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KIRIM-KONGO KANAMALI ATES HASTALIGI (KKKAH) VIRUSU
GLIKOPROTEINLERINE KARSI GELIiSTIRILEN HiBRIDOMA
HATLARININ STABILITELERININ BELIRLENMESI VE MONOKLONAL
ANTIKORLARIN NOTRALIZAN OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

Duygu Merve CALISKAN
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OZET

Kirim-Kongo Kanamali Ates Hastaligi (KKKAH), Bunyaviridae ailesinde Nairovirus
genusunda bulunan, KKKAH viriisiiniin sebep oldugu kene kaynakli bir hastaliktir.
Viriis insanlara kene 1sirmasi veya enfekte hastalarin ya da hayvanlarin viicut sivilariyla
temas ile bulagmaktadir. Hastaligin mortalitesinin yiiksek olmasi ve spesifik bir tedavisi

olmamasi nedeniyle, 6nemli bir halk sagligi problemi olarak goriilmektedir.

Bu calismanin amaci, daha onceki yillarda, KKKAH viriisiine karsi iiretilmis olan
hibridoma hatlarinin stabilitelerinin saptanmasi ve bu hibridomalarin {irettikleri
monoklonal antikorlarin (mAb) nétralizan 6zellikte olup olmadiginin belirlenmesidir.
Bu amagla 70 adet klon test edilmistir. Bu klonlardan sadece 2 klon, 8H3 ve 3F2, stabil
kalmistir ve bu klonlara kars1 Floresan Fokus Rediiksiyon Noétralizasyon Testi (FFRNT)
yapilarak noétralizan aktiviteleri 6l¢iilmiistiir. Klonlardan 8H3HSF8F8 (8H3 alt klonu),
3F2G8H4 ve 3FSE10HS (3F2 alt klonlar1) notralizan etki géstermezken, 8H3HSFSES
klonunun kismi nétralizan etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. 8H3HSFS8E8 klonunun
gelecekte elde edilecek notralizan 6zellikteki diger mAb'larla birlikte terapdtik amagla

kullanilabilme potansiyeli oldugu diigiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler : Kirim-Kongo Kanamali Ates Hastaligi (KKKAH), KKKAH

viriisli glikoproteinleri, Notralizan Monoklonal Antikorlar, Tedavi
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INVESTIGATION OF THE HYBRIDOMAS STABILITIES AND
NEUTRALIZATION CAPABILITIES OF MONOCLONAL ANTIBODIES
DEVELOPED AGAINST THE GLYCOPROTEINS OF CRIMEAN-CONGO
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ABSTRACT

Crimean-Congo hemorrhagic fever (CCHF) is a tick-born disease caused by the
Crimean-Congo hemorrhagic fever virus (CCHFV), a member of the genus Nairovirus
within the family Bunyaviridae. The virus is transmitted to humans by tick-bite or
contact with body fluids from infected patients or livestock. CCHFV is seen today as
amajor public health problem due to the high mortality rate and the lack of specific

treatment.

The aim of this study, testing the stability of hybridoma lines developed against
CCHFYV in previous studies, and determination of neutralization effect monoclonal
antibodies produced by these hybridomas. For this purpose, 70 hybridoma clones were
tested. Only two clones (8H3 and 3F2), were determined to protect their stability which
was measured by Fluorescent Focus Reduction test (FFRNT). The subclone of 8H3
(8H3HSF8ER) has partial neutralizing activity. However, the subclones of 3F2 do not
have any neutralizing activity. The result indicated that the SH3H5F8E8 mAb might be
used as a therapeutic agent with the other mAbs which would be generated in the future

have neutralizing activities against CCHF virus.

Key Words : Crimean-Congo hemorrhagic fever (CCHF), CCHFV glycoproteins,

Neutralizing Monoclonal Antibodies, Treatment
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1. GIRIS VE AMAC

Tez ¢alismasinin amaci, daha onceki yillarda Kirim-Kongo Kanamali Atesi Hastaligi
(KKKAH) viriisiine karsi tiretilmis olan hibridoma hatlarinin stabilitelerinin saptanmasi
ve bu hibridomalarin iirettikleri monoklonal antikorlarin (mAb) nétralizan 6zellikte olup

olmadiginin belirlenmesidir.

Ulkemizde son 15 yildir basta KKKAH olmak iizere, domuz gribi, kus gribi,
Hantaviriis, Sandfly Fever viriis ve Bat1 Nil hummasi gibi enfeksiyonlar goriilmektedir.
Bu tiir yeni\yeniden ortaya ¢ikan ve halk saglhigini tehdit eden enfeksiyonlara karsi
miicadele konusunda hazir olmak ve gerekli bilimsel alt yapiya sahip olmak biiyiik
onem tagimaktadir. Gerek diinya gerekse iilkemizde ortaya ¢ikan ve halk sagligini tehdit
eden enfeksiyonlara karsi ¢esitli stratejiler gelistirerek, hastaliklarla miicadele edilmesi
gerekmektedir. Bu stratejilerin basinda koruyucu ve terapdtik asilarin gelistirilmesi

gelmektedir.

Bakteri, virlis ve parazitler gibi infeksiyoz etkenlere karsi gelistirilen mAb’lar, bu
hastalik etkenlerinin teshisinde ve immunoterapi amaciyla kullanilmaktadirlar. mAb’lar
aynt zamanda hastalik odaklarinin, kanser hiicrelerinin timdr belirteglerinin ve
metastazlarin teshisinde, ayrica siit, idrar, doku sivilar1 vb. sivilardaki hormon, enzim,
ilag, eriyebilir protein, metabolit gibi bazi kimyasal maddelerin tespitinde de

kullanilmaktadir.



Yirminci yilizyilin son ceyreginde hibridoma ve rekombinant DNA teknolojilerinin
gelismesi monoklonal antikorlarin 6nce diagnostik amagli in-vitro ve ex-vivo
kullanimina, bunu izleyerek de hizla tedavi amagli klinik kullanima girmelerine olanak
saglamistir. Terapotik amagli mAb tretimi 1986 yilinda baglamig, miirin mAb’lar
insanlarda HAMA (Human anti mouse antibody) reaksiyonlarina sebep oldugundan,
1990’Ih yillarda ilk kimerik mAb’in gelistirilmesine kadar yavaglamistir. Kimerik
mADb’larin gelistirilmesini takiben humanize ve tamamen insan mAb’lar1 gelistirilmis
ve 2013 yilinda terapdtik mAb iiretimi biiyiik hiz kazanmistir. 2014 yilinda yaklasik
300 terapotik mAb adayr gelistirilmistir. 2014 yilina kadar 47 mAb onaylanmis ve
pazara sunulmustur. Klinik kullanimda olan mAb’larin en 6nemli 6rnekleri onkolojide
kullanilmaktadir. Kanser tedavileri yani sira, otoimmun hastaliklarinin tedavisinde
kullanilmakta olan mAb’lar mevcuttur. Enfeksiyon hastaliklariin tedavisi amaciyla
mAb’larin kullanimi da son derece 6nemli ve giincel bir konudur. 2015 yilina kadar,
mikrobiyal hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecek, sadece 2 mAb onay alabilmistir.
Bu antikorlar, Respiratuar Sinsityal Viriis (RSV) tedavisinde kullanilan, humanize bir
mAb olan Palivizumab’tir ve 1998 yilinda onaylanmistir. Mikrobiyal hastaliklarin
tedavisinde kullanilan diger mAb ise, gram-pozitif bir bakteri olan Bacilus anthracis
toksinine (protektif antijen) kars1 gelistirilmis Raxibacumab, 2012 yilinda onaylanmistir

(1,2,3).

Viriisleri notralize edebilecek antikorlarin gelistirilmesi de, viral hastaliklarla miicadele
icin terapotik asilarin gelistirilmesini saglamstir. Ik onaylanmis nétralizan mAb olan
Palivizumab’in  gelistirilmesi, diger viral hastaliklar i¢in benzer ¢alismalar
yapilabilecegini gostermistir. Pek cok viral hastaligin tedavisinin olmamasi, mAb ile
tedavileri onemli bir hedef yapmaktadir (4). KKKAH nin mortalitesinin yiiksek olmasi
ve spesifik bir tedavisi olmamasi nedeniyle tedavide kullanilabilme potansiyelinde olan

mAb larin elde edilmesi biiylik 6nem tasimaktadir.



2. GENEL BILGIiLER

2.1. Kirim Kongo Kanamah Ates Hastahi Viriisii ve Ozellikleri

Bunyaviridae ailesinde, Hantavirus, Nairovirus, Orthobunyavirus, Phlebovirus ve
bitkilerde enfeksiyon olusturan; Tospovirus olmak iizere 5 genus yer almaktadir (5).
Nairovirus, Orthobunyavirus, Phlebovirus ve Tospovirus genusunda yer alan viriisler
artropotlarla tasinirken, Hantavirus genusunda yer alan viriisler rodentlerle
tasinmaktadir. Nairoviriis genusu ixodid veya argasid kenelerce taginan, 7 serogruptan
34 viriis icermektedir. En 6nemli serogruplar, KKKAH viriisii ve Hazara viriisii igeren
KKKA grubu ve Nairobi koyun hastaligi (NSD) ve Dugbe viriisleri igeren Nairobi
koyun hastalig1 grubudur (6,7,8).

KKKAH viriisii Bunyaviridae ailesinin Nairoviriis genusunda yer alan negatif anlamli,
tek iplikcikli ve 3 segmentten olusan bir RNA viriisiidiir. Yaklasik 100 nm ¢apinda,
sferik yapida, negatif polariteli RNA virilisiidiir. Virlis konak hiicreden koken alan 5-7
nm kalinhiginda ¢ift tabakali lipid zar ile g¢evrilidir. Zarin iizerinde ise 8-10 nm ¢ikinti
yapan glikoproteinler bulunmaktadir (9, 10) (sekil 1). Segmentler Small (S), Medium
(M) ve Large (L) olarak adlandirilmaktadir. Viriis 1673 niikleotid uzunlugunda S
segmenti, 5364 niikleotid uzunlugunda M segmenti ve 12149 niikleotid uzunlugunda L

segmenti olmak tizere 19186 niiklotid uzunluguna sahiptir (11).
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Sekil 1 : KKKAH viriisiiniin yapis1 (17)

S segmenti, 482 aminoasitlik niikleoproteini (NP) kodlamaktadir. NP, viral RNA’lar ile
etkilesime girerek, viral genomik RNA’nin replikasyonunda rol oynayan,
riboniikleoprotein kompleksini olusturmaktadir (12). Ancak NP’nin viral RNA ile
etkilesim mekanizmasi tam olarak anlasilamamaistir. Ayrica insan MxXA proteininin NP
ile etkilesime girerek replikasyonu inhibe ettigi ve interferon indiikleyici MxA GTPase
ile iliskili interferon-alfa ile insan hiicrelerinde virlisiin gelismesini inhibe ettigi

bilinmektedir (13,14).

M segmenti, 1688 aminoasitlik, 240 kDa biiyiikliiglinde bir poliprotein kodlar. Bu
poliprotein, Endoplazmik Retikulumda (ER) baglayan ve golgi aygitinda biten,

kotranslasyonel kesim ve post-translasyonel islemeye tabi tutulur (7).



Poliprotein ER’yi hedeflemekte ve burada ilk olarak konak sinyal peptidazi ve
intramembrane cleaving proteaz (I-CLiPs) araciligiyla 140 kDa biiyiikliiglindeki PreGn,
85 kDa bilytikliiglindeki PreGce protein prekiirsorlerine ve NSm’e kesilmektedir (15,16).
Prekiirsor proteinlerin  olusumunun ardindan bu proteinler cisGolgi’ye transfer
olmaktadir. PreGn, ER ve cisGolgi’de, SKI-1 (subtilisin kexin isozyme-1/site-1
protease, S1P (site-1 proteaz) olarakta bilinir) proteaz araciligiyla RRLL motifinden,
fiirin benzeri proteaz ile de RSKR motifinden kesilerek, Gn ve miisin-GP38 (yapisal
olmayan glikoprotein)‘i olusturur. Hiicrelerde SKI-1 eksikliginde, PreGn ve PreGc’nin
golgide birikme gosterdigi ve enfekte hiicrelerin, ylizey glikoproteinleri igermeyen viriis
partikiilleri salgiladiklar1 bildirilmistir. Miisin-GP38’in de fiirin ile kesilmesi sonucunda
GP38, GP160 ve GP85 proteinleri olusmaktadir. PreGe’de yine SKI-1 proteaz ile RKPL
motifinden kesilerek Gc olusturulur (sekil 2) (17-24).

Gn ve Gc yapisal zarf proteinleridir ve virionun hiicresel reseptorlere baglanmasinda rol
oynamaktadir. Aym1 zamanda bu iki glikoprotein ndétralizan antikorlarin da hedefidir.
Ancak viral tutunma, hiicre i¢ine giris ve flizyon tam olarak aydinlatilamamistir. Gc
glikoproteinin hiicresel reseptdrlere baglanmadan sorumlu oldugu, 6zellikle nétralizan
antikorlarinda hedefi oldugu bilinmekte, ayn1 zamanda fiizyona da aracilik ettigi
diisiiniilmektedir (18,20). Gn proteininin viriis glikoproteinlerinin lokalizasyonu ve
transportunda da olduk¢a Onemli oldugu gosterilmistir (21). Gorevleri tam olarak
aydinlatilamamis olsada; Gn’nin, Gc igin saperon benzeri bir gorev istlenerek, dogru
katlanmalarin olmasii sagladig1 diisiiniilmektedir (22,25). Ayni zamanda Gn’nin
sitoplazmik kuyrugunun, RNA’ya baglanan ‘zinc finger’ domain icerdigi bilinmektedir.
Bu durum da Gn’nin, viral RNA ile etkilesimde olarak, matrix-protein benzeri

fonksiyonlara sahip olabilecegini diigiindliirmektedir (26).
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Sekil 2 : KKKAH viriis glikoproteinlerinin islenmesi (27).

PreGn ve PreGce’nin golgide lokalize olduklari, bu pekiirsér proteinlerin dogru
islenmesinin enfeksiydz virlis olusumunda olduk¢a 6nemli olduklar1 bilinmektedir. Bu
proteinlerin Golgi’yi hedeflemesini saglayan sinyal dizisinin ise Gn’nin N-terminal

bolgesinde bulundugu bildirilmistir (25,28). Gn’nin dogru katlanma ve glikolizasyonlar1



gerceklestirememesi halinde, Gc ve diger glikoproteinlerin ER’de biriktikleri
goriilmistiir. Viriisiin tomurcuklanmasinin da, 6zellikle Gn ve Ge proteinlerinin lokalize

oldugu golgi kisimlarindan gerceklesmektedir (16,29).

L segmenti RNA bagimli RNA polimerazi kodlamaktadir, bu polimeraz viral RNA’nin
replikasyonu ve transkripsiyonunu saglar (7,12). L segmenti, amino (N) terminal
ucunda genus i¢inde korunmus ovaryan timor (OTU) benzeri proteaz bolgesi

icermektedir (9,11).

Gp160, Gp85, Gp38 ve NSm yapisal olmayan proteinlerdir. Gp160, Gp85 ve Gp38
proteinlerinin  fonksiyonlar1 tam olarak aydinlatilamamistir.  Orthobunyavirus,
Phlebovirus ve Tospovirus genuslarinda goriilen 14 kDa bilyiikliiglindeki NSm adh
protein, pirifiye  virlislerde  goriilmemesine ragmen, enfekte hiicrelerde

sentezlenmektedir. Bu proteinin hiicrede anti-apoptotik rol oynadig bildirilmistir (23,
30).

2.2.Virus Replikasyonu

KKKAH viriisiiniin hiicreye tutunmasindan, Gn ve Gc glikoproteinlerinin sorumlu
oldugu bilinmektedir. Ancak, viriisiin hiicre igerisine alinmasinda rol oynayan hiicresel
reseptorler tam olarak belirlenememistir. Gc glikoproteininin hiicresel reseptorlere
baglanmadan sorumlu oldugu, oOzellikle noétralizan antikorlarin hedefi oldugu
bilinmekte, ayn1 zamanda flizyona da aracilik ettigi diisiiniilmektedir. Bununla beraber,
hiicresel niikleolin proteinin reseptor olabilecegi yoniinde tespitler s6z konusudur.
Niikleolinin ayn1 zamanda, RSV, HIV ve Japon ensefalit viriisii i¢in reseptor gorevi
gordiigl bilinmektedir. Ancak KKKAH viriisii i¢in baglanma veya fiizyonda rolii olup
olmadiginin aydinlatilmasi icin daha detayli ¢alismalar gerekmektedir (26). Hiicre
yiizeyine tutunmanin ardindan KKKAH viriisii, kalatrin aracili endositoz ile hiicre
icerisine alimir. Girig, kalatrin ve kalatrin ¢ukur adaptér protein-2 kompleksi
gerektirmektedir. Virlislin hiicreye girisi aym1 zamanda kolesterol ve diisiik pH’ya da
baghdir (12,26,31). Hiicreye tutunma ve flizyonun ardindan, genomik RNP’ler sitozole
salinir, enkapside VRNA, viral mRNA’larin sentezi i¢in L proteinine bir sablon
olustururlar. L proteini, konak¢i hiicre sitoplazmasinda bulunan mRNA’lara ait

oligoniikleotit parcalarini kullanarak viral mRNA sentezini baslatir. Bu mekanizmaya



“sapka calma” adi verilir. Viral RNA’lar, cRNA’larin olugsmasinda kalip olarak
kullanilirlar. cRNA’lar ise mRNA sentezi, viriise ait protein translasyonun saglanmasi

ve yeni viral RNA’larin tiretilmesinde kalip olarak kullanilirlar (25,26,31,32).

M segmentinin translasyonu ER’deki ribozomlarda olur ve dnce poliproteinin sentezi
gerceklestirilir. Poliprotein posttranslasyonel modifikasyonlar gegirir, boylece Once
prekiirsor proteinler (PreGn ve PreGce), ardindanda Gn ve Gce yapisal glikoproteinleri,
GP160, GP85, GP38 ve miisin benzeri glikoproteinler meydana gelir (7). KKKAH
viriisi RNP’leri ¢ogunlukla sitoplazmada yer alir, NP ise Golgi kompleksine yakin
yerde periniikleer bolgede bulunur. Viral glikoproteinlerin lokalize oldugu bolge
viriisiin tomurcuklanacagi bolgeyi belirler. Viral glikoproteinlerin lokalize oldugu Golgi
komleks ve transGolgi ile NP’nin lokalize oldugu periniikleer bolge birbirine
uyumludur ve virlisiin olgunlagma agamalar1 tam olarak aydinlatilamamis olsa da,
golgiden ¢ikan viriyonlarin hiicreden ekzositoz yoluyla serbest kaldiklar1 bilinmektedir

(13,26,33) (Sekil 3).
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Sekil 3 : KKKAH viriisiiniin ¢ogalma stratejisi (9)



2.3.Epidemiyoloji

KKKAH, iilkemizin de i¢inde bulundugu genis bir cografyada goriilmektedir. Afrika,
Asya, Balkanlar ve Ortadogu’da bulunan 30'dan fazla iilkede hastaligin varligi rapor
edilmigtir. Hastalik sporadik olarak goriilmekte ve dogada kene—omurgali—kene
dongiisti ile sirkiille olmaktadir (sekil 4). Omurgali canlilar ve keneler hastaligin

rezervuari olarak rol oynarlar (7, 9).
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Sekil 4 : KKKAH viriisiinlin dogadaki sirkiilasyonu (34).

Enfeksiyon, insanlar disindaki omurgalilarda gecici bir viremi seklinde seyreder.
Hastaligin insanlara bulasinda, oOzellikle Hyalomma kene tiirleri 6nemli bir yer
tutmaktadir. Bugiine kadar KKKAH virlisu i¢in bazi kene tiirlerinin vektorliik
potansiyeli ortaya konabilmistir. Vektorlik potansiyeli olan kene tiirleri; Hyalomma
marginatum marginatum, Hyalomma anatolicum anatolicum ve Dermacentor
marginatus olarak siralanabilir. KKKAH viriisii insanlara siklikla enfekte kene
tutunmastyla bulasir. Ayn1 zamanda enfekte kenenin ¢iplak elle ezilmesi ile ve akut
donemdeki hastalarla ve viremik hayvanlarin doku sivilariyla direk temas sonrasi

enfeksiyonun olustugu da bildirilmistir (7,9).



