrifij edildi.

[k siipernatant dokiilerek olusan peletler her tiip icin 500 ul 1X TEN
solusyonu ile ¢ozdiriiliip tek tiipte birlestirildi. Tipler +4°C’de 5500 rpm’de 20
dk streyle santrifuj edildi.

Ikinci siipernatantlar alind1 ve SW 41 ultrasantrifiij tiiplerinde 12 ml’ye 1X
TEN solisyonu ile tamamlanarak +4°C’de 24000 rpm’de 2 saat siireyle

ultrasantrifij edildi.
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Slpernatantlar dokildikten sonra peletlerin izerine 1 ml TEN solisyonu
ilave edilerek +4°C’de 2 saat siireyle yavasca ¢ozdiiruldi.

Konsantre edilen stipernatanlar siikroz piirifikasyon icin kullanilana kadar
-20°C derin dondurucuda muhafaza edildi.

Biitiin islemler buz kabinda ve steril hava akisli kabinlerde yapildu.

4.5.2. Fare Beyninde Uretilen Kirnm-Kongo Kanamah Atesi Hastahg
Turkey-Kelkit06 Susunun Konsantre Edilmesi

4.5.2.1. Materyal

Santriftj: Hettich, Universal 320R

Protamin sulfat: Merck, K36409023 701

Sodyum klorit (NaCl): Merck, K92033000 546

%23 (w/v) oraninda dH,O igerisinde manyetik karistiricida ¢ozdiiriilerek
otoklavda sterilize edildi.

Polyethylene Glycol 8000/PEG 8000: Promega, V3011

50°C’deki dH-O icerisinde %50 (w/v) oraninda ¢dzdiiriilerek hazirlandi.

Isiticili manyetik karistirict: Fisher Scientific, 11-300-49SHP

Sogutmali santrifiij: Niive, NFSOOR

50 ml santrifilj tlp: Falcon, 2070

Ultrasantrifilj: Beckman, Optima L-70K

0.22 um siringa filtre: Sartorius, 16534

10X TEN solusyonu:

0.1 M Tris-HCI (pH 8.0),

0.01 M EDTA (pH 8.0),
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1 M NaCl

dH,0 igerisinde hazirlandi. 1X i¢in 100 ml 10X TEN solisyonu 900 mi
dH,O ile 1 litreye tamamlanarak pH 7.2-7.4’¢ ayarlandi ve 0.22 pum filtreden
stzllerek filtre edildi.

SW 28 Tup: Beckman, Polyallomer, 326823

SW 41 Tup: Beckman, Ultraclear, 344059

4.5.2.2. Metot

-80°C’ye kaldirilan fare beyinleri buz kabinda ¢ozdiiriildii.

Tiipler +4°C’de 12000 rpm’de 30 dk santriflj edildi ve stipernatantlar bir
araya getirildi. Cam balon siseye alman 72 ml siipernatant hacminin %15°1 kadar
%23 NaCl’den 10.8 ml, 82.8 ml olan final hacmin %10’u kadar PEG8000’den
8.28 ml yavasca ilave edildi.

Viris-PEG karigimi +4°C’de manyetik karistiricida 16 saat siireyle 100
rpm’de karistirildi.

SW 28 ultrasantrifiij tiiplere 38 ml paylastirilan virlis-PEG  karigimi
ultrasantrifiij’de +4°C’de 12000 rpm’de 30 dk slreyle santrifuj edildi.

[Ik siipernatant dokiilerek ve olusan peletler her tip icin 500 pl 1X TEN
solusyonu ile ¢ozdiriiliip tek tiipte birlestirildi. Tipler +4°C’de 5500 rpm’de 20
dk streyle santrifuj edildi.

Ikinci siipernatantlar alindi1 ve konsantre edilen viriise 2 mg/ml oraninda

protamin siilfat ilave edilerek +4°C’de, buz kabinda 2 saat inkiibe edildi.
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Karigim SW 41 tiipte +4°C’de 17000 rpm hizda 5 dk santrifij edildi ve
olusan siipernatant piirifiye edilmek iizere -20°C’de kullanilana kadar muhafaza

edildi.

4.6. Turkey-Kelkit06 Susunun Ultrasantrifiij Siikroz Dansite
Gradiyent Metodu ile Pirifikasyonu

4.6.1. Siikroz Tabakalarinin Hazirlanmasi

4.6.1.1. Materyal

Stikroz (C12H22011): Sigma, S7903

%20, %30, %40, %50 ve %60 w/w oranlarinda siikroz soliisyonlar1 TEN
solusyonu igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra 0.22 um’den filtre edilerek hazirland:.

0.22 pm siringa filtre: Sartorius, 16534

SW 41 ultrasantriflj tip: Beckman, Ultraclear 344059

Peristaltik pompa: GE Healthcare, Pump P-1

Ultrasantrifilj: Beckman, Optima L-70K

Gradiyent kollektor: GE Healthcare, Frac 920

4.6.1.2. Metot

SW 41 tiplerin en altindan baslanarak sirasiyla %60, %50, %40, %30 ve
%20 siikroz soliisyonlari, 2 ml hacimde iist {iste tiiplin kenarmdan yavasga
peristaltik pompa ile 1 rpm hizda ilave edilerek piirifikasyon igin siikroz

tabakalar1 hazirland1 ve oda 1sisinda 3 saat inkiibe edildi (Sekil 10).
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Sekil 10. Viriis piirifikasyonu i¢in hazirlanan siikroz dansite gradiyentler

Siikroz tabakalarin hazirlandigi herbir SW 41 tlplnun en Ustindeki %20
siikroz tabakasinin iizerine konsantre edilmis viriisten 1ml yavasca ilave edildi.
Tiipler ultrasantrifiijde 24000 rpm ve +4°C’de 18 saat santriftj edildi.

Piirifikasyon islemi peristaltik pompaya bagli gradiyent kollektor cihazi ile
yapild1. infiizyon hortumu peristaltik pompaya takildi ve hortumun bir ucuna 21 G
igne, diger ucuna ise 10 cm uzunlugunda igne takild1

10 cm uzunlugundaki igne SW 41 tiipliniin ortasindan tiipiin en altina
ulagincaya kadar gradiyentleri bozmadan yavasca yerlestirildi. 21 G igne bulunan
ug ise kollektdr cihazmin kolundaki kendi yerine takildi.

Kollektorin govdesinde yer alan tip tutuculara 1.5 ml santriflj tlpler

yerlestirildi ve peristaltik pompa 3 rpm hizda calistirilarak ilk fraksiyonun
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kollektoriin ucuna kadar gelmesi beklendi. Daha sonra cihaz 0.5 ml’lik
fraksiyonlara ayrilmak iizere programlandi.

Cihaz caligtirilarak fraksiyonlar isaretli tiiplere 0.5 ml olarak ayrildi (Sekil
11).

Alman fraksiyonlar Western blot ile test edilene kadar +4°C’de saklandu.

Western blot testinde virlise ait proteinlerin yogun olarak bulundugu
fraksiyonlar bir araya getirilerek 12 ml’ye TEN solusyonu ile tamamlandi.

SW 41 tiiplerinde 24000 rpm’de 2 saat siireyle +4°C’de ultrasantrifiij

yapild1.

Sekil 11. Fraksiyon kollektor cihazi ile siikkrozun fraksiyonlara ayrilmasi

Siipernatant uzaklastirildi, olusan pelete 1 ml TEN solusyonu ilave edildi

ve +4°C’de sadece parmak kuvveti yardimiyla ¢dziinmesine yardim edildi (108).
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4.7. Turkey-Kelkit06 Susunun Inaktivasyonu ve Diyaliz

4.7.1. Materyal

%37 Formaldehit: Sigma F8775

1:40 oraninda PBS icerisinde sulandirildiktan sonra 0.22 pm filtre ile
sterilize edildi

Sodyum bisulfat: Merck, S6058956 018

%3.75 oraninda PBS igerisinde diliie edilerek 0.22 pum filtre ile sterilize
edildi

20.000 MWCO diyaliz kaseti: Thermo, 66003

PBS: Amresco, E404-200 TABS

1 tablet 1 litre dH,O igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra pH’s1 7.4’ ayarlandi
ve otoklavda steril edildi.

0.22 um GV Tip Filtre: Millipore, SLGVM33RS

4 ml steril viyal: Greiner bio-one, 127277

Isiticili manyetik karistirict: Fisher Scientific 11-300-49SHP

4.7.2. Metot

Virlis inaktivasyonu amaciyla 1:40 oraninda diliie edilen %37°lik
formaldehitten 1:50 oraninda piirifiye viriise ilave edilerek, final konsantrasyonu
%0.05 formaldehit kullanildi.

Karisim 7 giin siireyle oda 1s1sinda inkiibe edildi.

Formaldehidin notralize edilmesi i¢cin %3.75 sodyum bisilfattan 1:100

oraninda inaktive edilen virise ilave edildi.
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Formaldehit ve sodyum bisiilfatin uzaklagtirilmasi amaciyla karisim
diyaliz edildi. Beher igerisine viriis hacminin 500 kat1 kadar PBS konulup 20.000
MWCO diyaliz kaseti 30 sn kadar PBS ile islatildiktan sonra karisim, diyaliz
kaseti igerisine 21 G siringa yardimiyla aktarildi.

Kaset, PBS igerisine daldirilip 100 rpm’de manyetik karistiricida +4°C’de
2 saat araliklarla iki kez PBS degistirildi. Behere tekrar PBS ilave edilerek 16 saat
+4°C’de diyaliz edildi.

Diyaliz edilen karisim kasetlerden alinip biraraya getirilerek homojenize
edildi ve 0.22 pum siringa filtre ile steril edilerek kullanilincaya kadar +4°C’de

sakland1 (108).

4.8. Turkey-Kelkit06 Susunun Inaktivasyonunun Psédo-Plak Testi ile
Teyit Edilmesi

4.8.1. Materyal

24 kuyucuklu pleyt: Costar, 3524

Viriis ekim vasati: %1 antibiyotik iceren DMEM F-12 Ham

PBS: Amresco, E404-200 TABS

Overlay vasati: %2 oraninda karboksi metil seliiloz dH,O icerisinde
wsiticili manyetik karigtiricida 300°C ve 500 rpm hizda karistirilarak ¢ozdiirildi.
121°C°de 15 dk sireyle otoklav edilerek steril edildi. iki kat yogunlukta
hazirlanan DMEM F-12 Ham ile 1:1 oraninda % 2 FBS ve %1 antibiyotik ilave

edilerek hazirlandi.
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4.8.2. Metot

Hem fare beyninden hem de hiicre kiltiriinde uretilen Turkey-Kelkit06
susunun inaktivasyonun gerceklestigini teyit etmek amaciyla 24 kuyucuklu hiicre
kiiltiirlerine %80 monolayer olacak sekilde Vero E6 hiicre gecildi.

Inaktivasyona birakildiktan sonra diyaliz edilen Turkey-Kelkit06 susu
antijenleri ile 10"’ den 10*°¢ kadar log 10 tabaninda 1 ml viriis ekim vasati ile 3
seri diliisyon yapild.

Diliie edilmemis as1 antijeni ve diger 3 diliisyon {i¢ replika halinde ve
kuyucuk basina 0.2 ml olacak sekilde ekildi.

Negatif kontrol olarak PBS kullanildi ve ayn1 sekilde 4 diliisyon yapilarak
iki replika halinde kuyucuklara ekildi.

Virlis kontrol olarak Turkey-Kelkit06 susunun Py viriis stogundan 10’ den
10*¢ kadar log 10 tabaninda ekim vasati ile 4 seri diliisyon yapild: ve tek replika
olacak sekilde pleyte ekildi.

Adsorbsiyona bagli ekim yontemi ile 1 saat sureyle 37°C’de 15 dk
araliklarla calkalanarak inkiibe edildi.

Inokiiliimlar atild1 ve kuyucuklara 1 ml overlay vasati ilave edildi (7).

Pleyt 37°C’de %5 CO; etiivde 4 giin inkibe edildi.

