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2019 yilinda kiiresel halk sagligi tehdidi olusturan COVID 19 hastali1 tiim diinyaya
yayildiginda, yogun olarak tani, tedavi ve korunma amaclh arastirmalara Oncelik
verilmistir.

Monoklonal antikorlar (mAb'ler) klinik olarak bir¢cok hastaligin tan1 ve tedavisinde
kullanilmaktadir. Bu calismada, COVID-19’a kars1 gelistirilen ndtralizan antikorlar
(nAb), kullanilarak, SARS CoV-2 S yiizey proteinini (S/RBD) taklit eden anti-idiyotipik
monoklonal antikorlarin gelistirilmesi ve in-vivo sistemde etkinliginin arastirilmasi
yoniinde ¢aligmalar gerceklestirildi.

Tez siirecinde, SARS-CoV-2'nin Spike proteininin RBD'sine 6zgili nétralizan 6zellik
gosteren anti-SARS-CoV-2 monoklonal antikorlart (MAM-H9, MAM-EG6) gelistirildi. Bu
antikorlar ve COVID-19 gecirip iyilesme gosteren insan serumdan saflastirilan antikorlar
hem biitiin formda hem de papain enzimi ile kesilerek elde edilen Fab fragmanlarina kars1
hibridoma teknolojisi kullanilarak anti-idiotipik monoklonal antikor (aid-mAb) {iretim
calismalar1 yapildi. Filizyon ¢alismalar1 sonucunda elde edilen, on iki aid-mAb arasinda,
alt1 tanesi in vivo sistemde etkinlik testine alindi. Bu antikorlar i¢inden 3 tanesinin (E6G7,
H7ES ve HSH3) RBD molekiilii ile immiinize edilmis farelerden elde edilen antikorlarla
karsilastirildiginda, RBD molekiiliiniin antijenik 6zelliklerini taklit edebildigi, ACE-2
reseptoriine spesifik olarak baglandigi, RBD ile ACE-2 arasindaki etkilesimi bloke
edebildigi gosterildi.

Tez ¢aligsmasinda ayrica, SARS CoV-2 S Yiizey Proteinini (S) taklit eden fare kokenli aid-
mADb gelistirme ¢alismalarina ek olarak Tiirkiye'de ilk kez gerceklestirilmis olan tavsan
kokenli mAb gelistirme ¢alismalart yapildi.

Anahtar Kelimeler: SARS-CoV-2, Monoklonal antikor, Anti-idiyotipik monoklonal
antikorlar, Hibridoma teknolojisi.
2024, xiii+184 sayfa.



ABSTRACT
PhD Thesis

DEVELOPMENT OF NEUTRALIZING AND ANTI-IDIOTYPIC ANTIBODIES
AGAINST COVID-19

Gamze KILIC

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Elif DEMIRKAN
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Fatima YUCEL

In 2019, when the COVID-19 disease, posing a global public health threat, spread world
wide, priority was given to intensive research for diagnosis, treatment, and prevention.

Monoclonal antibodies (mAbs) are clinically used in the diagnosis and treatment of
various diseases. In this study, neutralizing antibodies (nAbs) developed against COVID-
19 were used to develop anti-idiotypic monoclonal antibodies that mimic the SARS-CoV-
2 Spike surface protein (S/RBD) and to investigate their efficacy in an in-vivo system.

During the thesis process, anti-SARS-CoV-2 monoclonal antibodies (MAM-H9, MAM-
E6) with neutralizing properties specific to the Spike protein's RBD of SARS-CoV-2 were
developed. These antibodies, as well as antibodies purified from the serum of recovered
COVID-19 patients, were used to produce anti-idiotypic monoclonal antibodies (aid-
mAbs) using hybridoma technology, both in whole form and as Fab fragments obtained
by papain enzyme digestion. Among the twelve aid-mAbs obtained from fusion studies,
six were subjected to efficacy testing in an in-vivo system. Three of these antibodies
(E6G7, H7ES, and H8H3) were shown to mimic the antigenic properties of the RBD
molecule, specifically bind to the ACE-2 receptor, and block the interaction between RBD
and ACE-2 when compared to antibodies obtained from mice immunized with the RBD
molecule. This findings form the basis for evaluating the selected anti-idiotypic
antibodies as vaccine candidates against SARS-CoV-2.

Additionally, in the thesis study, apart from the development of mouse-derived aid-mAbs
mimicking the SARS-CoV-2 Spike Surface Protein (S), rabbit-derived mAb development
studies, which were carried out for the first time in Turkey, were also conducted.

Keywords: SARS-CoV-2, Monoclonal antibody (mAb), Anti-idiyotype mAb,

Hybridoma technology.
2024, xiii+184 pages.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi
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Kisaltmalar
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Aid
Aid-mAb
AP
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APS
BCA
Bp
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CH1
CH2
CH3
CL
CO,
COVID-19
CTD
dH20
DMEM
DMSO
DNA
EDTA
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EP

ER
EtOH
EUA
EUL
F(ab’)2
Fab
FBS

Fc
FCA
FDA

Aciklamalar

Mikrogram
Mikroliter
Derece

Aciklamalar

Amper

Anjiotensin doniistiiriicii Enzim-2
Anti-idiyotip

Anti-idiyotipik monoklonal antikor
Alkalen fosfataz

Antijen sunan hiicreler
Amonyum persiilfat

Bikronik asit testi

Baz cifti

Tamamlayicilik belirleme bolgesi
Sabit agir zincir 1

Sabit agir zincir 2

Sabit agir zincir 3

Sabit hafif zincir

Karbon dioksit

Yeni koronaviriis hastaligi
C-Terminal alani

Deiyonize su

Dulbecco’s Modified Eagle’'s Medium

Dimetil stilfoksit

Deoksiriboz niikleik asit

Etilen diamin tetra asetik asit
Enzim bagimli immiinosorbent test
Zarf protein

Endoplasmik retikulum

Etil alkol

Acil kullanim yetkisi

Acil kullanim listesi

Divalent antikor fragmenti

Antijen baglama bdlgesi fragmenti
Fetal bovin serum

Kristallesebilen bdlge fragmenti
Freund tam adjuvant

Amerikan gida ve ilag dairesi
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Yabanturbu peroksidaz
Hipoksantin-timidin
Immiinoglobulin
Immiinoglobulin A
Immiinoglobulin G
Immiinoglobulin M
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Litre
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Milligram
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Membran protein