10

Endemik bolgelerde, tarim ve hayvancilikla ugrasan insanlar kenelerin tesadiifi
konaklar1 durumundadir. Tarim c¢alisanlari, ¢obanlar, hayvan sahipleri, kesimhane
calisanlar1 ve veteriner hekimler risk grubunda yer almaktadir. Ayrica, endemik
bolgelerde kamp, piknik, yiirliylis ve avcilik yapan kisilerde risk altindadir.
Tiirkiye’deki KKKAH vakalariin biiyiik boliimiinii, endemik bolgede ciftgilik yapanlar
olusturmaktadir (6,35,36).

2.4. Viral Patogenez

KKKAH patogenezi, klinik patoloji uygulamalarinin ve merkezlerinin sinirli olmasi,
Olen hastalara otopsi yapilamamasi, viriisiin yiiksek giivenlikli laboratuvarlarda ¢alisma
zorunlulugu gibi nedenlerden dolay1r tam olarak aydinlatilamamistir. Patogenezin
anlasilmasi, tedavinin planlanmasi agisindan 6nemlidir. Viral kanamali ates etkenleri,
mikrovaskiiler hasar ve hemostazin bozulmasi gibi temel ortak 6zelliklere sahiptirler.
Ileri derecedeki vakalarda genellikle biitiin viicut bosluklarinda kanamalar, septik sok ve

coklu organ yetmezligine baglh 6liimler goriilmektedir (16,37,38).

KKKAH viriisii, viicuda girdikten sonra, tipik olarak bolgesel lenf bezlerinde ve yerel
dokularda ¢ogalir, sonra lenf ve monositler yoluyla basta dalak, karaciger, lenf bezleri,
akciger, adrenal bezler ve endotel olmak iizere viicuda yayilir. Endotel hasari, dolayl
olarak virlisiin aktive ettigi konak kokenli faktorler araciligiyla ya da viriisiin direkt
endotel hiicrelerinde ¢cogalmasiyla sekillenebilir. Endotel hasari, trombosit agregasyonu
ve degraniilasyonunun stimulasyonuyla intrensek koagiilasyon kaskadini aktive ederek
hemostatik yetmezlige sebep olur. Hastaligin erken evrelerinden baslayarak
koagiilasyon bozuklugu ve dissemine intravaskiiler koagiilasyon (DIK) goriiliir. Olen
hastalarda anlamli olarak daha belirgin DIK saptanmustir. Ayrica, 6len hastalarda IL-1,
IL-6 ve TNF-a diizeylerinin sag kalan hastalara goére daha fazla oldugu saptanmistir

(16,39,40,41).
2.5. Klinik Bulgular

Klinik belirtiler spesifik olmayan grip benzeri semptomlarla baslamaktadir. Genel
olarak halsizlik, bas agrisi, kas agrilari, gogiis agrist goriilmekte, agir vakalarda ise
vaskiiler bozukluklar ve hematemez, melena, hematokezya, metroraji, petesi, purpura,

epistaksis, dis eti ve ponksiyon yapilan yerlerde kanamalar goriiliir. Kanamalar
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cogunlukla 48. saatten sonra baslar. Nadir olarak hemotoraks ve intrakranial kanamalar

da bildirilmistir. Hepatosplenomegali yaygindir (7,37,38).

Hastaligin tipik seyri, inkiibasyon, prehemorajik, hemorajik ve konvelesan evre olmak
iizere 4 evreden olusur (9). Inkiibasyon siiresi, ortalama 3-7 giin siirmektedir. Viriisiin
bulas yolu bu inkiibasyon siiresinde etkili olabilmektedir. Prehemorajik evrede, ani ates
yiikselmesi, bag agrisi, miyalji ve bas donmesi goriilmektedir. Ortalama 4-5 giin atesle
birlikte, ishal, bulant1 ve kusma belirtileri de goriilebilir. Bu evre, 1-7 gilin siirmektedir
ve yiiz, boyun, gogiiste hiperemi ve konjuktivitte bu evrede goriiliir. Hemorajik evre,
ortalama olarak hastaligin 5. giiniinde baslar ve hizli gelisir. Cogunlukla, burun
kanamalari, gastrointestinal sistem kanamalari, genital ve iiriner sistem kanamalar1 ve
solunum yolu kanamalar1 goriilmektedir. Konvelesan donem, hastaligin gériilmesinden
10-20 giin sonra baslar. Bu donemde degisken nabiz, tasikardi, gegici sa¢ dokiilmesi,
polindrit, solunum giicliigii, kserostomi, zayif gérme, isitme ve hafiza kaybi
olabilmektedir (9,12,36,37). Enfeksiyonda trombositopeni, 16kopeni, aspartat transferaz
(AST), Alanin Transferaz (ALT), Laktat dehidrogenaz (LDH) ve kreatinin fosfokinaz
seviyelerinde artig goriilmektedir (6,7).

Viral hemorajilerde klinik seyir son derece hizlidir ve 7-10 giin igerisinde Oliimle
sonuglanabilir. Viriis susunun farkliligi, saglik hizmetlerindeki farkliliklar, hastalardan
kaynakli sebepler nedeniyle, fatalite hiz1 degiskenlik gosterebilir. Olgularin hafif yada
ciddi seyretmelerinin sebepleri tam olarak bilinmemekle beraber, genetik faktorler, viral
yik, enfeksiyon yolu ve altta yatan bagka hastaliklarin etkili olabilecegi
distintilmektedir (18,41-44).

2.6. Teshis Yontemleri

Hastaligin laboratuvar tani yontemleri, dogrudan (direkt) yontemler ve dolayl
yontemler olarak ikiye ayrilabilir. Dogrudan yontemler ile etken direkt gosterilirken,
dolayli yontemler ile etkene karst olusmus antikor yaniti arastirilarak teshis
konulmaktadir. Viriisiin izolasyonu, virlise spesifik antijen aranmasi ve viral niikleik
asidin  spesifik  primerlerle cogaltilmast dogrudan  yontemlerdir. ELISA,
immunofloresan, ve noétralizasyon testleri gibi etkene karsi olugsmus antikor yanitini

arayan testler hastaligin teshisinde kullanilan dolayli yontemlerdir (9,40,45).
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KKKAH viriis izolasyonu, yeni dogmus farelere silipheli materyalin intrakraniyal
inokulasyonu ile yapilmaktadir. Viriis inokule edilen fare yavrular1 4-6 giin icerisinde
olirler (46). Aym1 zamanda hiicre kiiltlirlerinde de viriisiin izolasyonu miimkiindiir.
Primer tavuk embriyo, embriyonik fibroblast (CF-1), Afrika yesil maymun bdbrek
hiicresi (Vero, Vero E6), human caucasian adrenal cortex adenocarcinoma (SW-13),
hibrit bobrek/fibroblast (CER) ve maymun bobrek (LLC-MK?2), Madin-Darby kopek
bobrek 1 (MDCK-1) epitelyal hiicreleri, KKKAH viriisiiniin izolasyonunda kullanilan
devamli hiicre hatlaridir. KKKAH virilisiinlin bazi suslar1 hiicre kiiltiiriinde fark
edilebilir sitopatik etki gdstermeyebilir (47). KKKAH virilisiiniin izolasyonu yiiksek

giivenlikli laboratuvarlarda ¢alismay1 gerektirmektedir (16).

Viriisiin niikleokapsid proteinine kars1 gelistirilen mAb’lar yada viriise karsi elde edilen
asidez siv1 ile indirekt immunofloresan veya antijen-ELISA yontemleriyle viriis spesifik

antijenlerin hastaligin akut doneminde alinan 6rneklerden tespit edilebilir (44,48).

Viriise ait niikleik asidin belirlenmesi esasina dayanan tersine transkripsiyon polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PCR), yiiksek spesifite gostermesi nedeniyle en ¢ok tercih edilen
metotlardan  birisidir. Uygun kosullarda saklanmis klinik  o6rneklerde de
kullanilabilmektedir. Hastaligin ilk haftasindan sonra, enfektif virlis miktarinin
azalmasina kasilik, 16. giine kadar viral RNA’nin saptanabildigi bilinmektedir.
Giliniimiizde diisiik kontaminasyon riski ve hizli sonu¢ vermesi sebebiyle real-time

PCR'da siklikla kullanilmaktadir (12,40,49,50).

Hastaligin 7. giiniinden itibaren, KKK AH viriisiine spesifik antikorlar ELISA ve IFA ile
belirlenebilmektedir (6). Belirli periyotlarla alinan iki kan 6rneginin antikor titresindeki
4 kat artig, akut enfeksiyon oldugunu gostermektedir. Enfeksiyondan 4 ay sonra IgM
belirlenebilir diizeyin altina diiserken, IgG yanit1 ise azalma olmasina karsin uzun siire
belirlenebilir seviyede kalmaktadir (12). KKKAH viriisiiniin serolojik tanisinda
kopleman fikzasyon, immunodifiizyon ve hemagliitinasyon inhibisyon testleri de

kullanilmis, ancak testlerin hassasiyetleri yeterli bulunmamistir (49).
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2.7. Tedavi

KKKAHnin spesifik bir tedavisi yoktur. Ancak destekleyici tedaviler, ribavirin
kullanimi, antikor tedavileri ve diger antivirallerin kullanimlar1 giincel yaklasimlardir.
Hastanin yasamsal bulgulari, laboratuvar degerleri dikkate alinarak, trombosit
slispansiyonu, taze donmus plazma ve eritrosit siispansiyonu gibi kan iiriinleri verilerek
destek tedavisi uygulanmaktadir. Ayrica, sivi-elektrolit dengesinin siirekli olarak

kontrol edilmesi gerekmektedir.

Etki mekanizmasi tam olarak bilinmemesine ragmen, KKKAH tedavisinde kullanilan
tek antiviral ribavirindir. Ribavirin, guanozin analogudur ve in vitro olarak bazi RNA
virlislerinin replikasyonunu inhibe ettigi bilinmektedir (51). Etkin olarak hepatit C
(HCV), RSV, Lassa atesi gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Intravendz,
oral ve aerosol formlar1 bulunmaktadir (37). Yapilan calismalarda, ribavirinin in vitro
olarak hiicrelerde virlis ¢ogalmasii inhibe ettigi gosterilmistir. Bununla beraber
ribavirinin hastalarda kullanildigindaki etkisi glinlimiizde halen tartismali bir konudur
(37,41,51). Tip 1 interferon yanit1 silinmis olan IFNAR farelerinde yapilan
uygulamalarinda, virlis ¢ogalmasini kismi olarak engelledigi ancak 6lim zamanini
geciktirdigi halde koruyuculugunun olmadigi saptanmistir. Ayni ¢alismada kullanilan
genis spektrumlu bir antiviral olan favipiravir'in KKKAH IFNAR farelerinde etkin
oldugunu gosterilmistir (52). Ancak konuyla ilgili klinik g¢aligmalarin yapilmasina

ihtiya¢ vardir.

KKKAH’a kars1 Bulgaristan’da 1970°li yillarda fare beyni kullanilarak hazirlanan
“Bulgar Asis1” asis1 diginda bir as1 yoktur. Bununla beraber, Bulgar Asis1 Bulgaristan
disinda higbir tilkede ruhsatlanmamis olup, giivenirligi ve potensi hakkinda ¢ok az bilgi
bulunmaktadir. Bulgar as1 antijeni, fare yavrularmin beyninden hazirlanmakta olup,
kloroform ve 1s1 (58 °C) yoluyla inaktive edilmektedir. Aluminyum hidroksit ile
adjuvanize edilerek insanlara subkutan olarak uygulanmaktadir. As1 0., 30. glinlerde ve
ilk immunizasyondan 1 yil sonra uygulanmakta, 5 y1l sonra bir doz daha yapilmaktadir.
Ancak a1 antijenin fare beyninde iiretilmis olmas1 sebebiyle baz1 otoimmun ve alerjik

reaksiyonlara sebep olabilecegi bildirilmistir (16,41).
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Son yillara kadar KKKAH viriisiine kars1 erigkin laboratuvar hayvan modeli olmadig:
icin deneysel as1 calismalar1 da olduk¢a az olup, yapilan asi1 ¢alismalar1 da in vivo
olarak as1 koruyuculugunu ortaya koyamamistir (16). Bununla beraber 2010 yilinda,
Isve¢ ve Kanada gruplari, interferon alfa ve beta genleri ¢ikarilmis IFNAR ve interferon
gama geni cikarilmis STAT-1 farelerinin KKKAH viriisii ile infekte oldugunu ve
virlisiin bu farelerde letal etki gosterdigini ortaya koymuslardir (53, 54). Bu gelisme
KKKAH karsi as1 ¢aligmalarinin oniinii agmistir (38, 55).

KKKAH virlistine karst monoklonal antikorlar ilk olarak 1987 yilinda diagnostik
amacla gelistirilmistir. Ancak giinlimiizde tedavi amagl nétralizan antikor gelistirme
caligmalar1 mevcuttur (41). Berlotti-Ciarlet ve ark., KKKAH viriisin Gn ve Gc
glikoproteinlerine karst monoklonal antikorlar gelistirmis ve in vitro nétralizasyon ve in
vivo koruma deneyleri yapmuslardir. SW-13 hiicre hattinda gergeklestirdikleri
noétralizasyon testlerinde, Gc’ye karsi gelistirilen mAb’larin noétralizan etkiye sahip
olduklarmmi ancak Gn’e karsi gelistirilen mAb’larin nétralizan etkisinin olmadigini
gostermislerdir. Ancak yavru farelerde yaptiklari in vivo koruma deneylerinde, Gc’nin
aksine Gn’e karsi gelistirilen antikorlarin fareleri Oldiiriicii dozdan korudugu
goriilmustiir (25). Calisma, bu iki glikoproteine karst gelistirilecek mAb’larin KKKAH

tedavisinde kullanilabilme potansiyeli oldugunu gostermektedir.
2.8. Diinyada ve Ulkemizde Kirim-Kongo Kanamah Ates Hastahg1

Hastalik ilk olarak 12. Yiizyilda Tacikistan’da tamimlanmstir. Ikinci Diinya Savasi
sirasinda Kirim’da 200 asker hastaliga yakalanmis ve 1956 yilinda da Kongo ve
Zaire’de de benzer kanamali ategli hastalik goriilmiistiir. Kirim ve Kongo’dan izole
edilen virlis suslarinin antijenik olarak ayni oldugu belirlenince, hastalik Kirim-Kongo
Kanamali1 Atesi olarak adlandirilmistir (6). 1940’11 yillarda Rusya’da salginlara sebep
olmus, daha sonra Asya, Avrupa ve Afrika’da sporadik vakalar goriilmiistiir. Viriis
CDC\NIAID tarafindan C simifi patojen olarak simiflandirilmistir (7). Daha sonraki
yillarda KKKAH, Afrika (Demokratik Kongo Cumhuriyeti, Uganda, Moritanya, Giiney
Afrika, Tanzanya, Nijerya, Senegal vb.), giineydogu Avrupa (Rusya, Bulgaristan,
Kosova, Tiirkiye, Yunanistan vb.), Orta Dogu (Birlesik Arap Emirligi, Irak, iran, Suudi
Arabistan, Umman) ve Asya (Cin, Kazakistan, Tacikistan, Ozbekistan, Pakistan,

Hindistan) kitalarinda ve ¢ok sayida iilkede rapor edilmistir (Sekil 5)(56).
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Sekil 5 : KKKAH Cografi Dagilimi, koyu yesilden (KKKAH goriilmedigi
konusunda fikir birligine varilmis bolgeler) mora (KKKAH goriildiigii
konusunda fikir birligine varilmig bolgeler) kadar degisen
yogunluklarda  renklerle = KKKAH’nmin  cografi  dagilimini
gostermektedir. Sar1 renkli bolgeler icin ise KKKAH varlig: siiphelidir
(56).

Ulkemizde ilk vakalar 2001 yilinda bildirilmistir (5). Ertesi yil, 17 kisi hastanelere
basvurmus ve bu hastalarda ortak olarak grip benzeri belirtiler, petesiyal dokiintiiler,
trombositopeni, l0kopeni ve karaciger enzimlerinde (AST, LDH vb.) yiikselme
goriiliistiir. Hastadan alman serum &rnekleri, Fransa Ulusal Referans ve DSO Isbirligi
Merkezine gonderilmis, arboviriis ve viral hemorajik ates acisindan degerlendirilmistir.
Agustos 2003 tarihinde Pastor Enstitiisii, serolojik ve molekiiler incelemeler sonucunda
etkenin KKKAH viriisii oldugunu bildirmistir. Bu durum Tiirkiye’de bildirilen ilk
KKKAH vakasidir (35,36).

Ulkemizde 2002-03 yillarinda toplam 150 vaka gériilmiis, mortalite oram %4,5 olarak
belirlenmistir. 2004-05, vaka sayis1 515, mortalite oran1 %5,04 olarak bulunmustur.

2006 yilinda vaka sayist 341°e yiikselirken %7,91 mortalite oran1 saptanmistir. Takip
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eden yillarda vaka sayilarinda artiglar gézlenmis olup, 2015 yil1 sonu itibari ile toplam
konfirme KKKAH vaka sayis1 9000’in iizerinde ve mortalite orani yaklasik %5
civarindadir (57). Ulkemizde, son 15 yildir bildirilen ve diinyanin en bilyiik KKKAH
salginlart seklinde seyreden hastalik Onemli saglik problemlerinden biri olarak

degerlendirilmektir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Vero E6 Hiicrelerinde KKKAH Viriisii Turkey-Kelkit06 Susunun

Uretilmesi

3.1.1. Vero E6 Hiicrelerinin Cozdiiriilmesi ve Cogaltilmasi

3.1.1.1. Materyal

e 37°C Su Banyosu

e Sinif 2 Biyogiivenlik Kabini (ADS Laminare Optimale)

o Santriflij (Beckman Coulter, Allegra X-22)

e DMEM/F-12 Ham (D8900, Sigma)

e NCS (Newborn Calf Serum) (N4762, Sigma)

e Sodyum Bikarbonat (S5761, Sigma)

e Antibiyotik (Penisilin/streptomisin/amfoterisin B) (A5955, Sigma)
e Hiicre kiiltiir vasati: %10 NCS ve %1 antibiyotik iceren DMEM/F-12 Ham
e Hiicre: Vero E6 (ERAGEM Hiicre Kiiltiir Stogu)

e 25 cm? hiicre kiiltiir kabi (3056, Corning)

e %5 CO;‘li Inkiibatér (MCO-18AC-PE, Panasonic)

3.1.1.2. Yontem

Donmus hiicreleri iceren (1x10° hiicre/ml) kriyovialler sivi azottan c¢ikarilarak
bekletilmeksizin 37°C su banyosunda, kapak kismindan tutulup hafif¢e sallanarak,
icerisinde az miktarda (%70’1i ¢oziinlinceye kadar) buz kalincaya kadar ¢ozdiiriildii.
Daha sonra biyogiivenlik kabinine alinip ve %70 etanol ile dezenfekte edilen hiicre viali

icerisindeki hiicre siispansiyonu, 37°C’ye 1sitilmis hiicre kiiltiir vasati igerisine damla
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damla ilave edildi. Hiicre siispansiyonu 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek elde edilen
pellet homojenize edildi ve iizerine besin ortami ilave edildi. Hiicre siispansiyonu 25

cm” hiicre kiiltiir kabina alinarak 37°C, %35 CO,’li inkiibatorde iiremeye birakildi.

3.1.2. Vero E6 Hiicrelerinin Pasajlanmasi

3.1.2.1. Materyal

e Smif 2 Biyogiivenlik Kabini (ADS Laminare Optimale)

e Santriflij (Beckman Coulter, Allegra X-22)

e DMEM/F-12 Ham (D8900, Sigma)

e NCS (N4762, Sigma)

e Antibiyotik (Penisilin/streptomisin/amfoterisin B) (A5955, Sigma)
e Tripsin-EDTA (T4049, Sigma)

e Hiicre kiiltiir vasati: %10 NCS ve %1 antibiyotik iceren DMEM/F-12 Ham
e Hiicre: Vero E6 (ERAGEM Hiicre kiiltiir stogu)

e 25 cm? hiicre kiiltiir kabi (3056, Corning)

e 75 cm?” hiicre kiiltiir kabi (430720, Corning)

e 175 cm? hiicre kiiltiir kabi (431079, Corning)

e 15 mI’lik santrifijj tiipii (E1460-0200-15, Starlab)

e %S5 CO»‘li Inkiibatér (MCO-18AC-PE, Panasonic)
3.1.2.2. Metot

Vasat uzaklastirildiktan sonra kiiltiir kabi1 yiizeyindeki hiicreler Tripsin/EDTA ile
yikand1. Yikama soliisyonu kiiltiir kabindan uzaklastirildi. Onceden 37°C’ye 1sitilmus
Tripsin/EDTA soliisyonu diger yiizeyden hiicre kiiltiir kabmna eklendi (175cm? igin 3
ml) ve dikkatlice tripsinin ylizeye yayilmasi saglanarak yaklagik 2 dk 37°C inkiibatorde
bekletildi. Hiicrelerin yiizeyden ayrilip ayrilmadiklar1 mikroskop ile kontrol edildi.
Hiicrelerin  %90°1 kalktiktan sonra, Onceden 1sitilmis besin ortami (kullanilan
Tripsin/EDTA soliisyonu hacminin 2 kat1 hacimde) kiiltiir kabina ilave edildi. Hafif
pipetlemelerle hiicre gruplar1 dagitildi. Hiicre siispansiyonu, 15 ml’lik santrifiij tiipline

aktarildi ve 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Hiicre pelleti 5 ml besin ortami ile
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reslispanse edildi ve kii¢iik bir 6rnek alinarak hiicre sayimi yapildi. Hiicre sayist ve
canlilik orani belirlendikten sonra gerekli seyreltmeler yapilarak uygun sayida hiicre
(3x10°-4x10° hiicre) 75 cm® kiiltiir kabmna aktarildi. Kiiltiir 37°C, CO,’li inkiibatore
kaldirildi. Ayni sekilde 75 cm? kiiltiir kabinda cogalan ve %80 monolayer olan hiicreler

175 cm? kiiltiir kabina pasajland.