Enfeksiyonun 4. guniinde pleyt, psédo-plak titrasyon gérintileme testine

gore goriintilendi.
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4.9. Sodyum Dodesil Sulfat-Poliakrilamit Jel Elektroforez Hazirlama
ve Gorlntileme
4.9.1. Sodyum Dodesil Sulfat-Poliakrilamit Jel Elektroforez
Hazirlanmasi
4.9.1.1. Materyal
Mini-PROTEAN Tetra Cell: Biorad, 165-8000
Akrilamid (C3HsNO): Merck, 800830
Bisakrilamid (C7H31oN20,): Promega, V3143
Tris ((HOCH3)3sCNH,): Merck, K37266187 725
SDS (CH3(CH,)110S0O3Na): Biorad, 161-0302
Amonyum persulfat/APS ((NH4)2S,0sg): Applichem, A2941,0250
Tetramethylethylenediamine/TEMED((CH3),NCH,CH,;N(CHjs)2): Merck,
M1107320 100
%10 Cozdirme Jeli (10 ml icin);
4 ml dH,0
3.3 ml %30 akrilamid karisimi;
29 g Akrilamid
1 g Bisakrilamid
karistirilip 37°C benmaride ¢ozdiiriildiikten sonra 100 ml’ye dH,0
ile tamamland1 ve 0.45 pm filtreden koyu renkli siseye siiziilerek
hazirlandu.
2.5ml 1.5 M Tris (pH 8.8)
0.1 ml %10 SDS

0.1 ml %10 amonyum persulfat
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0.004 ml TEMED

%35 Yigmlama Jeli (2 ml igin):

1.4 ml dH,0

0.33 ml %30 akrilamid

0.25ml 1.0 M Tris (pH 6.8)

0.02 ml %10 SDS

0.02 ml %10 APS

0.002 ml TEMED

BME (2-Mercaptoethanol): Biorad, 161-0710
Laemli Sample Buffer: Biorad, 161-0737
kullanilmadan 6nce 950 ul’ye 50 ul BME ilave edildi.
Glisin (C;HsNO,): Merck, K40427490 940
1X Tris/Glisin Ylritme Tamponu:

25 mM Tris,

250 mM Glisin (pH 8.3),

9%0.1 (W/v) SDS,

dH0 ile 1 litreye tamamlanarak ¢ozduraldu.

Giic kaynagi: Biorad, 164-5052

4.9.1.2. Metot

Mini-PROTEAN Tetra Cell sistem kurulumu yapildiktan sonra %10’luk
her cam pleyt icin 10 ml ¢ozdiirme jeli hazirlandi ve cam playtler arasindan
dokiildi ve jelin lizerine pipet yardimiyla 1 ml dH,O ilave edildi. 15 dk oda

1s1sinda bekletildi.
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Jelin Gzerindeki dH,O alinarak 2 ml %5’lik yigmlama jel soliisyonu
¢ozdiime jelin tizerine eklendi. Tarak yerlestirilerek oda 1sisinda polimerize
olmasi i¢in bekletildi.

Jelde yiiriitiilecek Ornekler Laemli Sample Buffer ile 1:1 oraninda
karistirtlip kaynar suda 5 dk sireyle denatiire edildi ve yikleninceye kadar buz
kabinda bekletildi.

Onceden hazirlanmis jelin bulundugu cam pleyt jel yiiriitme tankina
yerlestirildi.

1 litre Tris/Glisin yuritme tamponu cam pleytlerin arasina dolduruldu ve
kalan1 tankn icerisine bosaltildi.

Taraklar ¢ikartildiktan sonra 6rneklerden 30 pl kuyucuklara yiiklendi.

Gilig¢ kaynagi tanka baglandi ve 100 voltta 1.5 saat siireyle oOrnekler

yiriitaldi (109).

4.9.2. Coomassie Brillant Blue ile Boyama

4.9.2.1. Materyal

Coomassie Brillant Blue R-250: Biorad, 161-0436
Methanol (CH3OH): Sigma, 34885

Glasiyel asetik asit (C,H40,): Merck, K40973456 014
Boya yikama soliisyonu:

%40 methanol,

%50 dH,0,

%10 glasiyel asetik asit
Calkalayici: IKA KS260, 2980300

Jel goriintiileme cihazi: Vilber Lourmat, Quantum, ST41100
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4.9.2.2. Metot

Proteinlerin yiiriitiildiigli jel Coomassie boya soliisyonuna alindi ve oda
1s1sinda 90 rpm hizda calkalayicida 4 saat siireyle boyandi.

Boya dokiildii ve boya artiklarini uzaklastirmak icin jel boya yikama
solisyonu ile 15 dk araliklarla 3 kez calkalayici lizerinde ve oda 1sisinda 1 saat
streyle yikandi.

SDS jel son yikama soliisyonunda bir gece birakild1.

Bantlar belirginlestikten sonra yikama durduruldu ve dH,O kabma aliarak

jel goriintiileme cihazinda fotograflandi (109).

4.10. Western Blot

4.10.1. Materyal

Transfer sistemi: Biorad, Mini Transblot, 170-3930
Transfer membran: Millipore, Immobilon-NY+, INYC00010
Transfer tampon :

3.3 g Tris,

14.4 g Glisin,

200 ml Methanol,

800 ml dH,0 karistirilarak tampon soliisyonu hazirlandi.
Gii¢ kaynag1: Biorad, 164-5052

Isiticili manyetik karistirici: Fisher Scientific 11-300-49SHP
Calkalayici: IKA KS260, 2980300

Stre¢ film: Fisher Sci, 15-610

Polisorbat 20/ Tween-20: Merck, S4662084 636
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PBS: Amresco, E404-200 TABS

PBST-20 Yikama Soliisyonu:

%0.1 Tween-20 iceren PBS

Bloklama soliisyonu:

%S5 yagsiz siit tozu igeren PBST-20

Poliklonal tavsan serumu: Viroloji ABD’da KKKAHV’ye karsi iiretilen
hiperimmiin tavsan serumu (110)

Goat Anti Rabbit HRP Serum: Southern Biotech, 4030-05

Gortintiileme substrati: Thermo Pierce, 32106

Gorintuleme kaseti: Fisher, FBCS 810

Gorantileme filmi: Sigma, F5763

Goruntiileme soliisyonu: Sigma, P7042

Fiksasyon soliisyonu: Sigma, P7067

Western blot isleminde biitiin inkiibasyonlar 90 rpm’de calkalayicida ve

oda 1s1sinda yapildi.

4.10.2. Metot

Proteinler membrana transfer edilmek tizere jelin biiyiikliiglinde membran
kesilerek aktif olan ylizeyi isaretlendi ve methanol igerisinde aktive edildi.

Transfer tampon icerisinde cam pleytlerden cikartilan jel, siingerler ve
transfer kagitlar1 islatildi.

Transfer tampon igerisinde kasetin lizerine siwrasiyla siinger, kurutma
kagidi, jel, membran, kurutma k&gidi ve siinger yerlestirildikten sonra kasetin

kapagi kapatildi.
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Kaset transfer sistem aparatina yerlestirildikten sonra tank transfer
tamponu ile dolduruldu ve igerisine buz akisi ile manyetik karistirict balik
yerlestirildi.

Tank manyetik karistirict tizerine yerlestirildikten sonra 100 rpm’de
karistirilmaya baslandi.

Gii¢ kaynag: transfer sisteme baglandiktan sonra 100 voltta 60 dk siireyle
transfer iglemi yapildi.

Transfer iglemi bittikten sonra membran kasetten alindi ve bloklama
soliisyonu igerisinde ¢alkalayicida 30 dk bloklandi.

Bloklama soliisyonu dokuldi ve membran 3 kez 10 dk siireyle PBST-20
soliisyonu ile calkalayicida yikandi.

Yikama soliisyonu dokiildi ve KKKAH viriisiine karsi olusturulan
poliklonal tavsan serumu, 1/2000 oraninda 10 ml bloklama soliisyonu igerisinde
sulandirilip 1 saat stireyle calkalayicida inkiibe edildi.

Primer serum dokuldi ve membran 10 dk sireyle 3 kez PBST-20 ile
calkalayicida yikandi.

Konjugat olarak Goat Anti Rabbit HRP serum 1/2000 oraninda 10 ml
bloklama soliisyonu igerisinde sulandirilip membran {izerine dokiildii ve oda
1s1sinda 1 saat siireyle ¢alkalayicida inkiibe edildi.

Konjugat dokuldi ve membran 10 dk arayla 3 kez PBST-20 ile
calkalayicida yikand:.

Membran iizerine goriintiileme substrat1 1:1 oraninda karistirilarak yayildi

ve 5 dk siireyle biitiin membranin iizerine yayilmasi saglandi.
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Membran, bu soliisyonlardan ¢ikartilip {izerine stre¢ film oOrtiilerek
goriintiileme kasetine yerlestirildi.

Karanlik odada, membran Uzerine goruntiileme filmi ortildi ve kasetin
kapagi kapatilarak 45 sn bekletildi.

Film kasetten ¢ikartilip once 1 dk sireyle gorintileme soliisyonunda
bekletildi.

Film dH,O kabinda yikandiktan sonra 1 dk fiksasyon solisyonunda
bekletildi.

Tekrar su kabinda yikandiktan sonra film karanlik odadan ¢ikartilarak 1s1k

kaynagi iizerinde incelendi (109).

4.11. Lowry Testi

4.11.1. Materyal

10 mg/ml BSA (S1g1r serum alblimini): Promega, DM2411
Reagent A: Biorad Dc Protein Assay, 500-0113

Reagent B: Biorad Dc Protein Assay, 500-0114

Pleyt okuyucu: Bio Tek, ELx800

96 Kuyucuklu pleyt: Costar, 3585

4.11.2. Metot

Protein miktarlarinin 6l¢iilmesinde Lowry testi kullanildi. Bu amagcla 0.2,
0.3, 0.5, 0.75, 1 mg/ml BSA standartlar1 hazirland1.

96 kuyucuklu mikropleyte standartlar ve Olculecek 6rneklerden 5 pl

birakild.
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Standartlar ve test edilecek drneklere Reagent A’dan 25 pl, Reagent B’den
200 pl eklendi oda 1s1sinda 15 dk inkibe edildi.

Kuyucuklardaki renk degisiklikleri standartlar ile Kkarsilastirilarak
orneklerin protein miktar1 kalitatif ve pleyt okuyucuda 650 nm dalga boyunda
kantitatif olarak okundu.

Orneklerle standartlar karsilastirilarak protein miktarlar1 hesaplandi.

4.12. As1 Gruplarinin Olusturulmasi, Adjuvanizasyon ve Asilamalar

Hiicre kiiltiir tabanli ve fare beyninden hazirlanan asilarin antikor yanit
etkinliklerinin belirlenmesi amaciyla 4-6 haftalik disi BALB/c fareleri kullanilda.
Her iki as1 igin 5 pg, 10 ug ve 20 pg ast antijen doz gruplari olusturuldu.

As1 lzerinde adjuvantin etkinliginin belirlenmesi amaciyla hiicre
kiiltiiriinden elde edilen piirifiye inaktif as1 10 ug dozda sabit tutularak aliminyum
hidroksit (Thermo, 77161, Imject® Alum), Montanide (SEPPIC, Montanide ISA
720 VG), AS03 (GlaxoSmithKline, AS03 adjuvant emulsion) ile adjuvanize
edildi. Deney kontrolii olarak adjuvantsiz as1 grubu ve negatif kontrol grubu
olusturuldu.

Butun gruplar 4-6 haftalik 6 adet disi BALB/c farelerden olusturuldu.

4.12.1. Aliminyum Hidroksit ile Adjuvanizasyon

Hazirlanan asilar 5 pg, 10 pug ve 20 pg olarak belirlenen dozlarda 200 pl

PBS icerisinde sulandirildi.
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50 rpm hizda vortekste, 200 pl as1 bulunan tiiplere damla damla 200 pl
aliminyum hidroksit (Thermo, 77161, Imject® Alum) adjuvant 1:1 oraninda
ilave edildi.