3.1.3. Vero E6 Hiicrelerinin Déner Siselerde Uretilmesi

3.1.3.1. Materyal

e Sinif 2 Biyogiivenlik Kabini (ADS Laminare Optimale)

e Santriflij (Beckman Coulter, Allegra X-22)

e DMEM/F-12 Ham, (D8900, Sigma)

e NCS (N4762, Sigma)

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

e Tripsin-EDTA (T4049, Sigma)

e Hiicre kiiltiir vasati: %10 NCS ve %1 antibiyotik iceren DMEM/F-12 Ham

e Hiicre: Vero E6 (ERAGEM Hiicre kiiltiir stogu)

e 175 cm? hiicre kiiltiir kab1 (431079, Corning)

e Doner Siseler (680-065 Grainer)

e 15 mI’lik santrifijj tiipii (E1460-0200-15, Starlab)

e %S5 CO>’li Inkiibatér (MCO-18AC-PE, Panasonic)

e Doner sise inkiibator (I057606-C, Wheaton Industries Inc., Roll-In CO,;
Incub.)

3.1.3.2. Metot

iki adet 175 ecm? kiiltiir kabinda iiretilen monolayer durumdaki Vero E6 hiicresinin
vasat1 dokiilerek hiicreler 3 ml Tripsin-EDTA ile bir kez yikandi. Hiicre kiiltiir kaplarina
5’er ml Tripsin-EDTA ilave edildi ve 37°C etiivde hiicreler tamamen kalkincaya kadar
beklendi (3-5 dk). Hiicreler, 10 ml hiicre iiretme vasati ile resiispanse edilerek 15 ml
falcon tiipe gecildi. Daha sonra 1000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilip {ist sivi

dokiildiikten sonra, hiicre peleti 6nce parmak vuruglar ile ¢ozdiiriildii, ardindan 1 ml
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hiicre iiretme vasati ile resiispanse edilerek pelet ¢ozdiiriiliip, 5 ml’ye tamamlandi. Bir
adet doner sise (850 cm?) igerisine 25 ml hiicre iiretme vasat ilave edildi. Restispanse
edilen hiicreler doner siseye ilave edilerek 30 ml’ye tamamlandi. Doner sise, inkiibator
icerisinde bulunan rotatdr cihazina yerlestirildi ve rotatoriin doniis hizi 0,17 rpm’e
ayarlanarak, 37°C, %5 CO,’li inkiibatorde bir gece hiicrelerin sise yiizeyine tutunmasi
saglandi. Ertesi giin doner sise igerisindeki hiicre liretme vasat miktart 100 ml’ye
tamamlandi ve rotatriin hiz1 0.6 rpm’e ¢ikarildi (Sekil 6). Hiicreler mikroskop altinda
incelenerek %80 monolayer olana kadar (ortalama 5 giin) kiiltiire edildi ve bu siire

igerisinde, kiiltiir pH’s1 7,2-7,4 arasinda sabit tutuldu.

Sekil 6 : Doner Sise Kiiltiir Sisteminde Kiiltiire Edilen Vero
E6 Hiicreleri

3.1.4. Doner Sise ile Kiiltiire Edilen Vero E6 Hiicrelerinin Pasajlanmasi

3.14.1. Materyal

e Sinif 2 Biyogiivenlik Kabini (ADS Laminare Optimale)

e Santrifiij (Beckman Coulter, Allegra X-22)

e DMEM/F-12 Ham, (D8900, Sigma)

e NCS (N4762, Sigma)

e Antibiyotik (Penisilin/streptomisin/amfoterisin B) (A5955, Sigma)
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e Tripsin-EDTA (T4049, Sigma)

e Hiicre kiiltiir vasati: %10 NCS ve %1 antibiyotik iceren DMEM/F-12 Ham

e Hiicre: Vero E6 (ERAGEM Hiicre kiiltiir stogu)

e Doner Siseler (680-065 Grainer)

e 50 ml’lik santrifyj tiipti (S00935, Starlab)

e %S5 CO>’li Inkiibatér (MCO-18AC-PE, Panasonic)

e Doner Sise inkiibator (I057606-C, Wheaton Industries Inc., Roll-In CO;
Incub.)

3.14.2. Metot

Doner sise icindeki hiicre iiretme vasat1 dokiilerek uzaklastirildi ve sisenin i¢ine 10 ml
Tripsin-EDTA soliisyonu konularak sise yikandi. Ardindan, yikama amacli konulan
Tripsin-EDTA dokiildiikten sonra, sise i¢ine 15 ml taze Tripsin-EDTA konuldu ve sise
37°C’de 5 dakika rotatdrde inkiibe edildi. Sisenin yiizeyindeki hiicrelerin, yiizeyden
ayrildig1 gozle goriildiikten sonra, sise igerisine 15 ml hiicre liretme vasati ilave edildi
ve hiicreler resiispanse edilerek 50 ml falcon tiipe alindi. Hiicreler 1000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi. Hiicre peleti sarsilmadan dikkatli bir sekilde siipernatant dokiildii.
Pellet 3 ml hiicre iiretme vasat1 ile pipete edilerek resiispanse edildi ve hiicre kiiliir
vasati ile 20 ml’ye tamamlandi. 1 doner sise, 2 doner siseye (pasaj orani 1:2)

pasajlanarak toplamda 10 doner sise kiiltiire alindi.

3.15. Vero E6 Hiicrelerinde KKKAH Viriisii Turkey-Kelkit06 Susunun

Uretilmesi

3.1.5.1. Materyal

e Sinif 2 Biyogiivenlik Kabini (ADS Laminare Optimale)

e Viriis : KKKAHV Turkey-Kelkit06 3. Pasaj (8x10” PFU/ml) (ERAGEM Stogu)
e DMEM/F-12 Ham, (D8900, Sigma)

e NCS (N4762, Sigma)

e Antibiyotik (Penisilin/streptomisin/amfoterisin B) (A595S5, Sigma)

e Hiicre kiiltiir vasati: %10 NCS ve %1 antibiyotik iceren DMEM/F-12 Ham



22

e Viriis ekim vasati : DMEM/F-12 + % 1 antibiyotik

® Viris iiretim vasati: DMEM/F-12 + %2 NCS + % 1 antibiyotik

e Hiicre: Vero E6 (ERAGEM Hiicre kiiltiir stogu)

e 25 cm? hiicre kiiltiir kabi (3056, Corning)

e 75 cm? hiicre kiiltiir kabi (430720, Corning)

e 175 cm? hiicre kiiltiir kabi (431079, Corning)

e Doner Siseler (680-065 Grainer)

e 15 ml’lik santrifiyj tiipii (E1460-0200-15, Starlab)

e %S5 CO>’li Inkiibatér (MCO-18AC-PE, Panasonic)

e Doner sise inkiibatorii (I057606-C, Wheaton Industries Inc., Roll-In CO;
Incub.)

3.1.5.2. Metot

On adet Vero E6 doner sise hiicre kiiltiirii hazirlandi. Hiicreler yeterli sayiya ulastiktan
sonra (yaklasik %80 monolayer) kullanildi. Hiicre vasati uzaklastirildiktan sonra,
KKKAH viriisii ile, MOI= 0,01 olacak sekilde, 15 ml vasat icerisinde hazirlanarak
doner siselere ekim yapildi. Kiiltiirler 1 saat virilis ekim vasati ile 0,2 rpm’de, 37°C’de
inkiibe edildikten sonra viriis ekim vasati uzaklastirildi ve doner siselere 50 ml viriis
iretim vasat1 ilave edildi. Kiiltiiriin 3., 5., 7., 11. ve 13. giinlerinde 50 ml silipernatant
toplanip, yerine 50 ml taze viriis iiretim vasati eklendi. Toplanan siipernatantlar -80°C
derin dondurucuda muhafaza edildi. Kiiltiiriin 15. giinlinde tiim doner siseler, i¢indeki

stipernatanti ile birlikte -80°C derin dondurucuya kaldirildi.

3.1.6. KKKAH Viriisii Turkey-Kelkit06 Susunun Konsantrasyonu, Inaktive

Edilmesi ve Antijen Miktarinin Belirlenmesi
3.1.6.1. Polietilen Glikol (PEG) Yontemiyle Viriis Konsantrasyonu
3.1.6.1.1. Materyal

e Smif 2 Biyogiivenlik Kabini (ADS Laminare Optimale)
e 50 ml’lik santrifiij tiipii (E1460-0200-15, Starlab)
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e Santriflij (Beckman Coulter, Allegra X-22)

e PEG 8000 aseptik sartlarda tartilmig ve steril distile suda c¢ozdiiriilerek %50
(w/v) PEG soliisyonu steril olarak hazirlanmistir.

o %23 (w/v) NaCl ¢ozeltisi hazirlanmis ve 121°C’de 15 dk otoklavlanarak steril
edilmisgtir.

e SW 28 Polyallomer tiipler (326823,Beckman, Polyallomer) : (121°C’de 15 dk
otoklavlanarak steril edildi)

e SW 41 ultra clear tiipler (344059, Beckman, Ultraclear) : (%10 H,0, ile 30 dk
muamele edilip ve steril 1X PBS ile yikanarak steril edildi.)

e Santriflij (Beckman Coulter, Optima XPN-100)

e Santrifiij (Beckman Coulter, Allegra X-22)

e 10X ten buffer: 0,1 M Tris-Cl (pH: 8) + 0,01 M EDTA (pH: 8) + 1M NaCl

e 1X Ten Buffer: 10X ten buffer diliie edilerek hazirlandi.

e %37 Formaldehit (Sigma F8775): 1:40 oraninda PBS i¢erisinde sulandirildiktan
sonra (.22 um filtre ile sterilize edildi.

e Sodyum bisiilfat (Merck, S6058956 018): % 3.75 oraninda PBS icerisinde diliie
edilerek 0.22 um filtre ile sterilize edildi.

e 20.000 MWCO diyaliz kaseti (Thermo, 66003)

e 05,1,25,5,7.5,10,12.5,15,17.5 ve 20 mg/ml BSA standartlar1

e 96 well diliisyon pleyti

e Reagent A (500-0113, Biorad Dc Protein Assay)

e Reagent B (500-0114Biorad Dc Protein Assay)

e Pleyt Okuyucu (Thermo Scientific Multiscan FC)

3.1.6.2. Metot

Derin dondurucuya kaldirilmis olan ve viriis iceren iist sivilar +4°C’de ¢ozduriildii.
Ayni zamanda, 15. giin iist sivilarini i¢ceren ve -80°C ye kaldirilmis olan doéner siselere,
3 kez dondur-¢6z islemi yapilarak (Sekil 7) hiicrelerin pargalanip viriisiin agiga ¢ikmast
saglandi. 3000 rpm’de 30 dakika +4°C’de santriflij edilerek hiicresel bilesenler

coktiirtildii. Santrifiij islemlerinin ardindan siipernatantlar, i¢cinde manyetik karistirici



24

bar1 iceren erlenmayerde birlestirildi ve PEG c¢oktiirme islemine alindi. Toplanan
stipernatantin  %15°’1 kadar %50 PEG soliisyonundan, ardindan PEG soliisyonu
ilavesinden sonra elde edilen toplam hacmin %10’u kadar da %23 NaCl soliisyonundan
ilave edilip, 1 gece +4°C’de 150 rpm’de manyetik karistiric ile karigtirmaya birakilda.
Bir gece karistirict tizerinde kalan viriis-PEG karisimi, 35’er ml SW 28 ultrasantrifiyj
tiiplerine paylastirildi ve ultrasantrifiijde, +4°C’de 12000 rpm’de 30 dk siireyle santrifiij
edildi. Elde edilen pellet 1X TEN soliisyonu ile ¢ozdiiriiliip tek tiipte birlestirildi.
Cozdiiriilen peletler, +4°C’de 5500 rpm’de 20 dk siireyle santrifiij edildi. Daha sonra
1X TEN soliisyonu ile diliie edilip, 12’ser ml SW 41 ultrasantrifiij tliplerinde
paylastirildi ve +4°C’de 24000 rpm’de, 2 saat siireyle ultrasantrifiij edildi. Ust sivi
aliarak viriis inaktivasyonu amaciyla 1:40 oraninda diliie edilen %37 formaldehitten,
1:50 oraninda piirifiye viriise ilave edilerek final konsantrasyonu % 0.05 formaldehit
kullanildi. Karigim 7 giin siireyle oda 1sisinda inkiibe edildi. Formaldehidin ndtralize
edilmesi i¢in % 3.75 sodyum bisiilfattan 1:100 oraninda inaktive edilen viriise ilave
edildi. Formaldehit ve sodyum bisiilfatin uzaklastirilmasi amaciyla karisim inaktif viriis

diyaliz edildi.

Konsantre edilen antijen miktart standart Lowry deneyi belirlenmistir. Bu amagla 0.5,
1, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 17.5 ve 20 mg/ml BSA standartlar1 hazirlanmistir.
Standartlardan ve miktari dl¢iilecek olan drneklerden 5’er ul 96 kuyucuklu mikropleytin
gozlerine birakilmistir. Standartlar ve test edilecek drneklerin tizerlerine, Reagent A’dan
25 upl, Reagent B’den 200 pl eklendi ve oda 1sisinda 10 dk inkiibe edildi.
Kuyucuklardaki renk degisiklikleri standartlar ile karsilastirilarak orneklerin protein
miktar1 kalitatif ve pleyt okuyucuda 650 nm dalga boyunda kantitatif olarak okundu.

Orneklerle standartlar karsilastirilarak protein miktarlar1 hesaplandi.
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Sekil 7 : -80°C derin dondurucudan ¢ikarilan, KKKAH viriisii ile enfekte
hiicreleri igeren doner sise kiiltlir kaplar

3.2. Hibridomalarin Elde Edilmesi

108G126 nolu ve "Kirim-Kongo Kanamali Ates Hastalig1 Viriisiiniin Epidemiyolojisi,
Molekiiler Karakterizasyonu, Antijen-ELISA  Gelistirilmesi ve Koruyucu Asi
Calismalar’ isimli TUBITAK 1007 KAMAG projesi kapsaminda yapilan toplam 6
fiizyon sonucunda elde edilen hibridomalardan, glikoproteinlere karsi olabilecegi
diistintilenler dondurulmustur. Hibridomalarin elde edildigi fiizyon protokolii asagidaki

gibidir.

3.2.1. HY-HAT Besin Ortaminin Hazirlanmasi

3.2.1.1. Materyal
e RPMI 1640 (SIGMA, Cat No: R8005) 60 ml
e NCTC-135 (SIGMA, Cat No: N3262) 16 ml
e FCS (SIGMA, Cat No: N4637) 20 ml
o %45 D-glikoz (0.2 micron filtered)(SIGMA, G8270) 1 ml
e 200 mM L-glutamin (SIGMA, Cat No:G2150) 0,1 ml
e 0.1 mM Na,SeO; (0.2 micron filtered)(SIGMA, Cat No:00163) 0,1 ml

e Gentamisin (50 mg/mL) (SIGMA, G1522) 0,1 ml
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e LPS konsentrat (SIGMA, Cat No:L770) 1,5 ml
e Dekstran Siilfat (0.45 micron filtered) (SIGMA, Cat No:D4911) 0,5 ml
e HAT (1x) (SIGMA, Cat No:H10262) 2 ml

3.2.1.2. Metot

16,4 gr liyofilize RPMI 1640 medium 1 litre distile suda ¢ozdiiriildii. Vasatin icine 2 gr
sodyum bikarbonat ilave edildi. 0,22 pum filtreden gecirilerek steril edildi ve +4°C’de

saklandi.

9,3 gr liyofilize NCTC-135 medium 1 litre distile suda ¢ozdiiriildii. Vasatin i¢ine 2,2 gr
sodyum bikarbonat ilave edildi. 0,22 pm filtreden gegirilerek steril edildi ve +4°C’de

saklandi.

45 gr D-Glucose tartilarak 100 ml distile su icerisinde ¢ozdiiriildii. 0,22 um filtreden
gecirilerek steril edildi ve +4°C’de saklandi.

HAT soliisyonu 1 tiipe 10 ml steril RPMI-1640 edium ilave edilerek 1X olacak sekilde

hazirlandi.

Materyal kisminda belirtilen bilesenler, aseptik kosullar altinda, belirtilen miktarlarda

bir araya getirilerek Hy-HAT vasati hazirland:.

3.2.2. Dalak Hiicrelerinin Hazirlanmasi

3.2.2.1. Materyal

e RPMI 1640 (R8005, Sigma)

e D-Glikoz (G5146, SIGMA)

e Antibiyotik (Penisilin/streptomisin/amfoterisin B) (AS955, Sigma)
e Ketamin (Ketalar, Pfizer) (10mg/ml)

e Rompun (Rompun, Bayer) (50 mg/ml)

e Doku grinder (CD1-1KT, Sigma)

e Tris (1083870500, Merck)
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e NH4CI (A0171, Sigma)

e Sogutmali Santrifiij (Allegra, Beckman)

e M-0 medium : RPMI-1640 + %]l , %45 D-Glikoz
e M-10 medium : M-0 medium + %10 FBS

e Hemolitik Soliisyonu : (0,2 gr Tris + 0,83 gr NH4CI + 100ml distile su, pH : 7,2,
0,2 pm’lik filtre ile steril edilir.)

3.2.2.2. Metot

Anestezi i¢in 0.3 cc Ketamin ve 0.1 cc Rompun karisimi farelere intramuskular
verilerek anestezi saglandi. Anesteziye alinan farelerden, 2 ml enjektor ya da 26 gauge
igne ile direkt kalpten 500-1000 pl kan alindi. Kan alimi1 tamamlandiktan sonra servikal
dislokasyon uygulandi ve %70 alkol icerisinde kisa siire bekletilen fareler, otoklav
edilmis pecete ile kurulandi1 ve biyogiivenlik kabinine alindi. Makas seti yardimiyla {ist
deri dikey olarak kesildi ve 4 tarafa agildi. ikinci makas seti ile periton zar1 kesildi ve
dalak aciga cikarildi. Son makas seti ile dalak dikkatlice ¢ikarildi ve bag ve yag
dokulardan temizlendi. Dalak ilk olarak 60 mm c¢apli ve icerisinde 10 ml M10 besin
ortami igeren petriye alindi ve yikama yapildi. Bu 6n yikamanin ardindan dalak 3 ml
M10 besin ortami igeren petriye alindi. Daha sonra enjektére aliman 10 ml M10 besin
ortami, dalakta delikler acarak dalak icerisine verildi. Petride toplanan sivi santrifiij
tiipiine toplandi. Dalak siizgec i¢ine alind1 ve cam baget yardimiyla siizgecten gegirildi.
Petride toplanan s1vi santrifiij tiiplerinde toplandi. Toplanan siispansiyon, oda 1sisinda,
1000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Pellet 5 ml buz igerisinde sogutulmus hemolitik
reaktif ile resiispanse edildi ve 10 dk oda 1sisinda inkiibe edildi. 5 ml buz igerisinde
sogutulmus M10 besin ortami ilave edildikten sonra, slispansiyon oda 1sisinda 1000
rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Pelletin eritrosit icermemesine dikkat edildi. Pellet 2 ml
MO ortamu ile resiispanse edildi ve dalak hiicresi miktarinin belirlenmesi amactyla hiicre

sayimi yapildi.