Asilar oda 1si1sinda 30 dk vortekslenerek adjuvanize edildi.

4.12.2. Montanide ile Adjuvanizasyon

Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda 10 pg hiicre kiiltiir tabanl inaktif
as1 7:3 oraninda (280 pl Montanide + 120 pl PBS igerisinde 10 pg inaktif asi)
Montanide ISA 720 VG ile adjuvanize edildi. Adjuvant agilarin bulundugu tiiplere
damla damla ilave edildi. Toplam 400 pl adjuvanize as1 3-5 dk slreyle oda

1s1sinda vortekslenerek hazirlandi.

4.12.3. AS03 ile Adjuvanizasyon

Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda 10 pg hiicre kiiltiir tabanli inaktif
as1 1:1 oraninda (200 ul AS03 + 200 ul PBS igerisinde 10 ug as1 antijeni) ASO3
ile adjuvanize edildi. Toplam 400 ul adjuvanize as1 10-15 dk sureyle oda 1sisinda

vortekslenerek hazirlandi.

4.12.4. As1 Kontrol ve Deney Kontrol
Ast1 kontrol grubu i¢in 400 pl PBS icerisinde 10 pg hiicre kiiltiir tabanli
inaktif as1 3-5 dk siireyle oda 1sisinda vortekslenerek hazirland.

Deney kontrol grubunun asilanmasinda sadece 400 ul PBS kullanildi.
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4.13. immiinizasyonlar

Adjuvanize edilen as1 doz gruplar1 ve kontrol gruplar 400 ul miktarmda
insiilin enjektorii yardimiyla farelerin abdomenin alt ¢eyrek bolgesinden 10°’°lik
ac1 ile karmn i¢i bosluga girildiginden emin olduktan sonra yavasga asi enjekte
edildi.

Immiinizasyonlar 0, 21 ve 42. giinlerde olmak iizere iicer hafta arayla iic

kez yapild.

4.13.1. Kan Orneklerinin Alinmasi ve Kan Serumu Elde Edilmesi

Farelerden anestezi altinda kan alindi. Bu amagla 1/3 oraninda %2 rompun
(Bayer) ve 2/3 oraninda %10 ketamin (Richterpharma) karistirildi. Enjektor
kullanilarak kas ici yolla 200 pl ile anestezi gergeklestirildi.

Gozin dis agisina hemotakrit tiip (Drummond Heparinized, 1-000-7500-
HC) ile girilerek steril bir tup icerisine 300-500 ul kan alind1.

Kan drnekleri oda 1sisinda 30 dk inkiibe edildikten sonra 6000 rpm’de 15
dk sureyle santrifuj edilerek olusan serumlar steril tiiplere alinarak isaretlenip -
20°C’de saklandi.

Fareler kuyruklarindan halka seklinde boyanarak isaretlendi ve her bir fare
bireysel olarak takip edilerek kaydedildi.

Fareler standart fare kafeslerinde ve 22°C sabit 1sida tutuldu. Farelerin

beslenmeleri adlibitum olarak yapildi.
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4.14. indirekt ELISA

4.14.1. Materyal

ELISA pleyti: Thermo, 473 768

Sodyum karbonat (Na,CO3): Merck, A8366892

Sodyum bikarbonat (NaHCO3): Sigma, S5761

Polisorbat 20/ Tween-20: Merck, S4662084 636

PBS: Amresco, E404-200 TABS

Karbonat soltisyonu:

0.01 M Na,CO3

0.05 M NaHCO3;

%0.05 PBST ( PBS Tween-20)

dH,O igerisinde ¢ozdiiriilerek pH 9.6° ya ayarlandiktan sonra 1L PBS
solusyonu icerisine 0.5 ml Tween-20 ilave edilerek hazirland:.

Yagsiz siit tozu: Pmar Siit Tozu

HRP isaretli anti fare konjugat: Southern Biotech, 1010-05

Sitrik asit (CgHgO7): Sigma, C0759

Sodyum fosfat dibazik (Na,HPQ,): Sigma, S0876

3,3”,5,5’-Tetramehtylbenzidine dihydrochloride/TMB: Sigma, T3405

Hidrojen peroksit (H,0,): Sigma, H1009

Sulfirik asit (H,SO,4): Merck, 100731
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Substrat sollisyonu:

4 ml 0.1 M Sitrik asit

6 ml 0.2 M Sodyum fosfat dibazik

dH20 igerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlandi. Sollisyonun icerisine bir adet
TMB tablet ilave edilerek ¢Ozduruldi. Son olarak 100 pl H,O, eklenerek
hazirland1.

Durdurma soliisyonu: 0.2 N sulfirik asit

Pleyt okuyucu: Bio Tek, ELx800

4.14.2. Metot

Hicre kulttrlerinde Uretilerek elde edilen KKKAH antijeni 96 kuyucuklu
ELISA pleytin kuyucuklarina karbonat sollisyonu (pH 9.6) ile her bir kuyucuga
1ug olacak sekilde +4°C’de 16 saat baglandi.

Kuyucuklar %0.05 PBST igerisinde %35 siit tozu ile hazirlanan bloklama
solusyonu her kuyucuga 100 ul gegildi ve 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.

Kuyucuklar %0.05 PBST ile 1 kez yikandiktan sonra test edilecek
serumlar 1/50°den baslanarak log 2 tabaninda bloklama soliisyonu ile sulandirilip
kuyucuklara 100 pl gegildi.

37°C’de 1 saat inkiibasyonun sonunda %0.05 PBST ile 5 kez yikandiktan
sonra bloklama soliisyonunda 1/5000 oraninda sulandirilan HRP isaretli anti fare
konjugat ilave edilerek 1 saat 37°C’de inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonunda pleytler 5 kez %0.05 PBST ile yikand1 ve hazirlanan

substrat soliisyonu her bir kuyucuga 100 pl ilave edildi.
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15 dk karanlik ortamda oda isisinda inkiibe edildikten sonra durdurma
solusyonu ilave edilerek ELISA pleyt okuyucuda 450 nm dalga boyunda okundu

(110).

4.15. Psodo-Plak Reduksiyon Notralizasyon Testi

4.15.1. Materyal

24 Kuyucuklu pleyt: Costar, 3524

Trypsin-EDTA: Sigma, T4049

DMEM F-12 Ham: Sigma, D8900

FBS: Sigma, F2442

Antibiyotik: Sigma, A5955

Karboksi metil seluloz: Sigma, C9481

Benmari: Memmert SV 1422

Otoklav: Hirayama, HA-240MIV

Isiticili manyetik karistirici: Fisher Scientific, 11-300-49SHP

Hucre Uretme vasati: %10 FBS ve %1 antibiyotik iceren DMEM F-12
Ham i¢erisinde hazirlandi.

Overlay vasati: %2 oraninda karboksi metil seliiloz dH,O icerisinde
isiticili manyetik karistiricida 300°C ve 500 rpm hizda karistirilarak ¢6zdirlir.
121°C’de 15 dK siireyle otoklav edilerek steril edilir. iki kat yogunlukta hazirlanan
DMEM F-12 Ham ile 1:1 oraninda %2 FBS ve %] antibiyotik ilave edilerek

homojenize edilerek hazirlandi.
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4.15.2. Metot

Notralizan titrelerin belirlenmesi i¢in 2. immunizasyondan sonraki 2. hafta
ve 3. immiinizasyondan sonraki 2. haftaya ait serumlar kullanildi. Negatif kontrol
olarak da immiinizasyondan dnce alinan serumlar kullanildi.

Serumlar 56°C benmaride 30 dk inaktive edildikten sonra log 4 tabaninda
1/10°dan baslanarak 1/640°a kadar sulandirildi. Sulandirma islemleri DMEM F-12
Ham ile ve her sulandirmadan ¢ift olmak iizere steril tiipler kullanilarak yapildi.

Sadece ilk sulandirma tiiplerine 106.7 pl diger tiiplere ise 100 pl
sulandirma soliisyonu konuldu. Ik tiipe 26.6 pl serum konularak vorteks edildi ve
33.3 ul serum ilk tiipten alinarak ikinci tipe ilave edildi. Bu sekilde 4 nolu tiipe
kadar seri sulandirmm islemi yapilarak son tiipten 33.3 pl atild1. I1k tiip 1/5 son tiip
ise 1/320 sulandirilmis oldu.

Sulandirmalar buz kabma alindi. Notralizasyon testinde SW-13
hiicrelerindeki titresi 1.5x10° PPFU/ml olarak belirlenen viriis kullanilds.

Her tiipte 50 PPFU olacak sekilde viriis sulandirildi ve her tiipe 100 pl
gecilerek tlpler vortekslendi. Boylece bitin tlpler 0.2 ml virlis serum karisimu,
ilk tiipte 1/10 son tiipte ise 1/640 sulandirim yapilmis oldu.

Negatif olan immiinizasyon Oncesi serumlar da ayni sekilde sulandirilip
virus ilave edildi.

Sulandirmalar +4°C’de 16 saat nétralize edildi. Bir giin 6nceden
15x10*/ml sayida SW-13 hiicre gecilen 24 kuyucuklu pleytlere serum viriis
karigimlart her kuyucuga 0.2 ml ve her sulandirimdan 2 adet olacak sekilde
gecildi. Bir saat sureyle ve her 10 dk’da bir pleytler ¢evrilerek inkiibe edildi.

Kuyucuklardaki inokiilumlar alinarak overlay vasati ilave edildi.
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Testin 4. giiniinde olusan nétralizan yanit1 belirlemek igin ps©do-plak

titrasyon goruntuleme testine gore gorintilendi (84).

4.16. Istatistik ve Hesaplamalar

Notralizasyon titrelerin hesaplanmasinda %50 FRNT kullanildi. Serum
sulandirimlarinda ve kontrol olarak kullanilan negatif serum sulandirimlarinda
olusan plaklar sayild1 ve negatif serum sulandirimlarindaki plaklarin %50’sine ve
daha azina tekabiil eden sulandirimlar ndtralizan titre olarak hesapland:.

Indirekt ELISA grafigi olusturulmasinda gruplara ait ELISA titrelerin
ortalama degerleri kullanildi. Noétralizan antikor titre grafiklerin belirlenmesinde
gruplara ait notralizan antikor titrelerin, standart hata ile ortalama degerleri
kullanild.

Istatistikler ve grafikler GraphPad Prism 5.01 paket programi ile

olusturuldu.
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5. BULGULAR

5.1. Pstdo-Plak Testi

Fare beyni asis1 ve hiicre kiiltiir tabanli inaktif as1 antijeni iiretiminde 3.
pasaj Turkey-Kelkit06 KKKAH viriis susu kullanildi. Bu amagla viriisiin titresinin
belirlenmesi igin psddo-plak testi yapild.

Virlis titresi  hesaplanirken sayilabilecek derecedeki en diisiik
sulandirmalar sayilarak ortalamalar1 alindi. Sekil 12-A’da Vero EG6 hicre
kiiltiiriinde yapilan psodo-plak testinde pleytte sayilabilecek en dislik
diliisyonlarin 10™ ile 10® nolu diliisyonlar oldugu gériilmektedir.

10™ nolu sulandirimdaki kuyucuklar sayildiginda ortalama 9.25 plak,

10" nolu sulandirimdaki kuyucuklarda ise ortalama 1 adet plak sayildu.

Titre hesaplanmasinda kullanilan formiilde;

sayilan odak ortalamasi
PPFU/ml=

(inokilim miktart) x (dilisyon orant)

degerler yerlestirildiginde

10™ nolu sulandirim igin 9.25 /0.2 x 10™= 4.6 x 10° ve

10 nolu sulandirim igin 1/ 0.2 x 10°= 5 x 10° olarak bulundu.

Her iki sulandirim degerlerinin de ortalamasi alindiginda 3 nolu Turkey-
Kelkit06 KKKAH viriis susunun titresi 4.8 x 10° PPFU/mI olarak bulundu.

Olusan plaklar negatif hiicre kontroller ile mikroskobik olarak da
karsilastirildi.