Mikrolitredeki hiicre sayisi su formiile gére hesaplandi:

Hiicre
wl

= bir kiiciik griddeki ortalama hiicre sayist * 90 * diliisyon faktori

3.23. Fiizyon
3.2.3.1. Materyal

e Hy-HAT Besin Ortami1

e PEG 1500 (P7306, Sigma)

e Sogutmali Santrifiij (Allegra, Beckman)

e 37°C Su Banyosu

e M-0 medium : RPMI-1640 + %]1 oraninda %45’1lik D-Glikoz
e M-10 medium : M-0 medium + %10 FBS

3.2.3.2. Metot

Yaklagik 120x10° dalak hiicresine karsilik, 40x10° myeloma hiicresi fiizyon icin
kullanildi. Oda 1sisinda 5 dk 1000 rpm’de santrifiij edilen myeloma hiicreleri, 2 ml
MO ortami ile reslispanse edildi. Dalak hiicre siispansiyonu ile myeloma hiicre
siispansiyonu birlestirildi. Birlestirilen hiicre siispansiyonu MO ortami ile 15 ml’ye
tamamlandi. Siispansiyon oda isisinda 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Tim
islemler steril su banyosunda, 37°C’de yapildi. Pellet hafif parmak vuruslariyla
reslispanse edilerek biyogiivenlik kabini igerisindeki 37°C su banyosuna alindi.
Onceden 1sitilmis 0,5 ml PEG soliisyonu, damla damla ve karistirilarak, 45 sn
icerisinde tiipe ilave edildi. Tekrar dnceden 1sitilmis 0,5 ml PEG soliisyonu, damla
damla ve karistirlarak, 45-50 sn igerisi nde tiipe ilave edildi. Onceden 1sitilmis 1 ml
MO ortami karigtirilarak, 1dk icerisinde damla damla tiipe ilave edildi. 3 ml MO
ortami karistirillarak, 3dk icerisinde damla damla tiipe ilave edildi. 10 ml MO ortami
karigtirillarak, 1-2 dk icerisinde damla damla tiipe ilave edildi. Tiip, 37°C su
banyosunda 10 dk inkiibe edildi. Oda 1sisinda 750-900 rpm’de 5 dk santrifiij edildi,
ist sivi dokiildii ve 15 ml HAT igeren besin ortami, pellet resiispanse edilmeden

pelletin tlizerine ilave edilerek 37°C su banyosunda 10 dk inkiibe edildi. Siispansiyon

28
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iizerine 35 ml HAT igeren besin ortami ilave edildikten sonra 100 pul olacak sekilde 5

adet 96 gozlii pleyte aktarildi. Pleytler 37°C , %5 CO,’li inkiibatore kaldirildi.
3.3. Hibridomalarin Stabilitelerinin Belirlenmesi

3.3.1. Test Edilecek Olan Hibridoma Hiicrelerinin Cozdiiriilmesi

3.3.1.1. Materyal

e 37°C Su Banyosu

e Smif 2 Biyogiivenlik Kabini (ADS Laminare Optimale)
o Santrifiij: Beckman Coulter, Allegra X-22

e Hy-HAT Besiyeri

e Hiicre: ERAGEM Hiicre Kiiltiir Stogu Hibrdomalar
e 24 Well Plate (3526, Costar)

e %35 CO,‘li Inkiibator (MCO-18AC-PE, Panasonic)

3.3.1.2. Metot

Daha o6nceden yapilan fiizyon deneyleri sonucu elde edilen ve -80°C’de saklanmakta
olan, KKKAH viriisii glikoproteinlerine kars1 oldugu diisiiniilen klonlar, 24’lii gruplar
halinde ¢ozdiiriildii. -80°C’den ¢ikarilan donmus hiicreleri igeren (1x10° hiicre/ml)
kriyovialler bekletilmeksizin 37°C su banyosunda ¢ozdiiriildii. Cozdiiriilen hiicreler
onceden 37°C’ye getirilmis HY-HAT segici besin ortami igerisine damla damla ilave
edildi. Hiicre siispansiyonu 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve silipernatant, pellete
zarar verilmeden dikkatlice dokiildii. Pellet homojenize edildi ve {izerine besin ortami
ilave edildi. Hiicre siispansiyonu 6 well pleytin bir géziine aktarildi ve pleyt 37°C, %5
COy’li inkiibatore kaldirildi. 7 giinliik kiiltiir siiresinden sonra hibridoma siipernatantlari
toplandi, oncelikle IFA deneyi ile hala antikor sentezleme yeteneginde olduklar

dogrulandiktan sonra Western Blot ve ELISA ile test edildi.
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3.3.2. Immun Floresan Testi (IFA)
3.3.2.1. Materyal

e Sif 2 Biyogiivenlik Kabini (ADS Laminare Optimale)

e Hiicre: Vero E6 (ERAGEM Hiicre kiiltiir stogu)

e 96 well Plate (3596, Costar)

e DMEM/F-12 Ham, (D8900, Sigma)

e NCS (N4762, Sigma)

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

e Sodyum fosfat monobazik (K91348245 738, Merck)

e Sodyum fosfat dibazik (S0876, Sigma)

o  %37’lik formaldehit (F8775, Sigma)

e Triton X-100 (T9284, Sigma)

e Siit Tozu (Pmnar)

e NaCl (K92033000 546, Merck)

e Tween 20 (8.22184.0500,Merck)

e Tis-HCI (T3253, Sigma)

e Hiicre kiiltiir vasati: %10 NCS +%]1 antibiyotik + DMEM/F-12 HAM

e Viriis ekim vasati: DMEM/F-12 + % 1 antibiyotik

e Viriis tiretim vasati: DMEM/F12 + %2 NCS + % 1 antibiyotik

o %2 karboksi metil selilloz (CMC): 4 gr karboksi metil seliilloz (CMC) 200 ml
dH,O igerisinde, 1siticili manyetik karistirictda 300°C ve 500 rpm hizda
kanstirilarak ¢ozdiriildi. 121°C’de 15 dakika siireyle otoklav edilerek steril
edildi.

e Overlay Vasat: Iki kat yogunlukta hazirlanan DMEM/F-12 Ham ile 1:1 oraninda
% 2 FBS ve % 1 antibiyotik ilave edilip homojenize edilerek hazirlanir.

e Permeabilizasyon Soliisyonu: % 0.1 Triton X-100 iceren PBS

e Notral buffer

e formalin soliisyonu: 1 L i¢in: 4 gr sodyum fosfat monobazik + 6.5 gr sodyum

fosfat dibazik + 100 ml % 37’°lik formaldehit
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e Bloklama soliisyonu: %5 yagsiz siit tozu iceren PBS

e TBST: 10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 150 mM NaCl, % 0.1 Tween-20

e Goat Anti-Mouse IgG, Human ads-FITC (Southern Biotech, 1010-02)
o %20 glycerol (G5516, Sigma) iceren PBS soliisyonu

3.3.2.2. Metot

Vero E6 hiicreleri 96 kuyucuklu pleytin her bir kuyucuguna 1,5x10* hiicre olacak
sekilde 100 pl igerisinde gecildi. Ozellikle ilk bir saatte hiicrelerin kuyucugun ortasinda
toplanmamasi i¢in birka¢ kez sallama islemi yapildi. Ertesi giin, hiicreler mikroskop
altinda incelenerek %80-90 monolayer olduklar1 teyit edildikten sonra, viriis
diliisyonlar virlis ekim vasati icerisinde hazirland1 ve her bir kuyucukta 100 PFU
olacak sekilde, hiicreler enfekte edildi. Pleyt, 37°C’de %35 CO;’li inkiibatére konuldu
ve | saat siireyle her 15 dakika bir calkalanarak adsorbsiyona bagl ekim yapildi. 1
saatin sonunda kuyucuklardaki inokiilum atildi ve 37°C su banyosunda 1sitilan overlay
vasatindan her kuyucuga 100 pl eklendi. Pleyt 37°C’de nemlendirilmis, %5 CO;’li
etlivde 2 giin inkiibe edildi. Enfeksiyondan sonraki 2. giin kuyucuklara steril kabinde,
direkt overlay vasat iizerine nétral buffer formalin soliisyonundan 100 pl kondu ve
hiicreler oda 1sisinda 30 dakika fikse edildi. Kuyucuklar 1 kez 1X PBS ile yikandi ve
permeabilizasyon soliisyonundan 100 pl ilave edilip 4 kez 5 dakika siireyle, oda 1sisinda
50 rpm hizdaki calkalayici lizerinde hiicreler permeabilize edildi. Son permeabilizasyon
isleminin ardindan kuyucuklar bloklama soliisyonu (%5 yagsiz siit tozu iceren PBS) ile
30 dakika oda 1s1sinda, ¢alkalayici tizerinde 50 rpm hizda inkiibe edilerek bloklandiktan
sonra, 100 pl PBS ile bir kez yikandi. Test edilecek hibridomalarin, 6. giin
siipernatantlarindan 100 pl ilave edilerek oda 1sisinda ¢alkalayicida 50 rpm hizda 1 saat
inkiibe edildi. Pozitif kontrol olarak, KKKAH viriisii NP proteinine karsi elde edilmis
olan 6B9F9D12 klonu 6. giin siipernatant1 ve negatif kontrol olarakta Ag8 myeloma
hiicre hatt1 6. giin kiiltiir slipernatanti kullanildi. Kuyucuklar 10 dakika araliklarla {i¢
kez 100 ul TBST ile yikandiktan sonra 1/2000 oraninda TBST igerisinde sulandirilan
Goat anti-mouse IgG, human ads-FITC ile 1 saat siireyle oda 1sisinda 50 rpm hizda
calkalayicida inkiibe edildi. Daha sonra %20 gliserol iceren PBS damlatildiktan sonra

Leica DM IL Led immunfloresan mikroskop altinda incelendi.
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3.3.3. Enzime Bagh Immunosorbent Testi (ELISA)

3.3.3.1. Materyal

e NaCl (S3014, Sigma)

e Na,HPO4(Merck,9003145354)

e KH,PO4 (1048731000, Merck)

e NaCOs (A836892 707, Merck)

e TMB (T3405-100TAP,Sigma)

e NaHCO; (K36375029 645, Merck)

e Tween 20 (8.22184.0500, Merck)

e Sitrik asit (Sigma,S4000)

e H,SO4 (1090734000, Merck)

e TMB (3,3’,5,5’-Tetramehtylbenzidine tableti (Sigma,T4041)

e Karbonat tampon soliisyonu: 1,59 gr Na,CO;3; + 2,3 gr NaHCO; , pH 9.6

e PBS: 8 gr NaCl, 2g of KCl, 1.44g of Na,HPO,, 0.24g of KH,PO, , distile su
ile 1 litreye tamamlandi. pH, HCI kullanilarak 7,2 ‘ye ayarlandu.

¢ Yikama Soliisyonu: %0,05 Tween 20 igeren PBS

e Konjugat Soliisyonu: Anti Mouse IgG HRP (Novex) 1/10000 oraninda
PBST soliisyonu igerisinde diliie edilerek kullanildu.

e Substrat Sollisyonu: 1 TMB (3,3°,5,5’-Tetramehtylbenzidine tableti tableti 4
ml 0,1 M sitrik asit ve 6 ml 0,2 M Na,HPOy icerisinde ¢ozdiiriildii ve
kullanilmadan hemen 6nce 100 ul H,O; ilave edildi

e Stop Soliisyonu: 1N H,SO4

3.3.3.2. Metot

PEG piirifiye KKKAH antijeni kuyucuk basina 1 pg olacak sekilde, pH 9.6 karbonat
tampon kullanilarak, 1 gece + 4°C’de 96 kuyucuklu ELISA pleytlerine baglandi. Ertesi
giin baglanmayan antijenler yikama soliisyonu (% 0,05 PBS-Tween 20 ) ile pleytten

uzaklastirildi ve bloklama islemi i¢in %0,05 PBS-Tween 20 igerisinde hazirlanmus,
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%»5’lik siit tozundan olusan bloklama soliisyonundan, her bir kuyucuga 100 pl birakildi
ve pleyt 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Bir kez yikama soliisyonu ile (%0,05 PBS-Tween
20) yikamanin ardindan test edilecek hibridomalarin 7. giin siipernatantlarindan her bir
kuyucuga 100 pl gecildi. Pozitif kontrol olarak, KKKAH viriisiine karsi elde edilmis
olan fare poliklonal serumu (1/2000 sulandirma ile), KKKAH viriisii NP’ye kars1 elde
edilmis olan 6B9F9D12 klonu siipernatanti, negatif kontrol olarakta Ag8 myeloma hatti
kiiltiir siipernatant1 kullanildi. Bir saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra pleyt 5 kez
yikama soliisyonu ile yikandi. Daha sonra Goat anti-mouse konjugatt 1/10000 oraninda
bloklama soliisyonu ile sulandirildi ve her bir kuyucuga 100 pl gecildi. Pleyt 1 saat
37°C’de inkiibe edildi ve 100 pl yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi. Goriintiileme
amaciyla 3,3°,5,5’-Tetramehtylbenzidine tableti, 4 ml 0,1 M sitrik asit ve 6 ml 0,2 M
Na,HPO, igerisinde ¢ozdiiriildii ve 100 pl H,O, ilave edildi. Hazirlanan substrat
sollisyonundan her bir kuyucuga 100 pl eklendi. Daha sonra 15 dakika karanlik ortamda
inkiibe edildikten sonra durdurma soliisyonu (1 N siilfirik asit) ilave edilerek ELISA

pleyt okuyucuda 450 nm dalga boyunda okundu.
3.3.4. Immuno Blotlama (Western Blot)
3.34.1. Materyal

e Mini-PROTEAN Tetra Cell sistem (165-8000 ,Biorad)

e Akrilamid (C3HsNO) (800830, Merck)

e Bisakrilamid (C;H;oN,O,) (V3143, Promega)

e Tris (HOCH,);CNH,) (K37266187 725, Merck)

e SDS (CH3(CH)110S0OsNa) (L5750, Sigma)

e Amonyum persiilfat/APS (NH4),S,0g) ( A2941,0250 Applichem)

e Tetramethylethylenediamine/TEMED((CH3),NCH,CH,;N(CHj3),)
(M1107320 100, Merck)

e %30 akrilamid karisimi: 29 g Akrilamid + 1 g Bisakrilamid karistirildi dH20
ile 100 ml’ye tamamlandi. 37°C su banyosunda ¢ozdiiriildiikten sonra 0.45

um filtreden siiziildii ve 151k ge¢irmeyen cam sisede muhafaza edildi.
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%10 Cozdiirme jeli (10 ml i¢in): 4ml Distile su + 3,3 ml %30 akrilamid
karisimi + 2,5 ml 1,5 M Tris + 0,1 ml %10 SDS + 0,1 ml %10 Amonyum
persiilfat + 0,008 ml TEMED

%35 Yigimlama Jeli (3 ml igin): 2,1 ml dH20 +0,5 ml akrilamid karigim1 +
0,38 ml 0,1 M Tris+ 0,03 ml %10 SDS + 0,03 ml %10 APS +0,003 ml
TEMED

BME (2-Mercaptoethanol) (161-0710 Biorad)

Laemli Sample Buffer (161-0737, Biorad)

Ornek Tamponu: 950 pl Laemli sample buffer + 50 pl BME

Glisin (C2H5NO2) (K40427490 940, Merck)

10X Tris/Glisin Stok Yiiriitme Tamponu (161-0771, Biorad)

1X Tris/Glisin Yiiriitme Tamponu: 10X Stok Soliisyondan diliie edilerek 1X
olarak hazirlandi.

Giic kaynagi (164-5052, Biorad)

Transfer sistemi (170-3930 Biorad, Mini Transblot)

Transfer membran ( Immobilon-NY+, INYC00010 Millipore)

Transfer Tamponu: 3.3 g Tris + 14.4 g Glisin + 200 ml Methanol + 800 ml
dH,0 karistirilarak hazirlandi.

NaCl (S3014, Sigma)

KCI (P9333, Sigma)

Na,HPO4 (Merck,9003145354)

KH,PO4 (1048731000, Merck)

Na,CO; (A836892 707, Merck)

Tween 20 (8.22184.0500, Merck)

Karbonat tampon soliisyonu: 1,59 gr Na,COs + 2,3 gr NaHCOs, pH 9.6

PBS : 8 gr NaCl, 2g of KCl, 1.44¢g of Na,HPO,, 0.24g of KH,PO, , distile su
ile 1 litreye tamamlandi. pH, HCI kullanilarak 7,2 ‘ye ayarlandi.

Yikama Soliisyonu: %0,1 Tween 20 i¢ceren PBS

Konjugat Soliisyonu: Anti Mouse IgG HRP (Novex) 1/10000 oraninda
PBST soliisyonu igerisinde diliie edilerek kullanild.

Substrat Soliisyonu (32106, Thermo Pierce)
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e Gorintiileme kaseti (FBCS 810, Fisher)
e Goriintiileme filmi (F5763, Sigma)
e Goriintlileme soliisyonu (P7042, Sigma)

e Fiksasyon soliisyonu (P7067, Sigma)

3.34.2. Metot

Mini-PROTEAN Tetra Cell sistem kurulumu yapildiktan sonra her cam pleyt i¢in 7,5
ml % 10’luk ¢ozdiirme jeli hazirlandi ve cam pleytler arasindan dokiildii. Jelin iizerine
pipet yardimiyla 1 ml dH,O ilave edildi ve 15 dakika oda 1sisinda donmasi beklendi.
Daha sonra hazirlanan 2 ml %5’lik yigilama jeli ¢ézdiirme jelinin tizerine eklenerek
tarak takildi ve 20 dk oda 1s1sinda donmasi i¢in bekletildi. Jelde yiirlitiilecek KKKAH
viriis antijen 6rnekleri 4x Laemli Sample Buffer ile 3:1 oraninda karistirilip kaynar suda
5 dakika siireyle denatiire edildi ve yiikleninceye kadar buz kabinda bekletildi. Onceden
hazirlanmis jelin bulundugu cam pleyt, jel ylriitme tankina yerlestirildi. 1 litre
Tris/Glisin yiiriitme tamponu cam pleytlerin arasina dolduruldu ve kalami tankin
icerisine bosaltildi. Taraklar ¢ikartildiktan sonra 15 ng KKKAH viriis antijen 6rnekleri
her bir kuyucuga yiiklendi. Gii¢ kaynag: tanka baglanarak 100 voltta 1.5 saat stireyle
ornekler yiiriitiildii. Proteinleri membrana transfer etmek amaciyla, jel biiyiikliigiinde
membran kesildi, aktif olan yiizeyi isaretlendi ve methanol icerisinde aktive edildi.
Transfer tampon igerisinde cam pleytlerden ¢ikartilan jel, siingerler ve transfer kagitlari
islatildi. Transfer tampon igerisinde kasetin iizerine sirasiyla slinger, kurutma kagidi,
membran, jel, kurutma kagidi ve siinger yerlestirildikten sonra kasetin kapagi1 kapatildi.
Kaset transfer sistem aparatina yerlestirildikten sonra tank transfer tamponu ile
dolduruldu ve igerisine buz akiisii ile manyetik karistirict bart yerlestirildi. Tank
manyetik karistiric1 tizerine yerlestirildikten sonra 100 rpm’de karistirilmaya baslandi.
Gilic kaynag transfer sisteme baglandiktan ve 100 voltta 60 dakika siireyle transfer
islemi yapildi. Transfer isleminin ardindan membran kasetten alindi ve bloklama
sollisyonu igerisinde calkalayicida 30 dakika bloklandi. Membran 3 kez 10 dk siireyle
PBST-20 soliisyonu ile ¢alkalayicida yikandi. Yikama soliisyonu dokiildii ve membran
test edilmek istenen her hibridoma icin 1 strip olacak sekilde kesildi. Test edilecek

hibridomalarin 7. giin siipernatant Ornekleri 1/10 oraninda bloklama soliisyonu
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icerisinde hazirlandi. Pozitif kontrol olarak fare poliklonal serum 1/3000 diliisyonda ve
negatif kontrol olarakta Ag8 myeloma hiicresi siipernatant1 1/10 diliisyonda hazirlandi.
Her siipernatant 6rnegi ve kontroller, farkli kaplara alinan striplerin {izerine ilave
edilerek 1 saat calkalayicida inkiibe edildi. Bir saatin sonunda hibridoma siipernatant
dilisyonlar1 dokiildii ve membran 10 dakika siireyle 3 kez PBST-20 ile calkalayicida
yikandi. Konjugat olarak Goat anti-mouse HRP, 1/10000 oraninda bloklama soliisyonu
icerisinde sulandirilip membranlar {izerine dokiildii ve oda 1sisinda 1 saat siireyle
calkalayicida inkiibe edildi. Membran 10 dakika arayla 3 kez PBST-20 ile calkalayicida
yikandi. Membran {izerine goriintiileme substrat1 1:1 oraninda karigtirilarak yayildi ve 5
dakika siireyle biitin membranin {izerine yayilmasit saglandi. Membran bu
sollisyonlardan ¢ikartilip lizerine stre¢ film ortiilerek goriintiileme kasetine yerlestirildi.
Karanlik bir odada {izerine goriintiileme filmi ortiildii ve kasetin kapagi kapatilarak 3 dk
beklendi. Film kasetten ¢ikartiip once 1 dakika siireyle developer soliisyonunda
bekletildi, daha sonra dH,O kabinda yikandiktan sonra 1 dakika da fiksasyon
solisyonunda bekletildi. Tekrar su kabinda yikandiktan sonra film karanlik odadan

cikartilarak 151k kaynag lizerinde incelendi.

3.3.5. Limiting Diliisyon

3.3.5.1. Materyal

e Sinif 2 Biyogiivenlik Kabini (ADS Laminare Optimale)
o 96 well pleyt

e Hy-HAT Besin Ortami1

e %S5 CO»‘li Inkiibatér (MCO-18AC-PE, Panasonic)

3.3.5.2. Metot

Limiting diliisyon islemi yapilmadan 6nce, 96 kuyucuklu bir pleytin sag-sol ve yukari-
asagl ilk sira bos birakilacak sekilde, 60 kuyucuguna daha onceden kiiltiire edilmis
myeloma hiicrelerinin 2 giinliik sartlandirilmis vasatindan 100’er pl kondu. Diliisyona
baslanacak olan 2B-2G nolu kuyucuklara 100 pl daha vasat ilave edilerek toplam hacim
200 pl’ye ¢ikartildi. 24 kuyucuklu pleytlerde ¢ogaltilan ve limiting diliisyon i¢in se¢ilen
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hiicreler mikropipet yardimiyla tabandan kaldirildi ve 100 pl hiicre 2B nolu kuyucuga
birakildi. Mikropipet yardimiyla dnce 2B-2G nolu kuyucuklar yukardan asagi dogru,
daha sonra ¢ok kanalli pipet yardimiyla 2B-2G hattindan 11B-11G hattina dogru soldan
saga diliisyon yapildi ve son kuyucukta 100 pl siipernatant atilarak uzaklastirildi.
Hiicreler 37°C’deki CO,’li etiive kaldirildu.

Limiting diliisyon isleminden 3 giin sonra kuyucuklar tek tek kontrol edilerek tek klon
ve iki klon diisen kuyucuklar isaretlendi ve her kuyucuga 100 ul Hy-HAT vasatindan
ilave edildi. Yaklagik 8-10 giin sonra tek klon olarak isaretlenen kuyucuklardaki
hiicreler biiylidiiklerinde IFA testi yapildi. Pozitif olarak belirlenen tek klonlar 96
kuyucuklu pleytten mikropipet yardimiyla kaldirilarak 24 kuyucuklu pleyte gecildi.

Birinci limiting diliisyondan secilen, tek klon oldugu diisiiniilen ve IFA deneyinde
pozitif sonug¢ veren klonlar, tekrar 24 well pleytin bir goziinde biyiitiildiikten sonra 2.
limiting dillisyona alind1. Klonlarin monoklonal oldugundan emin oluncaya kadar (en az

3 kez) limiting diliisyon islemi tekrarlandi.

3.3.6. Monoklonal Hiicrelerin Dondurulmasi, Ana ve Caliyma Stoklarmmin

Olusturulmasi

Limiting diliisyon islemlerinin ardindan, tek klondan geldigi diisiiniilen klonlar,
sirastyla 6nce 24 kuyucuklu pleytin bir goziine, 6 kuyucuklu pleytin bir goziine, 25 cm®
hiicre kiiltiir kabina, 75 c¢m® hiicre kiiltiir kabina ve 175 cm? hiicre kiiltiir kabina
pasajlanarak biiyiitiildii. Tiim pasajlama islemlerinden 6nce alinan siipernatant érnekleri
antikor varligi yoniinden IFA ile test edildi. Hiicrelerin pasajlama siiresince stabil

kaldiklarindan emin olunduktan sonra, her klondan 15’er kriyovial donduruldu.

3.3.6.1. Hiicre Saymm

3.3.6.1.1. Materyal

e Sayim Aparat1 (138495, Hycor)
e Tripan Blue (T8154, Sigma)
e Mikroskop (Leica)
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3.3.6.1.2. Metot

Kiiltiir kab1 igerisinde iiretilen slispanse monoklonal hiicrelerden 10 pl 6rnek alinarak
990 pl tripan blue (%0,4) ve kiiltiirden alinan 10 pl hiicre siispansiyonu karistirildi. On
mikrolitre boyanmis hiicre sollisyonu sayim aparatinin lam ile lameli arasina pipetlendi.
Mikroskop yardimiyla 10X objektif kullanilarak, yogun hiicre iceren siispansiyon i¢in 9
kii¢iik kare, hiicre yogunlugu az olan siispansiyonlar i¢in ise 4x9 (36) kiigiik kare sayildi

(sekil 8).

Mikrolitredeki canli ve 6lii hiicre sayilarini belirlemek i¢in agsagidaki formiil kullanildi:

Canli ya da 6li hucre yogunlugu (hicre/pul)= Kiiciik karede sayilan canl

hiicre sayist x 90 x seyreltme faktorii

Sekil 8 : Hiicre sayim aparatt (A), Hiicre sayim aparati karelerinin mikroskop
gortntiileri (B,C)
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3.3.6.2. Dondurma islemi

3.3.6.2.1. Materyal

e Sinif 2 Biyogiivenlik Kabini (ADS Laminare Optimale)
e Hiicre: Hibridoma

e 24 Kuyucuklu pleyt (3526, Costar)

e 6 kuyucuklu pleyt (3516, Costar)

e Kiriyovial (377224, Thermo Scientific)

e 25 cm? hiicre kiiltiir kabi (3056, Corning)

e 75 cm?” hiicre kiiltiir kab1 (430720, Corning)

e 175 cm? hiicre kiiltiir kab1 (431079, Corning

e DMSO (D2650, Sigma)

e FBS (F2442, Sigma)

e Hiicre Dondurma Vasati : %90 FBS + %10 DMSO
e 15 ml’lik santrifijj tiipii (E1460-0200-15, Starlab)
e -80°C Derin Dondurucu (SRL611W, Panasonic)
e Sivi Azot Tanki

34.6.1.2. Metot

Bir adet 175 cm? hiicre kiiltiir kabinda kiiltiire edilen monoklonal hiicreler sayim aparati
ile sayildi. Ortalama bir 175 cm?® hiicre kiiltiir kabinda 20-25x10° hiicre bulundugu
goriildii. Sayim sonuglarina gore her 175 cm” hiicre kiiltiir kabindan, mililitresinde
l,5x106 hiicre bulunacak sekilde, 15 kriyovial dondurulmustur. 175 em?  kiiltiir
kabindaki siispanse monoklonal hiicreler santrifiij tiipline aktarildi ve +4°C, 1000
rpm’de, 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra pellet dondurma
vasatt ile resiispanse edildi. 1’er ml hiicre siispansiyonu, etiketlenmis kriyoviallere
aktarildi. Hazirlanan kriyovialler, dncelikle -70°C derin dondurucuya kaldirildi. Uzun

stireli saklama amaciyla hiicreler, 1 hafta sonra sivi azot tanklarina aktarildi.
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3.3.7. Stabilite Testleri

Dondurulup s1v1 azot tankinda saklanmakta olan hiicreler her ay ¢ozdiiriilmiis ve antikor

tiretip tiretmedikleri ELISA, Western Blot ve IFA deneyleriyle test edilmistir.

3.4. Monoklonal Hiicrelerin Doner Sise Sisteminde Kiiltiire Edilmesi, mAb

Konsantrasyonu ve Saflastirilmasi
3.4.1. Monoklonal Hiicelerin Doner Sise Sisteminde Kiiltiire Edilmesi
3.4.1.1. Materyal

e Smif 2 Biyogiivenlik Kabini (ADS Laminare Optimale)

o Santriflij (Beckman Coulter, Allegra X-22)

e DMEM/F-12 Ham (D8900, Sigma)

e NCS (N4762, Sigma)

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

e Tripsin-EDTA (T4049, Sigma)

e Hiicre kiiltiir vasati: %10 NCS +%1 antibiyotik + DMEM/F-12 HAM

e Hiicre: Hibridoma (ERAGEM Hiicre Kiiltiir stogu)

e 175 cm? hiicre kiiltiir kabi (431079, Corning)

e Doner sise (680-065 Grainer)

e 15 mI’lik santrifijj tiipii (E1460-0200-15, Starlab)

e %S5 CO,'li Inkiibatér (MCO-18AC-PE, Panasonic)

e Doner sise inkiibator (1057606-C, Wheaton Industries Inc., Roll-In CO,
Incub.)

34.1.2. Metot

iki adet 175 cm?’lik hiicre kiiltiir kabinda kiiltiire edilen, DMEM/F12 vasatinda kiiltiire
adapte hibridoma hiicreleri kaldirilarak hiicre sayimi yapildi. Sayim islemi yapildiktan
sonra 1 adet doner sise hiicre kiiltiirii kab1 i¢in 50x10° hiicre, 250 ml hiicre iiretme
vasadi icerisinde doner sise hiicre kiiltiirii kabma gecilerek, 0.9 rpm’e ayarlanmis

rotatdra birakildi. Hiicreler giinliik olarak kontrol edildi ve 3 giin sonra hiicrelere 250 ml
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hiicre liretme vasadi ilave edildi. 3 giin sonra ikinci kez 250 ml hiicre {iretme vasadi
ilave edildi ve 3 giin daha beklendi. islem sonunda hiicreler sayildiktan sonra santrifiij

edilerek siipernatant amonyum siilfat ile antikor ¢oktiirme islemi icin kullanildi.

34.2. Amonyum Siilfat Metoduyla Céktiirme Islemi

3.4.2.1. Materyal

e Amonyum Siilfat (A4418-1KG, Sigma)

e Manyetik Karistirict (505-20000-00-4, Heidolph)

e 1L Erlenmayer

e Ultrasantriflij (Beckman Coulter, Optima XPN-100)
e SWI19 Tip Rotor (325632, Beckman Coulter)

e SWI19 Rotor Tiipleri (334205, Beckman Coulter)

34.2.2. Yontem

Doéner sise hiicre kiiltiirii kabinda {iretilen monoklonal hibridomalar 1000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilerek coktiiriildiikten sonra, slipernatant dereceli silindire alinarak
tam miktar1 belirlendi. Toplamda 750 ml silipernatant ¢oktiirme islemine alindi. Miktar1
belirlenen siipernatant igerisinde manyetik karistirict bart bulunan bir erlene alindi.
Erlen se¢imi yapilirken toplam miktarin en az iki kat1 voliimde erlen secilmesine dikkat
edildi. Erlenmayer manyetik karistiriciya yerlestirildi ve toplam 750 ml slipernatant i¢in
235,37 gram amonyum siilfat eklenerek saturasyon islemi yapildi (Saturasyon islemi
sonunda final saturasyonu %50 olmustur). Tartilan 273,37 g amonyum siilfat, kiigiik
miktarlarda eklendi ve tamamen ¢Ozlinmesi saglandi. Bu islem yaklasik 35-40 dk
tamamlandi. Bu adimda yiiksek hizda karistirma islemi yapilmamasina dikkat edildi.
Ekleme islemi bittikten sonra, 1 saat daha +4°C’de karistirma islemine devam edildi.
Karigim SW-19 tip rotora alindiktan sonra, 10000 rpm’de, 20 dakika, +4°C’de santrifiij
edildi. Siiperanant uzaklastirildiktan sonra pellet toplam miktarin 1-2 kat1 kadar PBS ile
sulandirildi. PBS igerisindeki protein diyaliz kaset kullanilarak PBS soliisyonuna kars1

diyaliz edildi.
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3.4.3. Diyaliz Islemi

3.4.3.1. Materyal

e 20 kDa Diyaliz Kasetleri (66030, Thermo Scientific)

e NaCl (S3014, Sigma)

e KCI (9933, Sigma)

e Na,HPO, (Merck,9003145354)

e KH,PO; (1048731000, Merck)

e PBS: 8 gr NaCl, 2g of KCl, 1.44g of Na,HPOy, 0.24g of KH,PO,, distile su ile 1
litreye tamamlandi. pH, HCI kullanilarak 7,2‘ye ayarlandi.

e Manyetik Karistirict (505-20000-00-4, Heidolph)

34.3.2. Metot

Diyaliz kasedi diyaliz tampnu (1X PBS) igerisine daldirilip 1-2 dakika beklenerek
hidrasyon islemi yapildi. Kaset tampondan ¢ikartilip 6rnek siringa ile ¢ekildikten sonra,
kaset iizerinde bulunan portlardan birinden yavasca igeri verildi. Ornek diyaliz
tamponuna birakildiktan sonra 2 saatte bir, iki kez tampon yenilendi ve son yenilemenin
ardindan 24 saat karigtiricida birakildi. 24 saat sonra 6rnek uygulama yapilan porttan

direkt olarak siringa ile geri alinarak diyaliz islemi tamamlandi.
3.4.4. Kolon Kromotografisi Yontemi ile Monoklonal Antikor Piirifikasyonu
3.44.1. Materyal

e Mabtrap Antibody Kit (GE Healthcare, 17-1128-01)

e Luer-lock siringa
344.2. Metot

Mabtrap Antibody Kit 30 dakika 6nceden oda 1sisina ¢ikartilip, kalibre edildi. 10X
binding buffer ve eliisyon buffer distile su ile diliie edilerek 1X miktarinda hazirlandi.
Kolon luer-lock siringa yardimiyla en az 5 ml distile su ile yikanarak igerisindeki etanol

¢ozeltisi uzaklastirildi.
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Kolon 3 ml binding buffer ile kalibre edildi. Ornek bir siringa yardimiyla kolondan
gecirildi. Kolon 7,5 ml binding buffer ile yikandi, 5 ml eliisyon buffer ile sulandirma
islemi yapildi ve ml bagina 100 pl nétralizasyon soliisyonu ilave edildi. Kolon %20
etanol iceren saklama soliisyonu ile dolduruldu ve +4°C’ye kaldirildi. Elde edilen
eliisyon buffer icerisindeki monoklonal antikorlar tekrar PBS’e karsi diyaliz edildi.
Dyalizden alinan 6rnekler 0,22 pum filtreden gecirilerek steril edildi ve -20°C’ye
kaldirildi.

3.5. Antikor Izotiplendirme

3.5.1. Materyal

e [SO-2 izotiplendirme kiti (Sigma-Aldrich, Almanya)

e ELISA pleytleri (473768 nunc,Thermoscientific)

e Pleyt Okuyucu (Thermo Scientific Multiscan FC)

e NaCl (S3014, Sigma)

e Na,HPO, (Merck,9003145354)

e KH,PO, (1048731000, Merck)

e Na2CO3 (A836892 707, Merck)

e TMB (T3405-100TAP,Sigma)

e NaHCO3 (K36375029 645, Merck)

e Tween 20 (8.22184.0500, Merck)

o Sitrik asit (Sigma,S4000)

e H,SO,4 (1090734000, Merck)

e TMB (3,3°,5,5’-Tetramehtylbenzidine tableti (Sigma,T4041)

e Karbonat tampon soliisyonu :1,59 gr Na,COs + 2,3 gr NaHCO; , pH 9.6

e PBS: 8 gr NaCl, 2g of KCI, 1.44g of Na,HPOy4, 0.24g of KH,POy4, distile su ile 1
litreye tamamlandi. pH, HCI kullanilarak 7,2’ye ayarlandi.

e Yikama Soliisyonu : %0,05 Tween 20 iceren PBS

e Konjugat Soliisyonu: Anti Mouse IgG HRP (Novex) 1/10000 oraninda PBST

sollisyonu igerisinde diliie edilerek kullanildi.
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e Substrat Soliisyonu: 1 TMB (3,3°,5,5’-Tetramehtylbenzidine tableti 4 ml 0,1 M
sitrik asit ve 6 ml 0,2 M Na,HPOy igerisinde ¢ozdiirtildii ve kullanilmadan

hemen 6nce 100 ul H,O, ilave edildi.
e Stop Soliisyonu: 1N H,SO4

3.5.2. Metot

izotip spesifik antikorlar 1/1000 oraninda seyreltildi. Her seyreltilmis izotip spesifik
antikordan, pleytin 2 gdziine 100’er pl konuldu. Izotip spesifik antikorla kapli pleyt 1
saat 37°C’de inkiibe edildi. Bu siire sonunda kaplama soliisyonu dokiildii ve gozler 200
uL PBST ile 5 kez yikandi. Her kuyucuga 100 ul piirifiye mAb (1/1000 diliie edildi)
eklenerek 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra kuyucuklar 200 pl PBST
ile 5 kez yikandi. Her kuyucuga 100 pl konjugat soliisyonu eklenerek 30 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. PBST ile 5 kez yikandi ve her kuyucuga 100 pl substrat
solisyonu eklendi. Daha sonra 100 pl stop soliisyonu ilave edilerek absorbans degerleri

450 nm de ol¢iildi.
3.6. Floresan Fokus Rediiksiyon Notralizasyon Testi
3.6.1. Materyal

e Smif 2 Biyogiivenlik Kabini (ADS Laminare Optimale)
e Mikropipet

e Hiicre: Vero E6 (ERAGEM Hiicre kiiltiir stogu)

e 96 well Plate (3596, Costar)

e DMEM/F-12 Ham, (D8900, Sigma)

e NCS (N4762, Sigma)

e Antibiyotik (Penisilin/streptomisin/amfoterisin B) (AS955, Sigma)
e Sodyum fosfat monobazik (K91348245 738, Merck)

e Sodyum fosfat dibazik (S0876, Sigma)

e %37’lik formaldehit (F8775, Sigma)

e Triton X-100 (T9284, Sigma)

e Siit Tozu (Pmnar)



45

e NaCl (K92033000 546, Merck)

e Tween 20 (8.22184.0500,Merck)

e Tis-HCI (T3253, Sigma)

e Hiicre kiiltiir vasati: %10 NCS +%]1 antibiyotik + DMEM/F-12 HAM

e Viriis ekim vasati: DMEM/F-12 + %1 antibiyotik

e Viriis tiretim vasati: DMEM/F-12 + %2 NCS + %1 antibiyotik

e %2 karboksi metil selilloz (CMC): 4 gr karboksi metil seliilloz (CMC) 200 ml
dH,O igerisinde 1siticili manyetik karistiricidda 300°C ve 500 rpm hizda
karistirillarak ¢ozdiiriildii. 121°C’de 15 dakika siireyle otoklav edilerek steril
edidi.

e Overlay Vasat: 1Iki kat yogunlukta hazirlanan DMEM/F-12 Ham ile 1:1
oraninda %2 FBS ve %] antibiyotik ilave edilerek homojenize edilerek
hazirlanir)

e Permeabilizasyon Soliisyonu: % 0.1 Triton X-100 i¢eren PBS

e Notral buffer formalin soliisyonu: 4 gr sodyum fosfat monobazik, 6.5 gr sodyum
fosfat dibazik ve 100 ml % 37’lik formaldehit

e Bloklama soliisyonu :%5 yagsiz siit tozu igeren PBS

e TBST: 10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 150 mM NaCl, % 0.1 Tween-20

e Goat Anti-Mouse IgG, Human ads-FITC (Southern Biotech, 1010-02)

o %20 glycerol (G5516, Sigma) iceren PBS soliisyonu

3.6.2. Metot

Vero E6 hiicreleri 48 well pleyte goz basma 1,5x10% hiicre olacak sekilde 500 ul
icerisinde gegildi. Ilk bir saatte hiicrelerin kuyucugun ortasinda toplanmamasi igin
birka¢ kez sallama islemi yapildi. Ertesi giin hiicreler mikroskop altinda incelenerek
%380-90 monolayer hale geldikleri teyit edildikten sonra, 1/10, 1/20 ve 1/40 oranlarinda
hazirlanan antikor diliisyonlari, 96 kuyucuklu diliisyon pleytinin 1 kuyucuguna 100 pl
olacak sekilde hazirlandi. Ayn1 sekilde, notralizan titresi bilinen KKKAH viriisiine kars1
elde edilmis fare poliklonal serumu ve negatif serum ve yine negatif kontrol olarak
KKKAH viriisit NP’ye karst elde edilmis 6B9G10G11 mAb’1 aym oranlarda diliie
edildi.
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Antikor ve kontrol diliisyonlar1 iizerine 100 PFU olacak sekilde viriis diliisyonlar ilave
edildi. Antikor viriis karigimlari, diliisyon pleytleri igerisinde, +4°C’de 16 saat inkiibe
edildi. Bu siire sonunda antikor-viriis karisimlari, 48 kuyucuklu pleytte inkiibe edilen
Vero E6 hiicrelerinin istiine ilave edilerek, 37°C’de, %5 CO;’li inkiibatore konuldu ve
1 saat siireyle her 15 dakika bir ¢alkalanarak adsorbsiyona bagli ekim yapildi. Bir saat
inkubasyonun ardindan kuyucuklardaki inokiilum atild1 ve 37°C su banyosunda 1sitilan
overlay vasatindan her kuyucuga 100 pl eklendi. Pleyt 37°C’de nemlendirilmis %5
COy’li etlivde 4 giin inkiibe edildi.