Ayni sekilde yapilan hesaplamayla SW-13 hicrelerde 3 nolu Turkey-
Kelkit06 KKKAH viriis susunun titresi 4.5 x 10° PPFU/ml olarak hesaplandi

(Sekil 12-B).
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Sekil 12. Fare beyninden izole edilen 3. pasaj Turkey-Kelkit06 KKKAH
viris susunun Vero E6 (A) ve SW-13 (B) hucrelerinde psddo plak testi ile

gorintulenmesi (VK: Virls kontrol, HK: Hicre kontrol)
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Ps6do-plak testinde goriintiileme sonrast hem makroskobik (Sekil 12)
hem de mikroskobik olarak viris kontroller ile hicre kontroller
karsilastirildiginda viral iiremelerin oldugu hiicreler yogun bir sekilde boya

alirken hiicre kontrollerde plak benzeri boyanmalara rastlanmadi (Sekil 13).

2 £l

Sekil 13. 3. pasaj Turkey-Kelkit06 KKKAH virlis susunun Vero E6
hicrelerinde psodo-plak testinde goriintiilendikten sonra olusan plaklarin

mikroskobik gorintisi (A: Virus kontrol, B: Hiicre kontrol, 4X10 blyttme).

Vero E6 hicrelerinde 0.01 MOI ile enfeksiyon yapildiktan sonra 5.giinde
elde edilen PO viriis pasajmm SW-13 hiicrelerdeki titresi 1.5 x 10° PPFU/mI

olarak hesapland1 (Sekil 14).
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Sekil 14. SW-13 hucrelerinde Vero E6 hicre kiltur Po viris titresinin
gorinumi (VK: Virls kontrol, HK: Hiicre kontrol)

Vero E6 hiicre kiiltiirlerinde MOI 0.01 ile ekimi yapilan 3. pasaj Turkey-
Kelkit06 susunun giinlere gore titre artig1 ve azalis1 plak testi yapilarak, enfektif

viral antijen miktarlar1 belirlendi (Grafik 1, Tablo1).
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Grafik 1. Fare beyni 3. pasaj Turkey-Kelkit06 viriis susunun Vero E6
hiicre kultirlerde enfeksiyon sonrasi enfektif viral antijen titresinin giinlere gore

degisimi

Bu sonuglara gore en yiiksek enfektif viral titreye 2. giinde ulasildig1 ve 3.
giinden itibaren azaldig1 goriildii (Tablo 1). Boylece hem viral titreler hem de
parcalanan hiicre oranlarina bakilarak enfeksiyondan sonraki 5. giinde enfekte

hicreler -80°C’ye kaldirildi.
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Tablo 1. Fare beyni 3. pasaj Turkey-Kelkit06 viriis susunun Vero E6 hiicre

kiltirlerde enfeksiyon sonrasi enfektif viral antijen miktarlari.

Gunler  Virus Titresi (PPFU/mI)

1 2.6 x 10°
2 2.3x 10’
3 9.5 x 10°
4 6.5x 10°
5 4.0 x 10
6 1.1 x10*

5.2. Kinnm-Kongo Kanamah Atesi Hastahgina Kars1 As1 Gelistirme
Cahsmalan

5.2.1. Hiicre Kiiltiir Tabanh Kirim-Kongo Kanamah Atesi Hastahg
Asisi

175 cm?® flasklarda Uretilen Vero E6 hiicreleri 0.01 MOI miktarinda
KKKAH Turkey-Kelkit06 susu ile enfekte edildikten sonraki 5. giinde hiicrelerin

parcalanmaya basladig1 goriildii (Sekil 15).
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Sekil 15. Normal enfekte olmayan Vero E6 hicreleri (A) ve KKKAH
Turkey-Kelkit06 susu ile enfeksiyonun 5. ginunde Vero E6 hucrelerinin (B)
gorinimi (10X10 blydtme)

Enfeksiyonun 5. gilinlinde alman tist stvi PEG8000 ile ¢oktiirtiliip (Sekil
16) konsantre edildikten sonra Lowry testi ile protein miktar1 6l¢iildii. Bir adet
175 cm? flasktan ortalama 50 - 75 g arasinda protein elde edildigi hesaplandi.

Sekil 16. PEGS8000 ile ¢oktiirme sonrasinda ultrasantrifiigasyon ile

konsantre edilen protein peletlerin gérintmi
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Viriis piirifikasyonu amactyla SW 41 ultrasantrifiij tiiplerine sirasiyla 2 ml
%60, %50, %40, %30 ve %20’lik siikroz dansite gradiyent tabakalar1 hazirlandi
(Sekil 17-A). 1 ml TEN (TrissEDTA/NaCI) tampon sélisyonunda c¢ozdirilen
peletler gradiyentlerin Gzerine tabaka halinde ilave edilerek ultrasantrifiigasyon

yapildi (Sekil 17-B).

Sekil 17. Viriis piirifikasyonu ic¢in hazirlanan siikroz tabakalar1 (A) ve

ultrasantrifligasyon sonrasi tiiplerin goriiniimii (B)

5.2.2. Fare Beyni Tabanh Kirim-Kongo Kanamah Atesi Hastalhig1 Asisi
Yeni dogmus 2-3 giinliikk fare yavrularina intraserebral olarak 20-30 pl
KKKAH Turkey-Kelkit06 virus susu ile indkiilasyon yapildiktan 6 giin sonra fare

yavrulart agoni halindeyken alinan beyin numuneleri homojenize edildi ve st sivi

92



PEGB8000 ile ¢oktirilip konsantre edildikten sonra Lowry testi yapildi. Bir adet

fare beyninden ortalama 100 pg protein elde edildigi belirlendi.

5.3. Virus Purifikasyonu

5.3.1. Western Blot ve SDS-PAGE

KKKAH viriistine ait spesifik viral proteinlerin gdsterilmesi amaciyla
Western blot testi ile KKKAH viriisiine kars1 yapilmis olan poliklonal tavsan
serumlar1 kullanild1 ( Sekil 18). Goriintiilleme sonrast KKKAH viriisiine ait olan
160 kDa biiytikliiglinde prekiirsor Gn, 75 kDa biiyiikliiglinde Ge, 55 kDa
biiytikligtinde NP ve 37 kDa biiyiikliiglinde Gn proteinleri goriintiilendi. Boylece
KKKAH viriistine ait spesifik proteinlerin varligi Western blot deneyi ile teyit

edildi.

260- “

160 -
75 -
55_!
——
-
37 - | —

Sekil 18. KKKAH virlisiine spesifik viral proteinlerin ve biyukliklerinin
Western blot testi ile goruntilenmesi (37 kDa Gn, 55 kDa NP,75 kDa Ge,
prekursor Gn 160 kDa)
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Hicre  kdlturlerden  coktirulerek  siikroz ~ dansite  gradiyent
ultrasantrifligasyon yapilan viriise ait proteinlerin, en yogun olarak 5 ile 10 no’lu
fraksiyonlar arasinda oldugu Western blot ile goriintiilendi (Sekil 19). Bu
fraksiyonlar birlestirildikten sonra Lowry testi ile piirifiye protein miktarlar
belirlendi. Yaklasik olarak bir adet 175 cm? flasktan 5-7.5 pg pirifiye viriis elde

edildi.

6

3

1234 5 6 T80 10 121 W16 BN

Sekil 19. Fraksiyon kollektor ile 0.5 ml toplanan siikroz fraksiyonlarin
Western blot ile gortintiilenmesi (* protein agirligi (kDa), b ultrasantriflij sonrasi

fraksiyon kollektor ile ayrilan fraksiyon numaralarini gostermektedir)

Fare beyinlerinden Uretilip protamin silfat uygulanan proteinler sukroz
dansite gradiyent ultrasantrifiigasyonla fraksiyonlara ayrildi. Viral proteinlerin,
Western blot ile en yogun olarak 7 ile 13 nolu fraksiyonlar arasmda dagildig:

gosterildi (Sekil 20).
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Slikroz dansite gradiyent ultrasantrifligasyon sonrasi pozitif olarak
belirlenen fraksiyonlar birlestirilip pirifiye edildikten sonra Lowry testi ile bir

fare beyninden ortalama 50 pg purifiye virls elde edildi.

A)

4 3 5 7 9 11 13 15 17 19

1 3 5 7 9 11 13 15 17 K

Sekil 20. Fare beyni as1 antijenlerinin PEG ¢oktiirme sonrasit (A) ve
protamin siilfat uygulandiktan sonraki (B) siikroz tabakalarindan fraksiyonlara
ayrildiktan sonra yapilan Western blot gériintiileri (* Protein biytklikleri (kDa),
ultrasantrifiij sonras1 fraksiyon kollektor ile ayrilan fraksiyon numaralari, ¢ K.(+):

pozitif kontrol)
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Viriis inaktivasyonu yapilip diyaliz islemi yapildiktan sonra hem hiicresel
proteinlerin uzaklastirildigint gostermek hem de viral proteinlerin piirifiye
edildigini gérmek amaciyla SDS jel boyama yapildi. Her iki asi1 antijenlerinin

biiyiik oranda piirifiye edildigi SDS jel boyama sonras1 goriildii (Sekil 21).

A) B)

Piir. Oncesi Piirifiye  Piir. Oncesi Piirifiye

Sekil 21. Fare beyni asis1 i¢in hazirlanan ve piirifiye edilen as1 antijenleri
(A) ile hucre kaltir tabanli inaktif as1 i¢in hazirlanan ve piirifiye edilen asi
antijenlerinin (B) piirifikasyon dncesi ve piirifikasyon sonrast SDS jel boyama
gorintuleri (160 kDa Prekiirsér Gn, 75kDa Gc, 55kDa NP, 37kDa Gn)
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5.4. Viriis Inaktivasyonu

Hem hicre kiltirinden hem de fare beyninden uretilerek purifiye edilen
KKKAH Turkey-Kelkit06 viris susunun inaktivasyonu amaciyla %0.05
formaldehit konsantrasyonunda ve oda isisinda (21£1°C) bir hafta boyunca
inkiibe edildi. Her 24 saatte bir 6rnekler alinarak psodo-plak testi ile viris titreleri
belirlendi. Formaldehit ilave edildikten 2 gln sonra virtsin tamamen inaktif
edildigi gosterildi. Formaldehit kullanilmayan kontrol grubunun ise oda
sicakliginda 3. giin sonunda inaktive oldugu belirlendi (Grafik 2).

106 _
-e- Formaldehit

10°+ - VirUs kontrol

1044
103~

1024

Virus Titre PPFU/mI

104

Grafik 2. KKKAH virusinin formaldehit ve oda 1s1sindaki inaktivasyonu.
4.5x10° PPFU/mI titredeki viriis ve formaldehit ilave edilen virtisin bir hafta

boyunca 21+1°C’de inkiibe edildikten sonra viriis titreleri 6l¢iildii

Formaldehidin notralize edilmesi igcin %3.75 sodyum bisilfattan 1:100
oraninda inaktive edilen viriise ilave edildi. Formaldehit ve sodyum bisiilfatin
uzaklastirilmasi amaciyla karisim 20.000 MWCO diyaliz kasetine aktarilarak PBS

icerisinde diyaliz edildi. Diyaliz edilen karigimlar kasetlerden alinarak biraraya
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getirildi ve homojenize edildi. Son olarak 0.22 pum siringa filtre ile steril edilerek

Lowry testi ile protein miktar1 6l¢iildii ve kullanilincaya kadar +4°C’de sakland:.

5.5. Immiinizasyonlar

Hiicre kiiltiir tabanli ve fare beyninden hazirlanan agilarin antikor yanit
etkinliklerinin belirlenmesi amaciyla 4-6 haftalik disi BALB/c fareleri kullanildu.
Her iki as1 i¢in 5 ug, 10 pg ve 20 ug asi antijen doz gruplar1 ve kontrol gruplari
olusturuldu. Her bir gruba 6 adet BALB/c fare dahil edildi.

PBS igerisinde 5, 10 ve 20 pg dozlarda as1 antijenleri hazirlandiktan sonra
aliminyum hidroksit adjuvant (Imject® Alum) ile 1:1 oraninda adjuvanizasyon
yapildi. Kontrol gruplarimin immiinizasyonlarinda sadece PBS kullanild.