Enfeksiyondan sonraki 4. giin kuyucuklara steril kabinde, direkt overlay vasat {izerine
noétral buffer formalin soliisyonundan 200 ul kondu ve hiicreler oda 1sisinda 30 dakika
fikse edildi. Kuyucuklar 1 kez 1X PBS ile yikand1 ve permeabilizasyon soliisyonundan
250 pl ilave edilip 4 kez 5 dakika siireyle, oda 1sisinda, 50 rpm hizdaki g¢alkalayici
tizerinde hiicreler permeabilize edildi. Son permeabilizasyon isleminin ardindan
kuyucuklar bloklama soliisyonu (%5 yagsiz siit tozu igeren PBS) ile 30 dakika oda
1s1sinda, c¢alkalayici lizerinde 50 rpm hizda inkiibe edilerek bloklanarak bir kez 250 pl
PBS ile yikandi. KKKAH viriisii NP antijenine karsi gelistirilmis olan piirifiye
6B9C1G11 monoklonal antikoru (1 mg/ml) 1/2000 oraninda diliie edildi ve kuyucuklara
200 upl ilave edilerek oda 1sisinda calkalayicida, 50 rpm hizda 1 saat inkiibe edildi.
Kuyucuklar 10 dakika araliklarla ii¢ kez 250 ul TBST ile yikandiktan sonra, 1/2000
oraninda TBST igerisinde sulandirilan Goat anti-mouse IgG, Human ads-FITC ile 1 saat
stireyle oda 1s1sinda 50 rpm hizda calkalayicida inkiibe edildi. Daha sonra %20 gliserol
iceren PBS damlatildiktan sonra Leica DM IL Led immunfloresan mikroskop altinda
incelendi. Kuyucuklardaki plaklar sayildi. Plak sayilar1 negatif kontrol
kuyucuklarindaki plak sayisina gore degerlendirilerek, piirifiye monoklonal antikorlarin

notralizan etkileri degerlendirildi.



4. BULGULAR

4.1. KKKAH Viral Antijenlerinin Elde Edilmesi

Western Blot, ELISA ve IFA testlerinde kullanilmasi amacityla KKKAH viriisii
Kelkit06 susu, doner sise hiicre kiiltiir sistemi kullanilarak iiretilen Vero E6 hiicresine
adsorbsiyona bagl ekim yapildi. MOI=0,01 olacak sekilde Vero E6 hiicreleri enfekte
edildi. On bes giinliik enfeksiyon sonunda PEG ¢oktlirme ile kismi olarak piirifiye
edilen KKKAH viriisiine spesifik viral antijenlerin SDS-PAGE ve Western Blot testleri
ile konfirme edildi (Sekil 9).

Viral antijen miktar1 Lowry metodu ile Olclildii ve toplam 10 doner sise hiicre
kiiltiirtinden yapilan viriis liretimi sonunda 15 mg kismi piirifiye viral antijen elde edildi
(1,5 mg/doner sise). Elde edilen viral antijenler 1 mg/ml olacak sekilde 1X TEN Buffer
ile diliie edildi, 15 kriyoviale 1’er ml aliquat yapildi ve -80°C’de saklandi.
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Sekil 9 : KKKAH viriis Kelkit06 susuna spesifik viral antijenlerin ve biiyiikliiklerinin
SDS-PAGE (A) ve Western Blot (B) ile goriintiillenmesi (Gn; 37 kDa), NP; 55 kDa,
Gc; 75 kDa).

4.2. Hibridomalarin Test Edilmesi

108G126 nolu ve ‘Kirim-Kongo Kanamali Ates Viriisiiniin Epidemiyolojisi,
Molekiiler Kerakterizasyonu, Antijen-ELISA Gelistirilmesi ve Koruyucu Asi
Calismalar1’ isimli TUBITAK 1007 KAMAG projesi kapsaminda glikoproteinlerce
zenginlestirilmis antijen ile immunize edilen fare ile yapilan fiizyondan elde edilen

hibridomalar, IFA, ELISA ve Western Blot deneyleri ile test edilmistir.
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KKKAH kars1 pozitif hibridoma klonlarinin tarama testi olan IFA testi ile pozitif

veren klonlar 3 kategoriye ayrilmistir:
e ELISA ve Western Blot deneylerinde negatif sonug verenler,
e ELISA testinde pozitif ve Western Blot analizi negatif sonug verenler,

e ELISA testinde zayif pozitiflik veren, Western Blot deneyinde
KKKAH viriisiine spesifik glikoproteinler saptanan klonlar

Bu sekilde 3 kategoriye ayrilan ve -80°C’de saklanmakta olan 70 adet hibridomanin,
bu tez caligmasi kapsaminda, stabiliteleri degerlendirilmis, stabil olan klonlarin
notralizasyon etkileri arastirilmistir. Dondurulmus olan hibridomalar, 24’erli gruplar
halinde, her biri 24 kuyucuklu pleytin bir kuyucuguna c¢ozdirilmiistiir.
Cozdiriildiikten sonraki 7. glinde siipernatantlar1 alinarak, KKKAH viriisiine spesifik
antikor sentezleyip sentezlemediklerinin dogrulanmasi amaciyla IFA ile test

edilmistir.

Yedinci giin siipernatantlart ile es zamanli olarak ELISA ve IFA deneyleri
yapilmistir. Yapilan IFA deneyi sonucunda, dondurulan toplam 70 adet hibridoma
klonundan 25 adedinin IFA testi sonucunda pozitif sonu¢ verdigi, geri kalan 45 adet
klonun antikor sentezleme yetenegini kaybettigi, dolayisiyla IFA deneyinde negatif

sonug verdigi tespit edilmistir.

4.2.1. Antikor Sentezlemeye Devam Eden Hibridomalarin Western Blot

Deneyi ile Test Edilmesi

IFA testi sonucunda pozitif olarak belirlenen 25 adet klon 3 ayr1 Western Blot deneyi

ile test edilmistir.
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Sekil 10 : IFA deneyinde pozitif sonu¢ veren klonlarin Western Blot ile test
edilmesi, Lane 1 : 11G2, Lane 2: 8H3, Lane 3: 13D12, Lane 4: 13A9,
Lane 5: 8C3, Lane 6: 9G7, Lane 7: 9D2, Lane 8: 12C12 , Lane 9: 4D7,
Lane 10: 6F8, Lane 11: 6H9, Lane 12: Negatif kontrol; Ag8 myeloma
kiiltiirti siipernatanti, Lane 13: Pozitif kontrol; KKKAH viriisiine kars1
elde edilmis fare poliklonal serum (1/3000 diliisyon).

1 2 5

8

12: 13

On bir klon i¢in yapilan bu Western Blot deneyinde, 13D12 klonu 160-260 kDa
arasinda tek bant, 9D2 klonu ise yine ayni aralikta ¢ift bant vermistir (Sekil 10). Bu
klonlarmn, viriisiin yapisal olmayan glikoproteinlerinin lineer epitoplarma karsi
antikor iirettigi diistinlilmektedir. Ancak bu biiyiikliikte hangi glikoprotein oldugu
tam olarak ortaya konamamustir. Diger 9 klon ise negatif sonu¢ vermis, hicbir bant
gostermemistir (Sekil 10). Bu klonlarin ise viriis glikoproteinlerinin konformasyonel
epitoplarina karsi antikor trettikleri, bu sebeple Western Blot testinde denatiire

edilmis antijeni tantyamadigi diistiniilmektedir.
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Sekil 11 : IFA deneyinde pozitif sonug veren klonlarin Western Blot ile test edilmesi,
Lane 1: 9E11, Lane 2: 10E6, Lane 3 : 10D6, Lane 4: 10G3, Lane 5:
10F2, Lane 6 : 11E9, Lane 7: 11H4, Lane 8: 11G9 , Lane 9 : 12C2, Lane
10 : 12A7, Lane 11: 13ES5, Lane 12: 13A1, Lane 13: Negatif kontrol;
Ag8 myeloma kiiltiirii slipernatanti, Lane 14: Pozitif kontrol; KKKAH
viriisiine kars1 elde edilmis fare poliklonal serum (1/3000 diliisyon).

On iki klonun test edildigi 2. Western Blot deneyinde, 9E11 klonu 80 kDa civarinda,
11H4 klonu 40 kDa civarinda, 13A1 ise 100-150 kDa civarinda bant gostermistir
(Sekil 11). Bu sonuglar, 9E11 klonunun, KKKAH viriisii glikoproteini Gc’ye
(75kDa), 11H4 klonunun ise yine viriise ait glikoprotein Gn’e (37 kDa) kars1, 13A1
klonunun ise Gn prekiirsorii PreGn (140 kDa)’e kars1 antikor iirettigi diigtiniilmiistiir
(Sekil 11). Diger klonlar beklendigi sekilde negatif sonu¢ vermistir. Bu klonlarin
KKKAH viriisii glikoproteinlerinin konformasyonel epitoplarina karsi olabilecegi

diistiniilmektedir.
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Sekil 12 : IFA deneyinde pozitif sonu¢ veren klonlarin Western Blot ile
goriintiilenmesi, Lane 1 : 5G10 (1/10 diliisyon), Lane 2: 5G10 (1/100
diliisyon), Lane 3: 3F2 (1/10 diliisyon), Lane 4: 3F2 (1/100 diliisyon),
Lane 5: Negatif kontrol; Ag8 myeloma Kkiiltiirii slipernatanti, Lane 6:
Pozitif kontrol; KKKAH virlisiine karsi elde edilmis fare poliklonal
serum (1/3000 diliisyon).

Yapilan 3. Western Blot deneyinde, IFA pozitif olan iki klon farkli diliisyonlarda test
edilmis ve negatif sonu¢ vermistir (Sekil 12). Klonlarin KKKAH viriisi

glikoproteinlerinin konformasyonel epitopuna kars1 oldugu diistiniilmiistiir.
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4.2.2. Limiting Diliisyon

IFA testinde pozitif sonug veren ve Western Blot analizleri yapilan 25 klona limiting
dilisyon yapilmistir. Yapilan 3 limiting diliisyon sonucunda 8H3 ve 3F2 klonlarinin
antikor sentezlemeye devam ettikleri IFA testiyle belirlenmistir. 13E5 ve 13Al
klonlart 2. limiting diliisyon islemi esnasinda, diger klonlar ise ilk limiting

diliisyonda antikor sentezleme yeteneklerini kaybetmislerdir.

8H3 klonu i¢in 1. limiting diliisyon sonucunda H5, 2. limiting diliisyon sonucunda
F8 ve 3. limiting diliisyon sonucunda da F8 ve E8 klonlar1 secilmig, SH3HSF8ES ve
8H3HSF8FS seklinde adlandirilmiglardir. 3F2 klonu i¢in limiting diliisyon sonucu
secilen klonlar1 3F2G8H4 ve 3F2E10HS seklinde adlandirilmislardir. Boylece
8H3HSFSES, 8H3HSF8F8, 3F2G8H4 ve 3F2E10HS monoklonal antikorlari limiting

diliisyon sonras1 elde edilmistir.

43. SH3HSFS8E8 ve 8H3HSFS8F8 mAb Klonlarinin Déner Sise Kiiltiir

Sisteminde Uretilmeleri ve Antikor Sentez Etmelerinin Teyit Edilmesi

Bu amagla, 8H3HS5FS8E8 ve 8H3HSFS8F8 mAb klonlar1 doner sise sisteminde
tiretilmis ve 6. giin sonunda alinan kiiltiir siipernatantlar1 ELISA, Western Blot ve

IFA testleriyle kontrol edilmistir.
4.3.1. SH3HSFS8ES ve SH3HSFS8F8 mAb Klonlarimin ELISA ile Test Edilmesi

8H3 alt klonlarinin doner sige kiiltiir sistemi 6. gilin slipernatantlari, indirekt ELISA
ile test edilmistir. Deney sonucunda cut off degeri 0,1228 olarak hesaplanmis ve bu
degerin iistinde OD degerine sahip olan klonlar pozitif olarak kabul edilmistir.
Doner sise kiiltiir sisteminde kiiltiire edilen SH3HSF8ES ve 8H3HSF8FS8 klonlar 6.
giin siipernatantlar1 da cut off degerinin iistlinde OD degeri vermis ve ELISA pozitif

olarak kabul edilmistir (Sekil 13).
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8H3 klonu alt klonu
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ELISA nagatif Cut off : 0,1228

hibridoma
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Sekil 13 : SH3HSFSES (A1, B1) ve SH3HSF8F8 (C1, D1) mAb klonlariin ve

8H3 hibridoma alt klonunun (E1, F1) doner sise kiiltiir sistemi 6. giin
stipernatantlarinin indirekt ELISA ile test edilmesi. Deneyde pozitif
kontrol olarak KKKAH viriisii niikleoproteinine karsi gelistirilmis
olan 6B9CIG11 (A2) ve 6BOF9D12 (B2, C2) monoklonal antikoru
ve KKKAH viriisii fare poliklonal serumu (D2, E2) kullanilmistir.
Negatif kontrol olarak Ag8 myeloma hatt1 siipernatant1 (F2, G2, H2)
kullanilmistir.
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4.3.2. SH3HSFS8ES ve SH3HSFS8F8 mAb Klonlarinin Western Blot ile Test

Edilmesi

Doner sise kiiltiir sisteminde kiiltiire edilen 8SH3H5F8ES ve 8H3HSF8FS§ klonlar 6.
giin slipernatantlari, KKKAH viriisii niikleoproteinine spesifik olmadiginin
gosterilmesi amaciyla Western Blot ile test edilmistir. Daha oOnce elde edilen

sonuclarla uyumlu olarak iki alt klonda Western Blot testinde negatif sonug¢ vermistir

(Sekil 14).
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Sekil 14 : Doner sise kiiltiir sisteminde kiiltiire edilen SH3HSF8ES ve
8H3HSFS8FS klonlar1 6. giin siipernatantlarinin Western Blot ile
test edilmesi, Lane 1 : SH3HSF8ES (1/10 diliisyon), Lane 2 :
8H3HSF8F8 (1/10 diliisyon), Lane 3 : Negatif kontrol; Ag8
myeloma kiiltiirii siipernatanti, Lane 4: Pozitif kontrol; KKKAH
virisiine karsi elde edilmis fare poliklonal serum (1/3000
diliisyon).

8H3HS5F8ES
8H3HS5F8F8
Negatif Kont.
Pozitif Kont
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4.3.3. SH3H5FSES ve SH3HSFS8F8 mAb klonlarimin IFA ile Test Edilmesi:

Yapilan IFA deneyinde, 8H3HSFSES ve 8H3HSF8F8 klonlari, doner sise kiiltiir
sistemindeki 6. gilin siipernatantlar1 test edilmistir. SH3HSFS8E8 ve 8H3HSF8FS
klonlarinin IFA sonucu Sekil 15°te goriildiigii gibi pozitiftir. Boylece, doner sise
kiiltiirlerinde iiretilen SH3HSFS8ES ve 8H3HSF8F8 mAbD klonlarinin IFA ve ELISA
testleriyle KKKAH viriisiine spesifik oldugu belirlenmistir. Ayrica, Western Blot
negatif oldugunun bulunmasi ve KKKAH viriisii NP proteinine karst olmadigini
gostermektedir. Bunun yaninda Western Blotlama sonucu, KKKAH viriisii
glikoproteinlerine karsi spesifik bant goriilmemesi bu mAb’larin KKKAH viriisii
glikoproteinlerinin lineer epitoplarina kars1 olmadigini, ancak muhtemelen KKKAH
virlisii glikoproteinlerinin konformasyonel epitoplarina kars1 gelistirilmis mAb’lar

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 15 : SH3HSF8ES ve 8H3HSFSF8 klonlarinin, doner sise kiiltiir sistemindeki 6.
giin slipernatantlarinin  IFA ile test edilmesi. 8H3HSFS8E8 (A) ve
8H3HSF8F8 (B) klonlarinin IFA sonuglarini gostermektedir. Pozitif
kontrol olarak KKKAH viriisii NP proteinine kars1 gelistirilmis 6B9F9D12
mADb’in 6. giin siipernatanti kullanilmistir (C). Negatif kontrol olarak Ag8
myeloma hatt1 slipernatanti kullanilmistir (D). (Resimler 20X objektif
biiylitmesiyle ¢ekilmistir.)
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44. 3F2G8H4 ve 3F2E10HS mAb Klonlarimin Déner Sise Kiiltiir Sisteminde

Uretilmeleri ve Antikor Sentez Etmelerinin Teyit Edilmesi

Bu amagla, 3F2G8H4 ve 3F2E10HS5 klonlar1 doner sise kiiltiir sisteminde iiretilmis
ve 6. giin sonunda alman kiiltiir siipernatantlar1 ELISA, Western Blot ve IFA

testleriyle kontrol edilmistir.
44.1. 3F2G8H4 ve 3F2E10H5 mAb Klonlarinin ELISA ile Test Edilmesi

3F2 alt klonlariin, doner sise kiiltlir sistemi 6. giin siipernatantlar1 indirekt ELISA
yontemiyle test edilmistir. Deneyde pozitif kontroller olarak KKKAH viriisii
niikleoproteinine kars1 gelistirilmis olan mAb 6B9F9D12 ve fare poliklonal serumu;
negatif kontrol olarak da Ag8 myeloma hatt1 siipernatanti1 ve herhangi bir antikor
icermeyen bloklama soliisyonu kullanilmistir. Deney sonucunda cut off degeri
0,1771 olarak hesaplanmis ve bu degerin listiinde OD degerine sahip klonlar pozitif
kabul edilmistir. Doner sise kiiltir sisteminde kiiltiire edilen, 3F2G8H4 ve
3F2E10HS5 klonlari cut off degeri altinda OD degeri vermis ve ELISA negatif olarak
kabul edilmistir (Sekil 16). Sonug olarak 3F2G8H4 ve 3F2E10HS5 klonlart ELISA

deneyinde, KKKAH viral antijenlerini tantyamamaktadir.
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Sekil 16 : 3F2 alt klonlarinin, 3F2G8H4 (A1-C1) ve 3F2E10H5 (DI1-F1), 6. giin
siipernatantlarmin  Indirekt ELISA ydntemiyle test edilmesi. Pozitif
kontroller olarak KKKAH viriisii niikleoproteinine kars1 gelistirilmis olan
6BI9F9D12 (mAb) (A2-D2) ve fare poliklonal serumu (E2-H2); negatif
kontrol olarak da Ag8 myeloma hatti siipernatanti (A3-H3) ve herhangi bir
antikor igermeyen bloklama soliisyonu (GI1-H1) kullanilmistir. Cut off
degeri 0,1771 olarak hesaplanmis ve bu degerin iistiinde OD degerine
sahip klonlar pozitif kabul edilmistir.
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4.4.2. 3F2G8H4 ve 3F2E10H5 mAb Klonlarinin Western Blot ile Test Edilmesi

3F2G8H4 ve 3F2E10H5 mAb klonlarinin KKKAH viriisii NP’ne kars1 spesifik
olmadigimin gosterilmesi amaciyla Western Blot ile test edilmistir. ki alt klonda
Western Blot testinde negatif olarak bulunmustur (Sekil 17, Lane 1-2). Deneyde
negatif kontrol olarak kullanilan Ag8 siipernatantinda (sekil 17, Lane 3) bant
gbézlenmemistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan KKKAH viriistine kars1 elde edilen
fare poliklonal serumu ile yapilan problamada ise KKKAH viriisiine spesifik bantlar
elde edilmistir (Sekil 17, Lane 4). 3F2G8H4 ve 3F2E10H5 klonlariin Western Blot
negatif oldugunun bulunmasi, KKKAH viriisii NP proteinine karst mAb olmadigini,
virlis  glikoproteinlerinin ~ konformasyonel  epitoplarina  karsi  olabilecegini

gostermektedir.
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Sekil 17 : 3F2G8H4 ve 3F2E10HS mAb klonlarinin doner sise kiiltlir sistemi 6. giin
siipernatantlarinin Western Blot ile test edilmesi. Lane 1 : 3F2G8H4, Lane
2: 3F2E10HS, Lane 3 : Negatif kontrol; Ag8 myeloma hatt1 siipernatanti,
Lane 4: Pozitif kontrol; KKKAH viriisiine karsi elde edilmis fare
poliklonal serumu (1/3000 diliisyon).
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4.4.3. 3F2G8H4 ve 3F2E10H5 mAb Klonlarinin IFA ile Test Edilmesi

3F2G8H4 ve 3F2EI10HS klonlarmin doner sise kiiltliir sistemindeki 6. giin
siipernatantlar1 IFA ile test edilmistir. 3F2G8H4 (Sekil 18-A) ve 3F2E10HS5 (Sekil
18-B) klonlarinin pozitif oldugu goriilmiistiir. Deneyde pozitif kontrol olarak
KKKAH viriisii NP proteinine kars1 gelistirilmis olan mAb 6B9F9D12 (Sekil 18-C)
ve negatif kontrol olarak Ag8 myeloma hiicre hatti siipernatant1 (Sekil 18-D)
kullanilmistir. Boylece, doner sise kiiltiirlerinde iiretilen 3F2G8H4 ve 3FE10HS mAb
klonlarmin IFA testiyle KKKAH viriistine spesifik oldugu belirlenmistir.
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Sekil 18 : 3F2G8H4 ve 3F2E10HS klonlar1, doner sise kiiltiir sistemindeki 6. gilin
stipernatantlarinin IFA ile test edilmesi. 3F2G8H4 (A) ve 3F2E10HS5 (B)
klonlarinin IFA sonuglarin1 géstermektedir. Pozitif kontrol olarak KKKAH
viriisii NP proteinine karsi gelistirilmis 6B9F9D12 mAb’in 6. giin
stipernatant1 kullanilmistir (C). Negatif kontrol olarak Ag8 myeloma hatti
siipernatant1 kullanilmistir (D). (Resimler 20X objektif biiyiitmesiyle
cekilmisgtir.)