Fareler intraperitoneal yolla 0, 21 ve 42. glnlerde olmak lzere cer hafta
arayla lic kez immiinize edildi. Asilama Oncesi ve sonrasi dahil olmak iizere
anestezi altinda farelerden intraorbital yolla haftalik olarak kan 6rnekleri alinarak
antikor yanitlarin belirlenmesi amaciyla serumlar elde edildi.

As1 iizerinde adjuvantin etkinliginin belirlenmesi amaciyla hiicre
kiiltiiriinden elde edilen piirifiye inaktif as1 10 pug dozda sabit tutularak Montanide
(SEPPIC, Montanide ISA 720) ve AS03 (GlaxoSmithKline, AS03 adjuvant
emulsion) ile adjuvanize edildi. Deney kontrolii olarak adjuvantsiz 10 ug dozda

hiicre kiiltiir tabanli as1 grubu ve sadece PBS kontrol grubu olusturuldu.
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5.5.1. Fare Beyni ve Hiicre Kiiltir Tabanh Inaktif Kirim-Kongo
Kanamal Atesi Hastah@ Asisi ile Immiinizasyon Sonrasi Olusan ELISA
Titreleri

Fare beyni ve hiicre kiiltiir tabanli inaktif KKKAH asilar1 aliminyum
hidroksit ile adjuvanize edildikten sonra imminize edilen farelerde 19G antikor
yanitin belirlenmesi amaciyla immiinizasyonlardan 2 hafta sonra alman serumlara
indirekt ELISA yapild1.

Olusturulan 3 farkli doz grubunda hiicre kiiltiir tabanli inaktif asi1 ile
yapilan immiinizasyonlarda, gruplardaki tim farelerde antikor yanit olustugu
g0Ozlendi. Her doz grubu i¢in ortalama titreler belirlendi (Tablo 2, Grafik 3). Ayni1
sekilde inaktif fare beyni asis1 ile yapilan farkli doz ve immiinizasyon
sonuglarinda biitiin hayvanlarda antikor yanit olustugu gozlendi ( Tablo 2, Grafik
4).

Hiicre kiiltiir tabanli inaktif KKKAH asis1 ile immiinizasyon sonrasi
olusan ortalama IgG titrelerin her 3 doz grubunda da fare beyninden hazirlanan

KKKAH agisina gore ¢cok daha ytliksek oldugu belirlendi (Tablo 2).
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Hiicre Kiiltiir Tabanh inaktif Asi
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Grafik 3. Hucre kultlr tabanli inaktif asi ile ¢ farkli dozda yapilan
immanizasyonlara ait indirekt ELISA IgG antikor titre yanitlar1 (Grafik,
gruplardaki ELISA serum sulandirimlarindaki ortalama antikor titreler alinarak

olusturulmustur)

Fare Beyni Tabanlh inaktif Asisi
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Grafik 4. Fare beyni tabanli inaktif as1 ile ti¢ farkli dozda yapilan
immunizasyonlara ait indirekt ELISA IgG antikor titre yanitlar1 (Grafik,
gruplardaki ELISA serum sulandirimlarindaki ortalama antikor titreler alinarak

olusturulmustur)
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Tablo 2. Fare beyni ve hiicre kiiltiir tabanli inaktif as1 ile yapilan doz gruplarinda {i¢ immiinizasyon sonrasi elde edilen serumlara ait

indirekt ELISA IgG antikor yanitlari

Fare Beyni ve Hiicre Kiiltiir Tabanh inaktif As1 Gruplarma Ait Ortalama ELISA Degerleri

1. immiinizasyon

2. immiinizasyon

3. immiinizasyon

Gruplar

20 pg 10 pg Sng 20 pg 10 png Sng 20 pg 10 png Sng
Fare Beyni Tabanh inaktif As: 1:733 1:450 1:540 1:3200 1:4400 1:1450 1:40133 1:38400 1:24000
Hiicre Kiiltiir Tabanh inaktif As: 1:1333 1:1600 1:450 1:23466 1:7040 1:7467 1:81920 1:72533 1:51200
Kontrol 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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5.5.2. Fare Beyni ve Hiicre Kiiltir Tabanh Inaktif Asilarin
Notralizasyon Titreleri

Inaktif fare beyni ve hiicre kiiltiir tabanli inaktif asilarin nétralizan
etkinliklerinin Ol¢iilmesi amaciyla psOdo-plak rediksiyon nétralizasyon test
(PPRNT) yapildi. Bu amagla SW-13 hucre kulttrlerinde titresi bilinen viriis 50
PPFU ile sabit tutuldu. Herbir imminizasyondan 2 hafta sonra alinan kan
serumlar1 Log 4 tabaninda sulandirilarak 50 PPFU viriis ile inkiibe edildi ve daha

sonra SW-13 hiicreleri ile inkube edildi (Sekil 22).

1:40

Sekil 22. Hicre kultlir tabanli inaktif as1 ile 20 pg dozda yapilan 2. ve 3.

immunizasyonlara ait 24 kuyucuklu pleytte Log4 ile yapilan ndtralizasyan testi
(PPRNT) (A: Negatif kontrol, B: 2. imminizasyon 2. hafta 1:160 nétralizan, C: 3.

immunizasyon 2.hafta 1:640 nétralizan)

Deney sonunda serumlarin PPRNT5, titreleri hesaplandi. Her iki as1 ile
yapilan birinci immiinizasyonlarda titrelerin smirda pozitif veya negatif oldugu

goriildii. Hiicre kiiltiir tabanli inaktif ag1 ve fare beyninden hazirlanan asilar ile
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yapilan 2. ve 3. immiinizasyon sonrasi ndtralizan antikor titrelerinin doza bagl
olarak arttig1 belirlendi. Her iki as1 i¢in de 5 pg doz grubunun nétralizan
antikorlar1 indiiklemek i¢in yetersiz oldugu saptandi (Tablo 3, Tablo 4, Grafik 5).
Hiicre kiiltiir tabanl inaktif as1 ile yapilan {i¢iincii immiinizasyon sonunda
notralizan antikor seviyeleri PPRNTsq 1:5-1:500 arasinda iken fare beyni asisi ile
yapilan immiinizasyonda PPRNT5q 1:5-1:160 arasinda oldugu belirlendi (Tablo 3,
Tablo 4, Grafik 5). Bu sonuclar, hiicre kultir tabanli inaktif asmin nétralizan
antikorlarm olusmasimi fare beyni ile yapilan asiya gore daha cok indiikledigini

gostermektedir.

Tablo 3. Hcre kaltir tabanli inaktif as1 ile yapilan 2. ve 3. immUnizasyonlara ait
notralizan antikor titreler (PPRNTsg).

Hiicre Kiiltiir Tabanh inaktif As1 (PPRNTso)

2. immiinizasyon 3. immiinizasyon
Fare No

20 pg 10 pg Sng 20 pg 10 png Sng
1 1:160 1:10 1:10 1:500 1:40 1:120
2 1:120 1:40 1:10 1:120 1:160 1:40
3 1:20 1:40 1:5 1:40 1:160 1:5
4 1:5 1:10 1:5 1:20 1:40 1:5
5 1:20 1:10 - 1:40 1:10 -
6 1:5 1:10 - 1:20 1:20 -
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Tablo 4. Fare beyni tabanli inaktif as1 ile yapilan 2. ve 3. immiinizasyonlara ait

notralizan titreler (PPRNT sp).

Fare Beyni Tabanh inaktif Asi (PPRNT5)

2. immiinizasyon

3. immiinizasyon

Fare No
20 pg 10 pg Sng 20 pg 10 pg Sng
1 1:10 1:10 1:5 1:40 1:10 1:5
2 1:40 1:10 1:5 1:160 1:10 1:5
3 1:40 1:10 1:10 1:120 1:10 1:16
4 15 1:5 1:10 1:20 1:5 1:10
5 1.5 15 - 1:5 1:10 -
6 15 15 - 1:10 1:10 -
A 5 ug @l Fare beyni agis!
128- @l Hiicre kiltir asis!
@l Negatif kontrol
644
N
o 321
o
2
S 164
|_
prd
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Giinler
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Grafik 5. Fare beyni agis1 ve hiicre kiiltlir tabanli inaktif as1 ile 5 pg (A),
10 pg (B) ve 20 pg (C) dozlarda yapilan immiinizasyonlara ait a1 gruplarindaki
notralizan antikor titreleri (PPRNTSsg) (Ok ile isaretli glinler sirasiyla birinci, ikinci
ve Uguncu imminizasyon giinlerini gostermektedir, gruplar arasi fark Kruskal-
Wallis, gruplarin negatif kontroller ikili karsilastirilmast Mann Whitney U testi ile
yapildi. *P<0.05, **P<0.01)
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5.5.3. Uzun Siireli Immun Yamtlarin Degerlendirilmesi

Fare beyni ve hiicre kiiltiir tabanli inaktif asilarin uzun siireli immdun
yanitlarinin degerlendirilmesi amaciyla bir yil boyunca iki ay araliklarla alinan
serumlar PPRNT ile nétralizan antikor titreleri (Grafik 6) ve ELISA ile 1gG
(Grafik 7) titreleri yoniinden test edildi.

Hiicre kiiltiir tabanl inaktif as1 ile yapilan 5 pg, 10 pg ve 20 ug doz
gruplarinda en yiiksek notralizan antikor seviyeleri 4. ayda sirasiyla 1:53, 1:104
ve 1:149 olarak olglldii. Asilamalardan sonraki 12. aya kadar nétralizan antikor
seviyeleri 6l¢lildiigiinde, titrelerin azalarak devam ettigi ve 5 pg, 10 pg, 20 pg doz
gruplarinda 12. ayda notralizan antikor seviyelerinin sirasiyla 1:12, 1:24 ve 1:45
oldugu belirlendi (Grafik 6).

Fare beyni asis1 ile hazirlanarak yapilan asilamalarda 5 pg ve 10 pg doz
asilamalarinda en yiiksek notralizan antikor seviyeleri 4. ayda swrasiyla 1:14 ve
1:22 olarak o6l¢llurken 20 pug doz grubunda ise en yiksek nétralizan antikor
seviyesi 2. ayda ve 1:54 olarak 6l¢iildii. Asilamalardan sonraki 12. aya kadar
notralizan antikor seviyeleri Olglildiigiinde, titrelerin azalarak devam ettigi ve 5
ug, 10 pg, 20 ug doz gruplarinda 12. ayda noétralizan antikor seviyelerinin
sirasiyla 1:6, 1:9 ve 1:16 oldugu belirlendi (Grafik 6).

Notralizan antikor sonuglar1 degerlendirildiginde her iki asida doza bagh
ndtralizan antikor yanitlar olustugu ve hiicre kiiltiir tabanli inaktif agmnin fare
beyni asisindan 2 ile 5 kata kadar daha yiiksek ndtralizan antikor ousturdugu

gorulda.
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Grafik 6. Fare beyni asis1 ve hiicre kiiltlir tabanli inaktif asilar ile 5 pg
(A), 10 pg (B) ve 20 pg (C) dozlarda yapilan immiinizasyonlara ait as1
gruplarindaki 2 ay araliklarla bir yillik nétralizan antikor titreleri (PPRNT )

Asilarin IgG antikor yanitlar1 degerlendirildiginde, her iki as1 da benzer
sekilde 4. ayda en yiiksek antikor seviyelerine ¢ikarken 12. aya kadar antikor
yanitlar azalarak devam ettigi belirlendi (Grafik 7).

Fare beyni ile hazirlanarak yapilan asilamalarda alinan 6rnekler ELISA ile
IgG yoniinden test edildiginde biitiin doz gruplarindaki farelerde bireysel antikor
yanitlar olustugu ve ilk immiinizasyondan sonra IgG titrelerinin 1:540-1:733
arasinda oldugu goriildii. En yiiksek IgG antikor yanitlar1 4. ayda belirlendi. 5 pg,
10 pg ve 20 ug doz gruplarinda ise ortalama IgG yanitlar sirastyla 1:128000,
1:140800 ve 1:170667 olarak olgiildii. Antikor yanitin 4. aydan 12. aya kadar
azalarak devam ettigi belirlendi. TUm doz gruplarinda 12. ayda oSlgiilen antikor

yanitlar ortalama 1:200-1:500 arasinda saptanda.
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Hiicre kiiltlir tabanli inaktif ag1 ile asilanan fare serumlarinda ELISA ile
IgG antikor yanitlar degerlendirildiginde fare beyni asisi ile benzer sekilde ilk
immiinizasyon sonrasinda IgG yanitlarin tUm gruplarda olustugu goézlendi. Tim
doz gruplarinda ilk immiinizasyondaki IgG yanitlar1 1:450-1:1333 arasinda
Olclldl. En yiiksek IgG antikor yanitlar1 4. ayda saptandi. 5 pg, 10 pug ve 20 ug
doz gruplarinda ise ortalama IgG yanitlar1 sirasiyla 1:170667, 1:245760, 1:273067
olarak Olgiildii. Benzer sekilde IgG antikor yanitlar 6. aydan 12. aya kadar
azalarak devam etmektedir. Tim doz gruplarinda 12. ayda en son 6lgiilen antikor
yanitlar ortalama 1:533-1:700 arasinda saptandi.

Sonug¢ olarak ELISA IgG titreler degerlendirildiginde notralizan antikor
yanitlarla benzer sekilde doza bagl titre artisi oldugu ve her iki grupta en yuksek
IgG antikor yanitin 20 pg doz gruplarinda oldugu goriildi. Ancak, hicre kultir
tabanh inaktif as1 ile yapilan immiinizasyonlarda fare beyni asis1 ile yapilan

immiinizasyonlara gore daha yiliksek IgG antikor yanitlar olustugu belirlendi.
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Grafik 7. Indirekt ELISA testi ile bir yil boyunca iki ay araliklarla 6lgiilen
ast ve doz gruplarina ait IgG antikor yanitlarm OD degerlerinin gosterilmesi (A:

Hucre kiltlr tabanli inaktif as1, B: Fare beyni tabanli inaktif as1)
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5.5.4. Farkh Adjuvantlarla Hiicre Kiiltiir Tabanh Inaktif Asmmn
Adjuvanize Edilmesi ve ELISA Titreleri

Hiicre kiiltiir tabanli inaktif agmin fare beynindeki hazirlanan asiya gore
daha iyi immiin yanitin olustugu saptanmasindan sonra hiicre kiiltiir tabanli inaktif
asmin farkli adjuvantlarla denenerek immiin yanit iizerine etkileri arastirildi. Bu
amacla, 10 pg as1 antijeni iceren hiicre kiiltiir tabanli inaktif asis1t Alum,
Montanide ve AS03 ile adjuvanize edilerek olusturulan 3 grup yaninda sadece 10
pg ast antijeni verilen (adjuvantsiz) grup ve kontrol grubu da kullanildi
Immiinizasyonlar, 3’er hafta ara ile 3 kez BABLB/c farelerine intraperitoneal
yolla yapildi. Her bir immiinizasyondan 2 hafta sonra alinan kan 6rnekleri indirekt

ELISA ile test edildi.

Adjuvant Denemesi

102400+

512004 -~ ASO03
< 25600+ -= Montanide
o 12800+ —— Asi Kontrol
ZL 6400- - Alum
& 3200+ -+ Negatif kontrol
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Y 400+
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Grafik 8. AS03, Montanide, Alum ve As1 Kontrol (adjuvantsiz) gruplarina
ait 10 pg doz ile yapilan {i¢ immiinizasyon sonrast IgG antikor titre artiglar
(Grafik, gruplardaki ELISA serum sulandirimlarindaki ortalama antikor titreler

alinarak olusturulmustur)
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Tum gruplardaki farelerde bireysel olarak IgG antikor yanit elde edilirken
en yuksek titrelerin adjuvantlar ile birlikte yapilan immiinizasyonlarda olustugu
gozlendi. Uclincli immiinizasyon sonrasi en yiiksek IgG titreleri Alum adjuvanti
kullanilan grupta saptandi. Adjuvant olarak Montanide kullanilan grupta IgG
titreleri ASO3 adjuvant grubuna gore daha yiiksek oldugu belirlendi. Beklendigi
gibi adjuvanize edilmeyen as1 grubu ile diger gruplar arasinda her ii¢

immiinizasyonda 10 kat kadar farklilik oldugu saptandi (Grafik 8, Tablo 5).

Tablo 5. Farkli adjuvantlar ve adjuvant kullanilmadan 10 pg dozlarla yapilan iig

immiinizasyon sonrasi ikinci haftalara ait ortalama IgG ELISA titreleri

Adjuvant Gruplarina Ait Ortalama ELISA Degerleri

Gruplar 1. immiinizasyon 2. immiinizasyon 3. immiinizasyon
AS03 1:1867 1:16000 1:51200
Montanide 1:1333 1:25600 1:56320
Alum 1:1600 1:7040 1:81920

As1 kontrol 1:333 1:2000 1:4800
Negatif kontrol 0 0 0

5.5.5. Farkh Adjuvantlarla Hiicre Kiiltir Tabanh Inaktif Asmmn
Adjuvanize Edilmesi ve Notralizasyon Titreleri

Montanide, AS03, Alum ve sadece 10 pg as1 antijeni gruplarin hiicre
kiiltlir tabanli inaktif as1 ile yapilan immiinizasyonlar1 sonucunda olusan
notralizan antikor etkinliklerinin belirlenmesi amactyla PPRNT yapild: (Tablo 6,

Grafik 9).
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Her dort grupta da birinci imminizasyon sonucunda nétralizan titrelerin
smirda pozitif veya negatif oldugu goriildii. Ikinci immiinizasyonlarda ise tlim
gruplarda  1:10-1:40  arasinda olan  ndtralizan  antikorlar;  GUglnci
immunizasyonlarda ortalama olarak ASO3 grubunda 1:300, Montanide grubunda
1:180, Alum grubunda 1:70 sadece as1 antijeni igeren grupta ise 1:15 olarak

hesapland1 (Tablo 6, Grafik 9).

Tablo 6. Farkli adjuvantlarla ve adjuvantsiz (as1 kontrol) 10 pg dozla yapilan 2.

ve 3. immunizasyonlara ait notralizan antikor titreler

Adjuvant Denemesi (PPRNT )

2. immiinizasyon 3. immmiinizasyon
Fare
Asl As1
No Montanide AS03 Alum Montanide AS03 Alum
Kontrol Kontrol
1 1:10 1:40 1:10 1:10 1:40 1:40 1:40 1:10
2 1:40 1:40 1:40 1:10 1:640 1:640 1:160 1:10
3 1:40 1:40 1:40 1:10 1:40 1:160 1:160 1:10
4 1:40 1:40 1:10 1:40 1:160 1:640 1:40 1:40
5 1:10 1:40 1:10 1:10 1:40 1:160 1:10 1:10
6 1:40 1:10 1:10 1:10 1:160 1:160 1:20 1:10
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Grafik 9. Montanide, AS03, Alum ve as1 kontrol (adjuvantsiz) gruplarina

ait 10 pg doz ile yapilan 2. ve 3. immiinizasyon sonrasi notralizan antikor titre

seviyeleri
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6. TARTISMA

Enfeksiydz hastaliklar, giinlimiizde halk sagligi acisindan en Onemli
morbidite ve mortalite nedenlerinden olmaya devam etmektedirler. Viral
hemorajik hastaliklar bir¢ok {iilkede oldugu gibi son yillarda iilkemizde de
gorilmekte, hem toplum genelini hem de halk sagligi calisanlarini tehdit
etmektedir. Onemli viral hemorajik hastalia neden olan bazi viriisler (Lassa,
Marburg, Ebola, Dengue, Hanta ve Kirim-Kongo kanamali ates hastalig1 virtisleri
vb.) bir enfeksiyon ajani olarak toplum sagligini tehdit ederken ayni zamanda
biyolojik silah olarak kullanilma potansiyelinde olmalar1 nedeniyle ayr1 bir nem
atfedilmesine neden olmaktadir (111). Kirim-Kongo kanamali ates hastaligi
viriisii, Dengue viriisiinden sonra diinyada en yaygin olarak bulunan ve viral
hemorajiye neden olan bir virtstur (1).

Kirim-Kongo kanamali atesi hastahiginin spesifik bir tedavisi yoktur,
olgularda yalnizca destek tedavisi uygulanmaktadir. Maalesef KKKAH’ye kars1
koruyucu bir ag1 da mevcut degildir. Klinik olarak iilkemizdeki ilk vakalar 2002
yilinda goriilmiistiir. Takip eden yillar KKKAH vaka sayis1 artisin1 beraberinde
getirmis olup viriisiin epidemiyolojisi, genetik farkliliklar1 ve insidensi hakkinda
az sayida bilgi mevcuttur. Ulkemizde 2002-2013 yillar1 arasinda 8000’den fazla
KKKAH teshisi konulmus vaka bildirilmis olup mortalite oranmin %5 civarinda
oldugu belirtilmistir. Ulkemiz KKKAH y&niinden diinyadaki en biiyiik salgmlar1
yasamakta ve hastalik giderek daha genis bir cografyaya yayima egilimi
gostermektedir (11, 47, 112).

Bu calismanm amaci, spesifik bir tedavisi ve koruyucu asisi olmayan

KKKAH’ye Kkars1 hucre kiltur tabanli inaktif as1 gelistirilmesidir. Gliniimiizde
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FDA tarafindan onayli hiicre kiiltiir liretimine dayali ¢ok sayida inaktif asi
bulunmaktadir. Poliovirus asis1 IPOL®, Japon ensefalit asis1 IXARIO ®, kuduz
Asis1 RabAvert®, hepatitis A asist HAVRIX® bunlardan bazilaridir. IXARIO®
ve [POL® agilar1 Vero hiicre kiltiirlerde iretilmektedir. Ayni zamanda
IXARIO®, IPOL® ve HAVRIX® formalin ile inaktive edilmekte IXXARIO ® ve
Influenza A (HIN1) 2009 Monovalent gibi baz1 asilar ise sikroz dansite gradiyent
ultrasantrifiigasyon metot ile piirifiye edilerek hazirlanmaktadir. Yine IXARIO®
ve HAVRIX® agilar1 aluminyum hidroksit ile adjuvanize edilmektedir (113).

Gelisen as1 teknolojisiyle, giiniimiizde kullanim alani bulan bir¢ok as1
platformu (atteniie, inaktif, subunit, toksoid, polisakkarid, DNA asilar1 vb.)
olusmus ve Bunyaviruslere karsi as1 ¢alismalar1 Ozellikle son yillarda artig
gOstermistir.  Gliniimiizde KKKAH’ye karst FDA tarafindan onayh etkili ve
giivenilir bir as1 gelistirilememistir. Kirim-Kongo kanamali atesi hastahigi gibi
yiiksek patojeniteye sahip, zoonotik 6nemi bulunan viral hastaliklara karsi asi
gelistirmek i¢in gelismis biyogiivenlikli laboratuvarlara ihtiyag duyulmaktadir.
Ayrica bir hayvan modeli olmayisi da KKKAH’ye Kkarsi tadavi ve asi
gelistirilmesini zorlastirmustir (47, 92).