4.5. Monoklonal Antikorlarin Uretilmesi, Saflastirllmasi ve izotiplendirilmesi

SH3HSF8ES, SH3HSF8FS, 3F2G8H4 ve 3F2E10HS5 klonlarinin her birinin, doéner
sise hiicre kiiltlir kabinda 9 giin siiresince 750 ml hacimde iiretimi gerceklestirildi.
Daha sonra, siipernatantlar alinip 0nce santrifiij islemiyle hiicreler uzaklastirildi,

ardindan piirifikasyon islemleri gergeklestirildi.
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4.5.1. Doner Sise Hiicre Kiiltiir Kaplarinda Uretilen Monoklonal Antikorlarin

Amonyum Siilfat ile Coktiiriillmesi

Kolon piirifikasyonu oOncesi, piirifikasyon verimini arttirmak amaciyla Oncelikle
amonyum siilfat ¢oktiirme islemi gerceklestirilmistir (Sekil 19). Elde edilen pelletler
PBS ile ¢ozdiiriilmiis ve yine PBS’e karst diyaliz edilmistir. Amonyum  siilfat
coktiirme sonrasi elde edilen antikor miktarlar1 Lowry metodu ile belirlenmistir

(Tablo 1).

Sekil 19 : Doner sise kiiltiir hiicre kiiltiir kaplarinda iiretim sonrasinda amonyum
stilfat ¢oktiirme sonucu olusan pelletin gériiniimii.
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Tablo 1: Amonyum siilfat ¢oktlirme sonrasi slipernatantlardan elde edilen antikor
miktarlar1 (mg/ml).

Monoklonal Antikor ml’deki Protein Miktar1 Toplam Protein miktar:
SH3HSFSES 27 mg 540 mg
SH3HSF8F8 25 mg 500 mg
3F2G8H4 22 mg 440 mg
3F2E10HS 20 mg 400 mg

4.5.2. Monoklonal Antikorlarin Protein G Kromotografisi ile Saflastirilmasi

Diyaliz isleminin ardindan daha ileri piirifikasyon amaciyla Protein G kromotografisi
yapilmistir. Bunun i¢inde Hitrap protein G kolonu (1 ml) kullanilmistir. Kolonlardan
70 mg protein iceren antikor soliisyonlar1 gecirilmistir. Daha sonra piirifiye mAb’lar
PBS’e karsi diyaliz edilmis, diyaliz sonunda 0,22 pm filtreden gecirilerek steril
edilmigtir. Saflastirilan mAb’larin ml’deki ortalama miktarlart 2,7-4,7 mg arasinda

PN

degistigi belirlenmistir (Tablo 2).

Tablo 2: Protein G kolon piirifikasyonu sonrasinda elde edilen antikor miktarlar
(mg/ml)

Monoklonal Antikor ml’deki Protein Miktar1 Toplam Protein miktari
SH3HSFSES 4,7 mg 23,5 mg

SH3HSF8F8 4 mg 20 mg

3F2G8H4 2,7 mg 13,5 mg

3F2E10HS 3 mg 15 G
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4.6. Saflastirilmis mAb’larin ELISA, Western Blot ve IFA ile Test Edilmesi
4.6.1. Saflastirilmis mAb’larin ELISA ile Test Edilmesi

Piirifiye edilen mAb’lar ELISA ile test edilmistir. Saflastirma 6ncesi ELISA pozitif
oldugu bilinen 8H3 klonlarinin titrelerinin goriilmesi amaciyla 1/800-1/102400’e
kadar diliisyonlar1 yapilmistir. Antikor titresi her iki alt klon i¢inde (8H3HSF8ES ve
8H3HSF8FS) 1/12800 bulunmustur (Sekil 20). ELISA sonucunda beklendigi gibi
3F2 klonlar1 negatif sonu¢ vermistir. ELISA deneyinde elde edilen OD degerleri

Tablo 3’te verilmistir.

3F2G8H4
| 3F2E10HS

-

SH3HSFSES
| SH3HSFSF8
-

\-
/

1/800 e

)

1/1600 e
Fare poliklonal

serum 1/2000

F‘./ \
¢ \ \’ \‘( \v‘,': \

»

1/3200 e

\

\

1/6400 e

1/12800 s

1/25600 e Ag8 myeloma hatti

kiiltiir siipernatanty
1/51200 emm—

1/102400 sm—

Sekil 20 : Saflagtirilmis mAblara yapilan ELISA testi goriintiisii.
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Tablo 3 : Saflastirilmis mAb’larin ELISA OD Degerleri

8H3H5F8E8 8H3H5F8F8 3F2G8H4 3F2E10H5

1 2 3 4
1/800 A 0,0556 | 0,0607
1/1600 B 0,0514 | 0,0546
1/3200 C 0,0472 | 0,0485
1/6400 D 0,0523 | 0,0517
1/12800 E 0,0542 | 0,0600
1/25600 F 0,0755 0,0877 0,0525 | 0,0504
1/51200 G 0,0769 0,0806 0,0519 | 0,0495
1/102400 H 0,0629 0,0670 0,0564 | 0,0473

cut off 0,0894

4.6.2. Saflastirilmis Mab’larin Western Blot ile Test Edilmesi

Saflagtirilmadan once, Western Blot ile test edilen ve negatif sonu¢ veren
8H3HSFSES, 8H3HSFS8FS, 3F2G8H4 ve 3F2E10H5 mAb’larin saflastirma
yapildiktan sonra da Western Blot deneyinde beklendigi gibi negatif sonug¢ vermistir
(Sekil 21, Lanel-4). KKKAH viriisii NP proteinine karst gelistirilmis olan ve
deneyde pozitif kontrol olarak kullanilan ve ayn1 yontemle saflastirilmig
5F10G10G6, 6B9G10G11 ve 6BOF9D12 (Sekil 21, Lane 5-7) mAb’lar beklendigi
gibi 55 kDa civarinda bant vermislerdir. Deneyde negatif kontrol olarak Ag8
stipernatant1 (Sekil 21, Lane 9) ve pozitif kontrol olarak da KKKAH viriisiine karst
gelistirilmis fare poliklonal serumu kullanilmis ve viriise spesifik bantlar elde

edilmistir (Sekil 21, Lane 10).
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Saflagtirilmis mAb’lara kargi yapilan Western Blot deneyi. 8H3HSF8ES
(lane 1), SH3HSFS8F8 (lane 2), 3F2G8H4 (lane 3) ve 3F2E10HS (lane 4)
mAb’lar saflastirildiktan sonra 1/1000 oraninda sulandirilarak deneyde
kullanilmiglardir. KKKAH virtisii NP antjenine spesifik mAb’lar
S5F10G10G6 (lane 5), 6B9G10GI11 (lane 6) ve 6B9F9DI12 (lane 7) aym
sekilde 1/1000 oraninda sulandirilmis ve viriisiin NP proteinine spesifik
olarak 55 kDa biiyiikliiglinde bant vermislerdir. Negatif kontrol olarak
Ag8 siipernantant1 (Sekil 30, lane 9) ve pozitif kontrol olarak da KKKAH
viriisiine kars1 gelistirilmis fare poliklonal serumu kullanilmistir (Sekil 30,
lane 10).

4.6.3. Saflastirilmis mAb’larin IFA ile Test Edilmesi

Protein G

kolonu yontemiyle saflastirilan SH3HSFSES, 8H3HSF8FS, 3F2G8H4 ve

3F2E10HS klonlar1 IFA ile test edilmistir ve pozitif sonu¢ vermislerdir. Deneyde

pozitif kontrol olarak KKKAH virlisi NP proteinine karsi gelistirilmis olan

6B9F9D12 ve negatif kontrol olarak Ag8 myeloma hiicre hatt1 kiiltiir siipernatanti

kullanilmigtir. Kontroller beklenen sekilde sonu¢ vermistir (Sekil 22).
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Sekil 22: Saflastirilmis mAb’larin IFA ile test edilmesi. S8H3HSF8ES (A),
8H3HSFSF8 (B), 3F2G8H4 (C) ve 3F2EI0HS5 (D) IFA sonuglarimi
gostermektedir. Pozitif kontrol olarak KKKAH viriisii NP proteinine
kars1 gelistirilmis 6B9F9D12 mAb kullanilmistir (E). Negatif kontrol
olarak Ag8 myeloma hatt1 siipernatant1 kullanilmistir (F). (Resimler 20X
objektif biiylitmesiyle ¢ekilmistir.)
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4.6.4. Saflastirilmis mAb’larin SDS-PAGE ile Goriintiilenmesi

Saflastirilan mAb’larin piirifikasyonlarinin degerlendirilmesi amaciyla SDS-PAGE
yapilmis ve Coomassie Blue boyasi ile 3 saat boyanmistir. SDS-PAGE sonucunda,
50kDa ve 25 kDa biiyiikliiklerde bantlar goriilmiistir. Immunoglobuline ait
karakteristik 50 kDa’luk agir zincir ve 25 kDa’luk hafif zincire ait bantlar,
saflastirilmis olan mAb’larda goriilmektedir (Sekil 23).
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Sekil 23 : Saflastirilmis mAb’larin SDS-PAGE goriintiisii. Lane 1: Protein marker,
Lane 2: 8H3HSFSES, Lane 3 : SH3HSF8FS, Lane 4 : Protein Marker, Lane
5 : 3F2G8H4, Lane 6 : 3F2E10HS5, Lane 7 : 6B9G10G11, Lane 8 : Protein
Marker.
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4.6.5. Piirifiye Monoklonal Antikorlarin izotiplendirilmesi

Elde edilen mAb’larin izotiplendirilmesi amaciyla, 2 mg/ml konsantrasyonundaki
saflastirilmis mAb lar 1/1000 sulandirilmistir. Izotiplendirme amaciyla SH3HSFSES,
8H3HSF8FS, 3F2G8H4 ve 3F2E10HS mAb lar1 kullanilmig ve kontrol olarak, IgG2a
izotipinde oldugu bilinen 6B9G10G11, 6B9FIDI2 ve S5F10G10G6 npiirifiye
mAb’lari, negatif kontrol olarakta PBS kullanilmistir. Her bir 6rnek 2 kuyucukta test
edilmistir. Testin cut off degeri 0,1284 olarak belirlenmis ve bu degerin iizerinde OD
veren kuyucuklar pozitif olarak degerlendirilmistir. Antikor izotiplendirme
sonucunda, 3F2G8H4 mAb'in IgM, 8H3HSFSES, 8H3HSFS8F8 ve 3F2E10HS
mAb'larin ise IgG2a izotipine ait oldugu belirlenmistir (Sekil 24).

IgGl IgG2 IgG2 1IgG3 IgM IgA

8H3HS5F8E8

‘_,

8H3HSF8F8 ——
3F2G8H4 ——
3F2E10H5 ——
5F10G10G6 ——
6B9G10G11 —

6B9F9D12 ——
Negatif kont.

Sekil 24 : Saflagtirilmis mAb’larin izotiplendirmesi, cut off : 0,1284 olarak
hesaplanmustir.
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4.7. SH3HSFSES, SH3HSFSFS8, 3F2G8H4 ve 3F2E10H5 mAb’larin Notralizan

Etkilerinin Arastirilmasi

8H3HSFSES, S8H3HSF8FS, 3F2G8H4 ve 3F2E10H5 mAb'larin notralizan
aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla Floresan Fokus Rediiksiyon Notralizasyon Testi
(FFRNT) yapildi. 1/10, 1/20, 1/40 oranlarinda antikor diliisyonlari hazirland1 ve
antikor diliisyonlar iizerine yaklasik 110 PFU olacak sekilde viriis diliisyonu ilave
edildi. Metot bolimiinde detayli olarak anlatildigi sekilde yapilan deneyin
goriintiilenmesinde 1/2000 oraninda TBST igerisinde sulandirilan Goat anti-mouse
IgG, Human ads-FITC kullanildi. Pozitif kontrol olarak, inaktive edilmis KKKAH
viriisii Kelkit06 susu ile immunize edilen 2 fare serumu kullanilmistir. Bunlar,
FFRNTs, titresi 1/640 olan fare serum 1 ve FFRNT5, titresi 1/20 olan fare serum 2
olarak isimlendirilmistir. Negatif kontrol olarak, notralizan olmayan (Np’ye karsi
oldugu bilinen) mAb 6B9G10G11 ve PBS kullanilmistir. Deneyde virlis miktart 110
FFU olarak sabit tutulmustur. Kuyucuklardaki plak sayilar1 (floresan fokus sayisi)
negatif  kontrol kuyucuklarindaki plak sayisima gore degerlendirilmis ve
saflastirilmis mAb’larin nétralizan etkileri degerlendirilmistir. Sekil 25°de 1/10

dilusyondan 1/40 diliisyona kadar olan sulandirmalardaki plak sayilar1 verilmistir.

8H3HSF8E8 klonunun ndtralizan etkisi negatif kontrollere gore belirlenmistir.
Deney sonucuna gore, 8H3HSFS8E8 klonu i¢in FFRNTs, degeri goriilememistir.
Ancak bu mAb’mn 1/10 diliisyonunda %28 nétralizan etki goriilmiistiir. SH3HSF8FS,
3F2G8H4 ve 3F2E10H5 mAb'larininn nétralizan — aktivitesinin - olmadigi
belirlenmistir (Sekil 25). FFRNT deneyi 3 kez tekrarlanarak sonuglar teyit edilmistir.
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3F2G8H4  3F2E10H5 S8H3HSFS8E8 S8H3HSF8FS

1/10 —

1/20 —

1/40

Pozitif Pozitif
6BIG10G11 PBS Kontrol 1  Kontrol 2

1/10 =

1/20 =

1/40 =

Sekil 25 :

FRNT deneyi sonucunda 3F2G8H4, 3F2E10HS5, 8H3HSFSES ve
8H3HSF8F8 mAb'larin 1/10, 1/20 ve 1/40 sulandirmalardaki plak
sayilari. Pozitif kontrol olarak, inaktive edilmis KKKAH viriisii Kelkit06
susu ile immunize edilen 2 fare serumu kullanilmistir. Negatif kontrol
olarak, ndtralizan olmayan (Np’ye karst oldugu bilinen) mAb
6B9G10G11 ve PBS kullanilmistir.
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4.8. SH3HSFSES, SH3HSFS8FS8, 3F2G8H4 ve 3F2E10H5 Klonlarimin Stabilite

Degerlendirmesi
4.8.1. SH3HSFSES8 ve SH3HSF8F8 Klonlar: Stabilite Degerlendirmesi

Dondurulmus ve sivi azotta (-196°C) saklanmakta olan klonlardan her ay bir
kriyovial ¢ozdirilmiis ve 7 giin kiltire edilmistir. Yedi giinlik kiiltiir
siipernatantlari, klonlarin antikor sentezleyip sentezlemediklerinin goriilmesi
amaciyla IFA testi ile test edilmistir. Deneyde pozitif kontrol olarak, KKKAH viriisii
NP proteinine karst gelistiriimis 6B9F9D12 klonu siipernatanti, negatif kontrol
olarakta Ag8 myeloma hiicre hatt1 kiiltiir siipernatanti kullanilmistir. Her ay
¢Ozdiiriilen 8H3 alt klonlar1 i¢in yapilan IFA sonuglar1 4 ay boyunca pozitif ¢ikmistir
(Sekil 26, A-H). Klonlar dondurularak saklandig1 4 ay boyunca antikor sentezleme

yetenegini kaybetmemis, stabil kalmistir.
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8H3HSFSES 8H3HSF8FK Pozitif Kontrol
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Sekil 26 : 8H3 alt klonlarinin stabilite degerlendirmesi amaciyla yapilan IFA deneyleri. 8H3HSF8ES (A-D), 8H3HSF8F8 (E-H)
klonlarminin 4 aylik IFA deneyi sonuglarini gostermektedir. Her IFA deneyinde pozitif kontrol olarak KKKAH viriisii
NP proteinine kars1 gelistirilmis 6BO9F9D12 klonu siipernatant1 (I-L), negatif kontrol olarakta Ag8 myeloma hiicre hatti
kiltiir siipernatant1 (M-P) kullanilmistir. (Resimler 20X objektif biiylitmesiyle ¢ekilmistir.)
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4.8.2. 3F2G8H4 ve 3F2E10HS Klonlan Stabilite Degerlendirmeleri

Dondurulmus ve sivi azotta (-196°C) saklanmakta olan klonlardan her ay bir
kriyovial ¢ozdirilmiis ve 7 gin kiltire edilmistir. Yedi giinlik kiltiir
stipernatantlari, klonlarin hala antikor sentezleyip sentezlemediklerinin goriilebilmesi
amaciyla IFA testi ile test edilmistir. Deneyde pozitif kontrol olarak, KKKAH viriisii
NP proteinine karsi gelistirilmis 6B9F9D12 klonu silipernatanti, negatif kontrol
olarakta Ag8 myeloma hiicre hatt1 kiiltiir siipernatanti kullanilmistir. Her ay
cozdiiriilen 3F2 alt klonlar i¢in yapilan IFA sonuglar1 3 ay boyunca pozitif ¢ikmigtir
(Sekil 27, A-F). Klonlar dondurularak saklandigi 3 ay boyunca antikor sentezleme

yetenegini kaybetmemis, stabil kalmistir.
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1. Ay

2.Ay

3F2G8H4

3F2E10HS Pozitif Kontrol Negatif Kontrol
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3.Ay

Sekil 27 : 3F2 alt klonlarinin stabilite degerlendirmesi amaciyla yapilan IFA deneyleri. 3F2G8H4 klonu (A-C), 3F2E10HS klonu
(D-F), pozitif kontrol olarak KKKAH viriisii NP proteinine kars1 gelistirilmis 6BOF9D12 klonu siipernatant1 (G-I),
negatif kontrol olarakta Ag8 myeloma hiicre hatti kiiltiir siipernatantt (J-L) kullanilmistir. (Resimler 20X objektif
biiyiitmesiyle ¢ekilmistir)




5. TARTISMA ve SONUC

Enfeksiydz hastaliklar, halk sagligi yoniinden en Onemli morbidite ve mortalite
nedenlerinden olmaya devam etmektedirler. Viral kanamali hastaliklar, bir¢ok tilkede
oldugu gibi son yillarda iilkemizde de ortaya ¢ikmakta ve hem toplum genelini hem de
halk sagligi ¢alisanlarini tehdit etmektedir. Onemli viral kanamali hastalia neden olan
viral ajanlar arasinda Lassa Atesi, Marburg, Ebola, Dengue, Hanta ve KKKAH
sayilabilir. Enfeksiyon ajanlar1 olarak toplum sagligimi tehdit ederken ayni zamanda
biyolojik silah olarak kullanilma potansiyelinde olmalar1 bu patojenlere ayr1 bir 6nem
atfedilmesine neden olmaktadir (58). Ulkemizde son 15 yildir basta KKKAH olmak
lizere domuz gribi, kus gribi, Hanta viriis, Sandfly Ates viriis ve Bat1 Nil hummasi gibi,

toplum sagligini tehdit eden enfeksiyon hastaliklar1 goriilmektedir (59).