Inaktif agilar, viriislerin enfektiviteleri ortadan kaldmildign  igin
giivenilirdirler. Inaktivasyon isleminde genellikle formaldehit tercih edilmektedir.
Formaldehitin viral ve bakteriyel asilarin hazirlanmasmda kullanimi ¢ok uzun ve
giivenilir bir ge¢mise sahiptir. Virlisiin inaktivasyonunun yani sira asida
olabilecek istenmeyen bakterilerin inaktivasyonu ve toksinlerin detoksifiye
edilmesinde de etkili olmaktadir (114). Formalinin ¢esitli yollardan Ozellikle

aktivasyon acisiindan 6nemli protein bdlgelerine reverzibl baglanarak irreverzibl
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inaktivasyon sekillendirdigi, bagka bir teori de viriisleri 1stya hi¢ olmadigindan
daha hassas hale getirerek etki ettigi diisiiniilmektedir (115). Inaktif asilar, ayrica
dondurma islemi gerektirmezler, kolay saklanabilir ve transport edilebilir
Ozelliktedirler. Genellikle humoral immuniteyi Ozellikle de ndtralizan antikor
yanit1 dahi iyi uyardiklar1 bilinmektedir. Bazen yeterli seviyelerde immin yanit
olusturmasalar da tekrar doz ve c¢esitli adjuvantlar ile birlikte bu sorun ortadan
kaldirilabilmektedir. Insan saglhgi icin asilarda kullanmilan ve giivenilir oldugu
kabul edilen adjuvantlar genellikle aliminyum hidroksit ve cesitli aliiminyum
tuzlariin karisimlarindan olusmakta ve FDA tarafindan onaylanan ¢ogu asida bu
tip adjuvantlar kullanilmaktadir. Bu tiir bilesikler asidaki antijenlere baglanarak
enjeksiyon bolgesinde yavas salinmalarmni saglarlar. Ayrica enjekte edilen
bélgede, immiin yanitin uyarilmaya baslanacagi lenf nodiillerine dagilmalarina
yardimc1 olurlar. Antijenlerin yavas salinmalar1 ve lenf nodiillerine dagilmasiyla
antijene spesifik giiclii bir antikor yanit meydana gelir. Alum adjuvantlar ayni
zamanda makrofaj gibi hiicrelerce alinarak antijenlerin lenfositlere sunulmalarinda
etkili olmaktadir (114).

Vero hiicre kiiltiirleri 1962 yilinda normal yetiskin bir Afrika yesil
maymunu bobreginden elde edilmistir ve uzun yillardan beri viriis, asi, ilag,
biyokimyasal testler ve laboratuvar tekniklerinde kullanilmaktadir. Timorojenite
ve onkojenite testleri ile bakteriyel, mantar ve viral kontaminasyonlar agisindan
da steril oldugu belirtilmistir. Halen de birgok asmnin kolay iiretilebilmesi ve
pirifiye edilebilmesi agisindan tercih edilmektedir (116, 117, 118).

Bunyaviridae ailesine mensup diger genuslarda da inaktif hiicre kiiltiir

asilarin etkinligi calisilmis ve olumlu sonuglar alinmistir. Vero hiicre kiiltiirlerde
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uretilerek stikroz dansite gradiyent ultrasantrifligasyon metotla purifiye edilen
Hantaviriis susu formaldehit ile inaktive edilerek alliiminyum hidroksit ile
adjuvanize hale getirildikten sonra BALB/c farelerde asmin etkinligi Kore’de
lisanslanan fare beyinlerinden tiretilen inaktif Hantavax adli as1 ile karsilagtirilmis
ve renal sendromlu hemorajik ates (HFRS)’e kars1 etkinlikleri degerlendirilmistir.
Calisma sonucuna gore 5 pg gibi ¢ok diisiik dozlarda bile Hantavax asisinin en
yilksek 40 pg olan dozundan bile daha yiiksek noétralizan antikor yanit
olusturdugu gosterilmistir. Epriivasyon yapildiginda diisiik dozlarda dalak ve
akcigerde viral replikasyonun Hantavax ile imminize farelerde dnlenemezken
inaktif hiicre kiiltiir asinin hicbir dozunda viral replikasyon olusmadigi
bildirilmistir (119). Benzer sekilde Rift Vadisi hummasi (RVF) hastaligina karsi
gelistirilen NDBR 103 ve TSI-GSD 200 adl asilar hiicre kiiltiir formalin inaktif
asilardan bir kag¢i olup hem laboratuvar hayvanlarinda hem de goniillii insanlar
tizerinde koruyucu antikor yanit olusturduklar1 bildirilmistir (119, 120).
Kirim-Kongo kanamali atesi hastaligina karsi as1 caligmalari, Sovyet
Poliyomiyelit ve Viral Ensefalit Enstitiisti arastirmacilari tarafindan yavru fare ve
rat beyinlerinden gelistirilen deneysel bir as1 c¢alismasiyla baslamistir. Beyin
homojenatlar1 formaldehit ve 1s1 ile inaktive edilip asmin etkinligi komplement
fiksasyon (CF) test ile belirlenmistir. IIk deneysel immiinojenite ¢alismalar1 yeni
dogan ratlarda 7 giin araliklarla intraperitoneal olarak yapildig1 ve antikor yanit1
olustugu bildirilmistir. Az sayidaki goniillii insanlar tizerinde yapilan denemelerde
onemli yan etkilere rastlanmadigi bildirilmistir. Gelistirilen as1 1970 yilinda
Sovyetler Birligi Saglik Bakanlig1 tarafindan onaylandiktan sonra yaklasik 2000

kadar saglikli insanda uygulandig:i bildirilmistir. Ug kez yapilan asilama
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sonrasinda toplanan serumlar CF, agar jel diflizyon ve presipitasyon teknikleri ile
test edilip Uglincli immiinizasyondan bir ay sonra %5.7 ve daha diisiik antikor
olustugu, serumlarin %42’sinin antikor pozitif oldugu bildirilmistir. Notralizan
antikorlarin ticlincli immiinizasyondan sonra 1 ile 4 hafta igerisinde olustugu
ancak, 3-6 ay sonra titrenin azaldigi kaydedilmistir. Yaklagik 1500 kisi 1971
yilinda tekrar asilanmis ve 1 ay ile 6 ay icerisinde antikor yanitin artis1 gérildigi
ancak, asinin koruyucu etkisini gosteren ¢alismalara rastlanmamistir. Sovyet asisi
1974 yilinda Bulgaristan’da lisanslanarak endemik bolgelerdeki askeri ve saglk
caliganlar1 ile tarim calisanlarinda kullanildigi bildirilmistir. Son zamanlarda
Bulgaristan’da yapilan 22 yillik degerlendirme ¢alismasinda 1953 ile 1974 yillar1
arasinda 1105 olan vaka sayis1 1975 ile 1996 yillar1 arasinda 279’a kadar diiserek
yaklagik 4 kat azalmis olduguna dikkat ¢ekilmistir. Ayrica 1997°den 2011 yilina
kadar her y1l 20’den az vaka kaydedilmistir. Ancak, ne var ki asilanan bireylerde
hastalik olusup olusmadigma dair veriler bildirilmemistir. Bu durum, asinin
hastaliga kars1 etkili oldugunu ya da olmadigini gostermemektedir. Bu 22 yillik
uzun bir donem igerisindeki azalista; insanlari davranislari, koruyucu 6nlemlerin
almmasi, mevsimsel degisiklikler, viriis ve vektorlerin epidemiyolojik ve ekolojik
sartlarindaki degisikliklerin de etkili olmasi miimkiindir (14, 92, 121, 122).
Mevcut verilerin Rusca olarak sunulmasi, kontrollerinin olmamasi ve asmnin
koruyucu etkisine dair verilerin bulunmamasi nedeniyle bu ¢alismayla elde edilen
verilerin, bu konuda ilk as1 olan ve sadece Bulgaristan’da kullanilan as1 ile ilgili
verilerin tartisilmasi maalesef miimkiin olmamaktadir.

Bu calismayla, spesifik bir tedavisi ve koruyucu asis1 olmayan KKKAHye

kars1 Turkey-Kelkit06 KKKAH viriis susunun Vero E6 hiicre hattinda ve fare
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beyninde olmak {izere iki farkli sistemde iiretilmesi, konsantre edilmesi,
inaktivasyonu ve piirifikasyonu yapilarak as1 antijenleri elde edilmistir (Sekil 21).
Daha sonra farkl dozlardaki (5 pg,10 pug ve 20 pg) as1 antijeni iceren asilar 3’er
hafta ara ile 3 kez intraperiteonal olarak BALB/c farelerine verilmistir. Uzun
streli takip edilen fare gruplarinda (asilamadan sonraki 12 ay) gerek ELISA
gerekse de notralizan antikor titreleri karsilastirildiginda hiicre kiiltiir tabanh
agmnin yeni dogan fare yavrularinin beyninde tiretilerek hazirlanan asiya gore daha
yiksek 1gG titrelerine ve notralizan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Grafik
6, Grafik 7).

Turkey-Kelkit06 KKKAH virlis susu hucre kultir sisteminde plak
olusturmamaktadir. Bu ¢alismada, plak olusturmayan Turkey-Kelkit06 KKKAH
virls titresinin belirlenmesi amaciyla psodo-plak testi ve ndtralizasyon titrelerinin
belirlenmesi amaciyla psodo-plak rediksiyon notralizasyon testi (PPRNT)
gelistirilmistir.  Gelistirilen bu  testler, immiinofloresan tabanli testlerle
karsilastirildiginda elde edilen titreler bakimindan 6nemli farklarin bulunmadigi
hatta PPRNT nin daha hassas oldugu gosterilmistir (7, 84). Ayrica bu tekniklerde
olusan plaklar, hem daha uzun sireli kalabilmekte hem de floresan mikroskoba
gerek kalmadan ¢iplak gbzle veya 11k mikroskobuyla goruntilenebilmektedir. Bu
caligmadaki virlis titre hesaplamalarinda immiinofloresan testlerine gére daha
avantajli olan psodo-plak testi ve notralizan titrelerin belirlenmesinde PPRNT
testleri kullanildi (7, 84).

Fare beyni asisi ile asilanan farelere ait serumlar ELISA ile IgG yoniinden
test edildiginde tim gruplardaki farelerde antikor yanitlar olustugu ve en yliksek

IgG antikor yanitlarm 4. ayda olustugu saptanmustir. Doz gruplarinda (5 pg, 10 pg
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ve 20 pg) ortalama IgG yanitlar sirasiyla 1:128000, 1:140800 ve 1:170667 olarak
belirlenmis ve IgG titreleri 6. aydan 12. aya kadar azalma trendi gostermistir. TUm
doz gruplarinda 12. ayda en son &lgiilen antikor yanitlar ortalama 1:200-1:500
arasindadir (Grafik 7). Hiicre kiiltlir tabanli inaktif as1 ile asilanan farelere ait
serumlarda ELISA ile IgG antikor yanitlar degerlendirildiginde fare beyni asist ile
benzer sekilde ilk immiinizasyon sonrasinda IgG yanitlarin bitin gruplarda
olustugu gozlenmistir (Grafik 3). Tim doz gruplarinda ilk immiinizasyondaki IgG
yanitlar 1:450-1:1333 arasinda ol¢iilmistiir (Tablo 2). En yiksek IgG antikor
yanitlara 4. ayda rastlanmistir. TUm doz gruplarinda ise ortalama IgG yanitlar
sirastyla 1:170667, 1:245760, 1:273067 olarak olclilmiistiir. Benzer sekilde 1gG
antikor yanitlar 6. aydan 12. aya kadar azalarak devam etmektedir. Biitiin doz
gruplarinda 12. ayda en son Olgiillen antikor yanitlar ortalama 1:533-1:700
arasindadir (Grafik 7). Bu sonuglar, hiicre kiiltiir tabanli asinin IgG titrelerinin
fare beyninden hazirlanan asiya karsi olusan IgG titrelerine gore ¢cok daha yiiksek
oldugunu ortaya koymaktadir. Beklendigi gibi her iki as1 grubunda da titrelerin
doza bagli olarak yiikselmis oldugu tespit edilmistir. Ghiasi ve ark. Urettikleri Gn
ve Gc glikoproteinlerini sentez eden transjenik tiitiin bitkisi ile yaptiklar1
caligmada, deneyin pozitif kontrolii olarak Bul-Bio tarafindan temin ettikleri fare
beyni asismi kullanmislardir. BALB/c fareler, 2 hafta araliklarla deri alt1 yolla 4
kez immiinize edilmis ve IgG titresi en yiiksek 1:524288 nolu serum diliisyonuna
kadar pozitiflik saptayabilmislerdir (107). Ancak, bu ¢aligmada gelistirilen hiicre
kiiltiir tabanl inaktif as1 ile 3 hafta araliklarla, intraperitoneal yolla ve 3 kez
immiinize edildigi halde 1:273067 IgG titre belirlendi. Bu yanit Ghiasi ve ark.

elde ettikleri IgG titre ile karsilastirildiginda yaklasik iki kat diisiik olmasinin
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nedeni olarak asmin immiinizasyon sayisi, uygulanis yollar1 ve asidaki antijen
miktarmim farkli olmasindan ileri geldigi disiiniilmistiir. Bunlara ilaveten Ghiasi
ve ark. yaptiklar1 ¢alismada uzun siireli immiin yanitlar degerlendirilmemis ve
notralizan antikor yanitlar bildirilmemistir (107). Bulgaristan’da goniillii insanlar
Uzerinde yapilan bir as1 ¢aligmasinda diizenli olarak ve iki yil arayla yapilan
agtlamada 6nemli derecede antikor yanit olustugu bildirilmistir. Komplement
fiksasyon testi ile asilama oncesi 1:2 ve 1:16 arasinda olan titreler tekrar doz asi
yapildiktan sonra 2 ile 4 kat kadar artis gosterdigi belirtilmistir. Uglincii asilama
oncesine kadar ELISA ile antikor yanitlar test edildiginde, ya smirda pozitif ya da
cok zayif pozitiflik gosterdigi belirtilirken, 3. asilama sonrasinda hem CF hem de
ELISA ile 6nemli derecede antikor yanit olustugu bildirilmistir (105).

Asillama sonrasi olusan ndtralizan antikor yanitlar PPRNT ile
Olciildiigiinde birinci immiinizasyonda hem hiicre kiiltiir tabanli inaktif as1 hem de
fare beyni asisinda biitiin doz gruplarinda negatif kontroller arasinda énemli bir
fark bulunmamistir. Titreler sinirda pozitif olarak degerlendirilmistir. Ancak,
ikinci asilama sonrasinda 6nemli derecede noétralizan antikor yanitlarm olustugu
goriilmiistiir (Tablo 3, Tablo 4, Grafik 5). Fare beyni asisinda notralizan antikorlar
sadece 20 pg doz grubunda 2. ayda en yiksek seviyelere (1:5-1:128) ulastigi ve
12. aya kadar azalarak (1:8-1:32) devam ettigi goriilmiistiir. Hiicre kiiltiir tabanl
inaktif as1 ile immiinize edilen farelerde ise en yliksek seviyelere ayni sekilde 20
Mg doz grubunda rastlanmistir. Ancak, fare beyni asisindan farkli olarak en
yiksek 4. ayda ve yaklasik dort kat daha yiiksek (1:16-1:512) ndétralizan antikor
yanit olustugu goriilmistiir. Hiicre kiltir tabanli inaktif aginin tim doz

gruplarinda nétralizan antikorlar 12. aya kadar azalarak devam ettigi ve fare beyni
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asisindan iki kat daha yiiksek (1:16-1:64) oldugu belirlenmistir (Grafik 6). Bu
sonuclar, hiicre kiiltiir tabanli asmm notralizasyon titrelerinin fare beyninden
hazirlanan asiya karsi olusan nétralizasyon titrelerine gOre ¢ok daha yiksek
oldugunu ve her iki as1 grubunda da nétralizasyon titrelerin doza bagli olarak
yikselmis oldugunu gostermektedir. K. Spik ve ark. KKKAH’ye kars1 dizayn
ettikleri DNA asis1 ile BALB/c fareleri lic kez gen tabancasiyla immiinize
etmislerdir. Calismada kullanilan farelerin sadece yarisinda notralizan titrelerin
gelistigi bildirilmistir. Olusan en yiiksek notralizan antikor yanitlarn 1:160°a
yakin oldugu belirtilmistir (106). Bu calismada gelistirilen hiicre kiiltiir tabanli
inaktif asinin, nétralizan antikor yanitlari ise li¢ immiinizasyon sonrasi 1:640’a
yakin oldugu ve K. Spik ve ark. dizayn ettikleri DNA asisindan, yaklasik 4 kat
daha yiiksek notralizan antikor yanit olusturdugu goriilmistiir. Her ne kadar
KKKAH ile ilgili as1 ve notralizan antikor titre ¢alismalar1 yok denecek kadar az
olsa da hiicre kiiltir tabanli inaktif asinin, nétralizan antikor yanitinin {i¢
immiinizasyon sonrasi 1:640’a kadar yiikselmesi etkin bir sekilde asmnin
notralizan antikorlar1 olusturdugunu gostermektedir.

Hicre kiltir tabanli olarak gelistirilen KKKAH asisinin fare beyninden
hazirlanan asiya gore daha immdinojenik oldugu belirlenmis olup ayrica bu
calismada, gelistirilen hiicre kiiltiir tabanl inaktif aginin 10 pg sabit dozda farkl
adjuvantlar ile (Alum, AS03 ve Montanide) immiinizasyonlar1 yapilarak
adjuvantlarin IgG titreleri ve notralizasyon titreleri iizerine etkileri arastirilmistir.
Genel anlamda, adjuvant gruplarindaki IgG titreleri, adjuvant kullanilmayan
gruptan 4 ile 17 kata kadar varan titre artislar1 géstermektedir. ELISA sonuglarina

gore Alum adjuvant grubu figiincli immiinizasyondan sonra diger adjuvant

123



gruplarina gore daha iyi IgG yanit olusturmaktadir (Grafik 8, Tablo 5). Ancak,
ndtralizan antikor yanitlar karsilastirildiginda tglinci  immiinizasyonlarda
ortalama PPRNTs titreleri ASO3 grubunda 1:300, Montanide grubunda 1:180,
Alum grubunda 1:70, adjuvant kullanilmayan grupta ise 1:10 olarak belirlenmistir
(Tablo 6, Grafik 9). Yapilan bu ¢alismada en yiiksek noétralizan antikor titresini
uyaran AS03 adjuvanti, su bazli yagli emiilsiyon bir adjuvanttir ve immun sistemi
cok giclii bir sekilde uyardigr bilinmektedir. Ayrica Avrupa {lkelerinde
lisanslanan  pandemik grip asilarinda  (Pandemrix) adjuvant olarak
kullanilmaktadir. ASO3 ile adjuvanize asilar ile immiinize bireylerde narkolepsi
gibi sendromlar ¢ok sik goriilse de bunun heniliz adjuvanttan kaynaklandigi
gosterilememistir (123, 124). Hiicre kiiltiir tabanli olarak gelistirilen KKKAH
asisinda noOtralizan titreyi gilicli bir sekilde uyaran diger bir adjuvant olup
Montanide ise yagh bir adjuvanttir ve enjeksiyon bolgesinde hiicresel hasarlar
meydana getirerek hiicresel sinyal salinimina neden olurlar. BOylece adjuvant
etkinliklerini  arttirirlar.  Adjuvant olarak Montanide kullaniminin  bazi
calismalarda istenmeyen lokal reaksiyonlara neden oldugu bildirilmistir. Bazi
klinik calismalarda kullanimmma devam edilse de insan asilarinda kullanimina
heniiz izin verilmemistir (125, 126, 127). Alum grubunda ELISA ile ylksek
seviyede IgG yanitlar alinirken noétralizan antikor titreler diger iki adjuvanta
kiyasla diisiikk ¢ikmaktadir. Bu duruma adjuvantlarin hiicresel ve humoral immdin
yanitlar1 birbirlerinden farkli sekillerde uyarmasi neden oldugu diistiniilmektedir.
Alum, insan asilarinda sik kullanilan ve FDA tarafindan kullanimina izin verilen

bir adjuvanttir. Antijen sunan hiicreler (APC)’in depo etkileri ve aktivasyonunu
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saglayarak T hiicrelerini ¢ok giiclii bir sekilde uyarir. Boylece hem giiglii hem de
uzun sureli bir immin yanit olusturmaktadir (125, 128, 129).

Sonug olarak bu ¢aligmada, 1gG titreler ve notralizan antikor yanitlari
benzer sekilde doza bagh titre artis1 gostermektedir. Her iki asida da en yiksek
IgG antikor yanitin 20 ug doz gruplarinda oldugu goriilmiistiir. Ancak, hiicre
kiiltiir tabanl inaktif as1 ile yapilan immiinizasyonlarda fare beyni asis1 ile yapilan
immiinizasyonlara gore daha yliksek IgG antikor yanitlar olusmaktadir. Her ne
kadar IgG antikor yanitlara, birinci imminizasyonlarda rastlansa da nétralizan
antikorlarin olusmasi i¢in tek doz asi1 yeterli olmamakta en az iki imminizasyonun
gerekli oldugu goriilmektedir. Bu duruma inaktif asilarda ¢ok sik rastlanmaktadir.
Ancak, ilave {iglincii bir doz daha yapildiginda nétralizan titreler 6nemli derecede
artmakta ve bir y1l boyunca azalarak devam etmektedir. Bu calismada gelistirilen
hicre kaltir tabanli inaktif as1 ve fare beyni asis1 karsilastirildiginda hem IgG
yanit hem de ndétralizan antikor yanitlar arasinda iki ile dort kat arasinda fark
oldugu goriilmektedir. Fare beyni agisinin hazirlanmasinda farkli olarak fare beyni
proteinlerinin uzaklastirilmasi i¢in protamin siilfat kullanildi. Protamin siilfatin
proteinlerin dogal konformasyonlarinda bazi degisikliklere neden olabilecegi
boylece olusan antikor yanitlar arasindaki farkliliklarin bu durumdan ileri
gelebilecegi, benzer bir a1 ¢aligmasinda da ileri stiriilmistiir (130).

Yapilan bu ¢alismada KKKAH’ye kars1 hem hiicre kiiltiir tabanli inaktif
as1 hem de fare beyni asis1 gelistirilmistir. Asilar Turkey-Kelkit06 KKKAHV susu
kullanilarak Vero E6 hiicre kiiltiirlerinden ve yavru fare beyinlerinden iiretilerek
hazirlanmistir. Virlis ¢oktiirme ve konsantre islemleri yapildiktan sonra siikroz

dansite gradiyent ultrasantifugasyon ile pdrifiye edilen virlsler formalin ile
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inaktive edilmistir. Farkli dozlarda ve farkli adjuvantlar ile birlikte agilar BALB/c
farelerde test edilerek ELISA ve nétralizan antikor titreleri karsilastirilmistir. Bu
calismayla, ilk kez KKKAH’ye karsi hiicre kiiltiir tabanli inaktif bir as1
gelistirilmis ve baz1 imminolojik parametreleri karakterize edilmistir.

Deneysel hayvan modeli olmayisi gelistirilen asmnin gercek etkinliginin
belirlenmesini giig¢lestirmektedir. Ancak, son yillarda gelistirilen IFNAR ™ ve
STAT-1 KO fare modelleri ile asmin koruyucu etkinliginin tam manastyla ortaya
konmas1 gerekmektedir. Giiniimiizde KKKAH’ye kars1 FDA tarafindan onayli
etkili ve giivenilir bir as1 bulunmamaktadir. Simdilik KKKAH’ye kars1 kullanilan
tek as1 Bulgaristan’da BulBio-NCIPD Ltd. tarafindan {iiretilmektedir. Ancak,
asinin  etkinligi tam olarak bilinmemektedir. Ayrica fare beyinlerinden
iretilmesinden dolayr myelin bazli proteinler tarafindan otoimmin ve alerjik
reaksiyonlar1 tetikleme riskleri bulunmaktadir.

Son zamanlarda iilkemizde artan KKKAH vaka sayilar1 ve spesifik bir
tedavisi olmayis1 dikkate alindiginda insan sagliginda kullanima uygun giivenli
asilara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu calismada gelistirilen hiicre kiiltiir tabanli inaktif
KKKAH asismin deneysel ¢alisma sonuglarina gore KKKAH’ye kars1 koruyucu
ve etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bununla beraber, gelistirilen KKKAH
asisinmn [FNAR™ veya STAT-1 KO gibi fare modelleri iizerinde koruyuculuk

yoniinden detayli ¢alisilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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