Kirim-Kongo kanamali ates hastalig1 diger memelilerin aksine sadece insanlarda ciddi
klinik semptomlarla seyreder. insanlardaki kanamali hastalik tablosu petesi, yaygin
ekimoz, kanama ve karacigerdeki fonksiyon bozuklugu seklinde kendini gosterir ve
mortalite oran1 %30’lara kadar ¢ikabilir. KKKAH viriisii kenelerle, tasinan cografik
olarak en yaygin olarak goriilen viral ajandir. Son yillarda vaka sayilarinin artmasi ve
yeni cografik bolgelerde hastaligin ortaya ¢ikmasi, hastaligin kontrol altina alinmasi igin
acil kontrol stratejilerinin gelistirilmesini gerektirmektedir (60,61). Ulkemizdeki
KKKAH ile ilgili ilk klinik vakalar 2002 yilinda Tokat’da bildirilmistir ve su ana kadar
9000’in iizerinde vaka goriilmiis olup, iilkemiz ciddi bir KKKAH salgini ile karsi
karsiyadir. 2015 yilinda 900’in iizerinde vaka bildirilmis ve mortalite oran1 yaklagik
%5°dir (35,43).



81

Kirim-Kongo kanamali ates hastalifi icin tedavi secenekleri sinirlhidir. Destek tedavisi,
hastalara en ¢ok uygulanan tedavi sekli olup trombosit uygulamasi, dondurulmus taze
plazma ve eritrosit uygulamalar1 gibi replasman yontemler hastaligin tedavisinde
kullanilmaktadir (30). Enfeksiyon hastaliklarin tedavisinde, ¢ok uzun yillardan bu yana
uygulanmakta olan ancak son yillarda terk edilmeye baslanmig bir tedavi yontemi olan
hiperimmun serum uygulamasi KKKAH'in tedavisinde de denenmistir. Bu tedavi
yontemi, hastaliktan iyilesen bireylerden veya KKKAH viriis ile immiinize edilen
hayvanlardan elde edilen serum antikorlar1 kullanilarak hastalara pasif transfer yoluyla
yapilan immiinoterapiyi igermektedir (26,30,37). Bunyaviridae ailesindeki viriislerin
genel olarak ribavirine karsi hassas oldugu bilinmektedir ve Diinya Saglik Orgiitii
(DSO) KKKAH’in tedavisinde bir antiviral olan ribavirini onermektedir (37,44,51).
Ribavirin piirin niikleozid analogu ve genis spektrumlu bir antiviraldir. Direkt (inozin
monofosfar dehidrogenaz inhibisyonu ve immunomodiilator etki) ve indirekt (mRNA
capping’in engellenmesi, polimeraz inhibisyonu, letal mutagenez) etki gostermektedir
(41). Ribavirinin KKKAH’da etkili oldugu, yavru farelerde yapilan ¢aligmalarda 6liim
oranini azalttig1, 6liime kadar olan ortalama siireyi uzattigi, karaciger, beyin ve kalp
dokularinda viral replikasyonu azalttigi bildirilmistir (9,44). Literatlirde yer alan bu
bilgilere karsilik Bodur ve ark.’nin (51) yaptigi calismada ribavirinin belirgin bir
etkisinin olmadigi belirtilmistir. Ayn1 sekilde Ceylan ve ark. (62) ve Cevik ve ark.’da
(63) ribavirinin etkili olmadigini belirtmislerdir. Bu sebeple her ne kadar ribavirin
uygulamasinin in vitro olarak virlis ¢ogalmasini inhibe ettigi ortaya konulmus olsada,
yapilan klinik ¢alismalarda ribavirinin etkisi halen tartismali bir konudur

(34,37,41,43,44,51).

Projenin amaci, 108G126 nolu ve ‘Kirim-Kongo Kanamali Ates viriisiiniin
Epidemiyolojisi, Molekiiler Karakterizasyonu, Antijen-ELISA Gelistirilmesi ve
Koruyucu Ast Calismalar’ isimli TUBITAK 1007 KAMAG projesi kapsaminda
iiretilmis olan hibridomalarin limiting diliisyonlarmin yapilmasi, stabilitelerinin test
edilmesi ve elde edilen mAb'larin nétralizan aktivite gosterip gostermediklerinin
belirlenmesidir. Bu ¢alisma, KKKAH tedavisinde kullanilabilecek notralizan 6zellikteki
terapotik mAb’larin gelistirilmesini saglayacak ilk verilerin elde edilmesi agisindan
onem tasimaktadir. Daha sonra yapilacak caligmalarla elde edilmesi planlanan

notralizan 6zellikteki diger mAb larla birlikte gerek klinik 6ncesi denemeler gerekse de
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goniillii insanlarda faz ¢alismalar1 yapilarak elde edilen iirlin/iiriinlerin pratikte

KKKAH nin tedavisi amaciyla kullanilmasi s6z konusu olabilecektir.

Klinikte mAb kullanim1 son dénemlerde oldukg¢a yayginlasmustir. Ozellikle kanser ve
inflamatuar hastaliklarin tedavisinde kullanimda olan pek¢ok mAb tabanli terapotikler
mevcuttur. Bunlarin baglica 6rnekleri, Non-Hodgkin lenfoma tedavisinde kullanilan
Rituximab (Rituxan, MabThera), gogiis kanseri tedavisinde kullanilan Transtzumab
(Herceptin), Crohn hastalig1 tedavisinde kullanilan infliximab olarak verilebilir (64,65).
Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisi amaciyla 2015 yilina kadar sadece 2 mAb tedavide
kullanilmak {izere onay alabilmistir. Bu antikorlar, RSV tedavisinde kullanilan,
humanize bir mAb olan Palivizumab’tir ve gram-pozitif bir bakteri olan Bacillus
anthracis toksinine (protektif antijen) karsi gelistirilmis, Raxibacumab’tir (14,64-66).
Mikrobiyal hastaliklarin tedavisinde mAb'larin kullaniminin kisitli olmasinin sebepleri
arasinda, serum tedavilerinin giiniimiizde halen kullaniliyor olmas1 ve antimikrobiyal
ilaglarin daha diisiik maliyetlerle {iretilebiliyor olmasi sayilabilir. Giiniimiizde,
mikrobiyal hastaliklar i¢cin mAb gelistirilmesinin 6niindeki en 6nemli engel ekonomik
sebeplerdir. Bir mikrobiyal hastalik i¢in etkin bir mAb kokteylinin hazirlanmas: yiiksek
maliyetli ve uzmanlik isteyen bir teknoloji gerektirmektedir (67). Tiim bunlara ragmen,
diinya genelinde antibiyotik direncinin ortaya ¢ikmasi, viral enfeksiyonlarda tedavi
seceneklerinin kisitli olmasi, yeni/yeniden ortaya ¢ikan ve tedavisi olmayan mikrobiyal
hastaliklarin toplum saghigini tehdit etmesi, aragtirmacilart mAb tedavileri {lizerinde
caligmaya yoneltmistir. Ayrica immunokonjugatlarin ve radyoimmunotedavilerin de

mikrobiyal hastaliklarla miicadelede mAb’lar i¢in yeni bir adim olmustur (66,67).

Viriisleri notralize edebilecek antikorlarin gelistirilmesi de, viral hastaliklarla miicadele
icin koruyucu asilarin gelistirilmesi agisindan son derece dnemlidir. Palivizumab ve
Raxibacumab’in gelistirilmesinin ardindan pek ¢ok mikrobiyal ve viral hastalik i¢in
monoklonal antikor gelistirme caligmalar1 baslamistir. Yine B.Anthracis sporlarina
kars1 gelistirilmis Obiltoxaximab’da 2016 yilinda onay almistir. Pek ¢ok viral hastalik
icin de gelistirilen monoklonal antikorlar faz 2 ve faz 3 asamasina gelmistir (67).
KKKAH viriisii yapisal glikoproteinleri olan Gn ve Gc'ye karst olusan antikorlarin
koruyucu ve viriisii notralize edici antikorlar oldugu bilinmektedir (25). Ayn1 zamanda
KKKAH viriisi NP'ye karsi olusan antikorlarin ise nétralizan aktiviteye sahip

olmadiklar1 saptanmistir. Tez projesi kapsaminda KKKAH viriisiinii notralize
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edebilecek mAb'larin gelistirilmesi amaclanmistir. Daha 6nceki ¢aligmalarda KKKAH
viriisine karst elde edilen hibridomalarin test edilmesinde proje kapsaminda 3 farkli
metot kullanilmigtir. Tarama testi olarak IFA testi kullanilmistir. Bir baska deyisle
hibridomalarin KKKAH viriisiine spesifik antikor salgilayip salgilamadiklar1 IFA testi
ile analiz edilmistir. IFA testi ile KKKAH viriisiine 6zgiil antikor salgiladig: belirlenen
hibridomalardan, NP'ye kars1 olusanlarinin belirlenip ayiklanmasi i¢in Western Blot
testi yapilmistir (Sekil 10, 11, 12). Ciinkii, KKKAH viriisii NP antijenine karsi olusan
antikorlar Western Blot deneyinde yaklagik 55 kDa biiyiikliikte bant vermektedirler.
Bunun yaninda KKKAH viriisiin glikoproteinlerine karsi olusan mAb’larin ancak
lineer epitopuna 0zgiil olanlar1 Western Blotlama ile KKKAH viriisii glikoproteinlerine
kars1 spesifik bant olusturmalar1 beklenmektedir. Boylece, Western Blot testi ile NP"ye
0zgli mAb'lar ayiklanirken ayn1 zamanda KKKAH virlisii glikoproteinleri lineer
epitoplarina kars1 olusan mAb'larin belirlenmesi de amaglanmistir. Bununla birlikte
viral glikoproteinlere 06zgii olusan mAb’larin biiyiikk ¢ogunlugu konformasyonel
epitoplara karst gelistigi icin IFA testi sonucu pozitif, Western Blot analizi neticesinde
negatif sonu¢ veren klonlar, KKKAH virlisii glikoproteinlerine karst olusmus

potansiyel mAb'lar olarak degerlendirilmistir.

Proje kapsaminda hibridomalarin test edilmesinde kullanilan iiciincii test olan ELISA
testi glikoproteinlerin seleksiyonundan ziyade KKKAH viriisiine karsi salgilanan
antikorlarin diagnostik amagla kullanilma potansiyeli acgisindan degerlendirilmistir

(Sekil 13, 16, 20, Tablo 3).

Tez projesi kapsaminda test edilen hibridomalardan 9D2 klonunun iirettigi monoklonal
antikor 160-260 kDa arasinda ¢ift bant, 13D12 klonu yine ayni aralikta tek bant, 13A1
klonu 100-150 kDa arasinda tek bant gostermistir (Sekil 19). Viriislin bu biiytikliikte
bilinen proteinleri yoktur. Ancak IFA deneyinde pozitif sonu¢ vermis olmasi viriise
spesifik oldugunu gostermektedir. Bu antikorlarin viriisiin yapisinin anlasilmasinda
faydali olabilecegi diisiinlilmiis, ndtralizan etki gosterip gostermedigi test edilmek
istenmistir. Ancak 2 klonda limiting diliisyon islemine alinamadan antikor sentezleme

yetenegini kaybetmistir.

Western Blot ile test edilen klonlardan 9E11 ve 11H4 KKKAH viriisii glikoproteinleri
lineer epitoplarina karsi oldugu anlasilmaktadir (Sekil 10). 9E11 klonunun iirettigi
mAb yaklasik 80kDa biiyiikliigiinde ve 11H4 klonunun iirettiZi mAb’da 40 kDa
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biiyiikliigiide tek bant gostermektedir. Bu mAb’larin viriisiin 80 kDa biiyiikliigiinde
PreGe ve ortalama 37 kDa biiyiikliigiinde Gn glikoproteinlerinin lineer epitoplarina
kars1 olduklar1 diisiiniilmiistiir. Ancak bu klonlarda stabilitelerini koruyamamis ve
antikor sentezleme yeteneklerini kaybettikleri goriilmiistiir. Dolayisiyla noétralizan

etkileri arastirilamamustir.

Tez projesi kapsaminda incelenen 70 hibridoma klonundan sadece 2 tanesi stabil
kalmis ve bu klonlardan antikor tliretimi gerceklestirilmistir. Bu klonlar 8H3 ve 3F2
klonlaridir. Elde edilen diger hibridomalarin stabilitesinin yapilan ¢aligmada oldukga
diisiik oldugu belirlenmistir. Hibridomalar, B-lenfositler ve myeloma hiicrelerinin
birlestirilmesiyle elde edilmekte, dolayisiyla elde edilen bu hibrit hiicreler fiizyon
islemi ardindan tetraploid yapiya sahip olmaktadir ve bu durum sonucunda
hibridomalar kromozom kaybedebilmektedir. Bu sebeple klonlar antikor sentezleme

yeteneklerini bir bagka deyisle stabilitelerini kaybedebilmektedirler (8, 64).

Secilen fiizyon partneri hiicrelerin de stabiliteyi etkiledigi diistiniilmektedir. Bu
caligmada kullanilan Ag8 myeloma hiicrelerinin fiizyon sonrasi olusan hibrit hiicrelerin
stabilitesi konusunda iyi bir fiizyon partneri olmadig:1 anlagilmaktadir. Farkli fiizyon
partneri hiicrelerin kullanilmasinin stabilitenin arttirilmas1  konusunda ¢o6ziim
olabilecegi diisiinliilmektedir. Hibridomalarin stabilitelerini etkileyen bir bagka faktor,
hibridoma kiiltiirlerinin son derece kirllgan olmalaridir. Hibridomalarin stabilitesini,
kiiltiir kosullari, ortamin pH’s1, ¢6ziinmiis oksijen orani, metabolik atik birikimi ve
uzun siire pasajlamalar etkilemektedir. Ozturk ve ark. uzun siiregli kiiltiirlerde antikor
iretiminin distiigiinli, antikor salgilama yetenegini kaybetmis hiicrelerin kiiltiirde
cogalmasiyla da antikor iiretim veriminin diistiigii ve ozellikle diisiik serum oraninin

hibridoma stabilitesi olumsuz olarak etkiledigi belirtilmistir (65).

Stabil oldugu belirlenen 8H3 ve 3F2 klonlarindan 8H3HSF8ES, SH3HSFSFS,
3F2G8H4 ve 3F2E10HS5 secilen 4 alt klon doner sise hiicre kiiltiirii sisteminde 500 ml
Olcekte mAb iiretimi gergeklestirilmis ve elde edilen antikorlar piirifiye edilmistir.
8H3HSF8ES ve 8H3HSF8FS klonlarinin iirettikleri mAb’larin Western blot deneyinde
negatif (Sekil 14), IFA (Sekil 15) ve ELISA’da (Sekil 13) pozitif sonug¢ verdikleri
goriiliirken, 3F2G8H4 ve 3F2E10HS klonlarinin iirettiklert mAb’lar ELISA (Sekil 16)
ve Western Blot deneylerinde (Sekil 17) negatif, IFA’da (Sekil 18) pozitif sonug

vermistir. IFA deneyinde pozitif sonu¢ veriyor olmasi elde edilmis olan 8H3 ve 3F2
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klonlar1 ve alt klonlarinin, viriise spesifik oldugunu gostermektedir. Western Blot
deneyinde oldugu gibi, ELISA deneylerinde de antijenin pleyte baglanmasi agsamasinda
kullanilan  karbonat tamponunun 9,6 pH degerinde olmasinin da viriisiin
konformasyonel epitoplarinda degisikliklere sebep olabilecegi diisliniilmektedir. Bu
sebeple monoklonal antikorlarin IFA’da pozitif ancak ELISA’da negatif sonug
verebilirler. Nitekim tez projesi kapsaminda elde edilen 8H3 klonlar1t ELISA pozitif

sonug verirken 3F2 klonlar1 negatif sonu¢ vermistir.

8H3 ve 3F2 monoklonal antikorlar1 piirifiye edildikten sonra immunoglobulin alt
siiflari belirlenmistir. 3F2G8H4 alt klonu IgM diger klonlar ise IgG2a tiirlinde antikor
iiretmektedir (Sekil 24). Aynm1 zamanda piirifiye edilen monoklonal antikorlara yapilan
SDS-PAGE (Sekil 23) sonucunda da 50 kDa’da agir zincire ait ve 25 kDa da da hafif
zincire ait bantlar goriilmiistiir. Bagka bant goriilmemesi ayn1 zamanda piirifikasyonun

etkin sekilde gergeklestigini de gostermektedir.

Piirifiye antikorlarin nétralizan etkilerinin  arastirilmast amaciyla notralizasyon
deneyleri yapilmistir. Yapilan deneyde mAb’larin 1/10, 1/20 ve 1/40 diliisyonlar
hazirlanmis ve lizerine 110 PFU sabit olacak sekilde viriis geg¢ilmistir. Notralizasyon
deneyi sonucunda 3F2 klonlarinin in vitro olarak herhangi bir noétralizan etkisinin
olmadigr bulunmustur. Aymi sekilde, 8H3HSF8F8 klonu da nétralizan etki
gostermezken, 8H3HSF8ES klonunda yaklasik %28 nétralizan etki saptanmistir (Sekil
25). Berlotti-Ciarlet ve ark., KKKAH viriisin Gn ve Gc glikoproteinlerine karst
gelistirdikleri mAb'lar i¢in in vitro noétralizasyon testlerinin yani sira in vivo
koruyuculuk testleri yapmislardir. Berlotti-Ciarlet ve ark.’in yaptiklar1 calismanin
sonucunda Gc’ye karsi gelistirilen mAb’larin nétralizan etkiye sahip olduklari, Gn’e
kars1 gelistirilen mAb’larin ise in vitro sistemde ndtralizan etki gostermedigi
gorilmiistiir. Ancak ayni ¢alismada gergeklestirilen in vivo koruyuculuk testlerinde
Gce’ye karst gelistirilen mAb’larin aksine Gn’e karsit gelistirilen mAb’larin fareleri
oldiiriici dozdan korudugu saptanmistir (25). SH3HSF8E8’de diisiikk diizeyde bir
ndtralizan etki goriilmils olmast klonun Gc glikoproteine karst mAb {iretiyor
olabilecegini, yine diger klonlarin in vitro da nétralizan etki gdstermiyor olmalari
virlistin zarf glikoproteinleri disindaki bazi glikoroteinlere kars1 gelistirilmis
olabileceginin yani sira Gn’e kars1 olabilecegini  diislindiirmektedir. Tez projesi

kapsaminda elde edilen mAb'larin viriisiin hangi glikoproteinine yonelik oldugunun
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belirlenmesi i¢in epitop haritalama yapilmasi gerekmektedir. Ayrica, gelecekte bu
antikorlar i¢in uygun fare modeli ile koruyuculuk c¢aligmalarinin yapilmasi
planlanmaktadir. Pelegrin ve ark. mAb larin sadece viriis ndtralizasyonunda degil ayn1
zamanda farklt immun mekanizmalar1 aktive ederek enfeksiyonu durdurmada rol
oynadigini ortaya koymuslardir (65). Bu durum mAb’larin nétralizan etkileri olmasa

dahi in vivo koruyuculuk saglayabilecegini desteklemektedir.

Ulkemizde, son 15 yildir bildirilen ve diinyanin en bilyiik KKKAH salginlar1 seklinde
seyreden hastalik giiniimiizde 6nemli halk sagligi sorunlarindan biridir. Spesifik bir
tedavisi olmayan KKKAH karsi yeni tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesi olduk¢a énem
tasimaktadir. Bu ¢alismada stabil oldugu belirlenmis ve notralizan aktiviteye sahip olan
mAb’larin elde edilmesine ¢alisilmistir. KKK AH tedavisinde kullanilabilecek nétralizan
ozellikteki terapdtik mAb'larin gelistirilmesini saglayacak ilk verilerin elde edilmesi
acisindan 6nem tasimaktadir. Sonraki ¢alismalarda elde edilecek nétralizan Ozellikteki
diger mAb'larla birlikte gerek hayvan denemeleri gerekse de goniillii insanlarda faz
caligmalar1 yapilarak elde edilen iiriin/iiriinlerin pratikte KKKAH nin tedavisi amaciyla

kullanilmasi s6z konusu olabilecektir.
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