Ana proteaz

Molekiiler agirlik
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1. GIRIS

Koronaviriisler, insanlarda ciddi solunum yolu hastaliklarina neden olan, hayvanlardan
insanlara bulasabilen zoonotik bir virilis ailesidir. Bu viriis ailesi, Orta Dogu Solunum
Sendromu (MERS-CoV) ve Agir Akut Solunum Sendromu (SARS-CoV) gibi
pandemilere yol acgabilme potansiyeline sahiptir. 2019'un sonlarinda, Cin'in Wuhan
sehrinde baslayan ve hizla diinya capinda yayilan COVID-19 pandemisi, SARS-CoV-2
virlisli tarafindan tetiklenmistir. Bu viriis, koronaviriisler arasinda yiiksek 6liim oranlar1
ve bulasicilik 6zellikleriyle dikkat ¢ekmektedir (Zhu ve ark., 2020; Huang, C. ve ark.,
2020; Wang, Q. ve ark., 2020).

Aralik 2019’da Cin’in Hubei Eyaleti, Wuhan’da sebebi agiklanamayan pnémoni olgulari
ortaya ¢ikmaya baslamis ve yapilan arastirmalar sonucunda bu pndmoni vakalarinin daha
onceden tanimlanan yeni bir tip koronavirus oldugu belirlenmistir. Koronavirus hastaligi
2019’a (veya COVID-19) sebep olan yeni tip Betakoronavirus gegici olarak “2019 yeni
koronavirus (2019-nCoV)” olarak adlandirilmis ve daha sonra Uluslararasi Viriislerin
Taksonomisi Komitesi (ICTV) tarafindan “siddetli akut solunum sendromu koronavirus
2 (SARS-CoV-2)” olarak yeniden isimlendirilmistir. Bir dizi solunum yolu enfeksiyonuna
sebep olan ve hizla tiim kitalara yayilan COVID-19, 17 Subat 2020’de Avrupa Hastalik
Onleme ve Kontrol Merkezi (ECDC) ve ABD Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri
(CDC) tarafindan yapilan gézetim uyarinca, bes ana kitada 29 iilke arasinda 71 333 vaka
rapor edildi ve neredeyse hepsi Cin’de olmak tizere 1 775 6liim vakas1 ile 6liim orani ise
%2-2,3 arasinda belirtilmistir (Wang, C. ve ark., 2020). SARS-CoV-2 tarafindan
tetiklenen COVID-19 pandemisinin yol actig1 yiiksek vaka ve 6liim oranlar1 nedeniyle,
diinya genelinde bu salgmma karsi etkili olabilecek as1 ve tedavi yoOntemlerinin

gelistirilmesine yonelik ¢alismalar biiyiik bir 6nem kazanmustir.

COVID-19 pandemisine kars1 miicadelede as1 gelistirme ¢aligsmalarinin yani sira, viriisii
notralize edebilen antikorlar lizerine de arastirmalar yapilmaktadir. Bu antikorlar, viriisiin
hiicrelere baglanmasini ve dolayisiyla enfeksiyonu engelleyebilir. Ozellikle, SARS-CoV-
2'nin hiicre ylizeyi reseptorii olan anjiyotensin doniistiiriici enzim 2 (ACE-2) ile
etkilesime giren Spike proteinine karsi gelistirilen nétralizan antikorlar, virlislin insan
hiicrelerine girisini engelleyerek enfeksiyonun dnlenmesi ve tedavisi acisindan potansiyel

bir strateji sunmaktadir (Xu ve ark., 2020).



Bu baglamda, SARS-CoV-2'ye kars1 nétralizan antikorlar ve anti-idiyotipik antikorlar
lizerine gerceklestirilen c¢aligmalar dikkate degerdir. Notralizan antikorlar, viriisiin
hiicrelere baglanmasini engelleyerek veya viriis parcaciklarini dogrudan notralize ederek
enfeksiyonu onleyebilir (Strohl ve ark., 2022). Ote yandan, anti-idiyotipik antikorlar,
birincil antikorlarin (ndtralizan antikorlarin) antijen baglayic1 bolgelerine karsi
gelistirilen ikincil antikorlardir (Liu ve ark., 2022). Bu antikorlar ise viriisiin antijenik
bolgelerinin taklit edilmesi yoluyla, bagisiklik sistemini egitebilir ve viriise karsi
koruyucu bir yanit olusturabilir (Klasse ve ark., 2020). Dolayisiyla, anti-idiyotipik
antikorlar, alternatif bir as1 gelistirme stratejisi olarak kullanilabilmektedir. Bu yaklagimin
amaci, viriise karst dogrudan etki gosteren antikorlar yerine, viriisiin antijenik yapisini

taklit ederek bagisiklik sisteminin viriise kars1 aktif bir yanit gelistirmesini saglamaktir.

Mart 2020'de yapilan bir calisma, SARS-CoV-2 virlislinii nétralize eden ilk insan
notralizan antikorunun gelistirildigini duyurmus ve bu antikorlarin viriisiin insan
hiicrelerine baglanmasini engelledigini géstermistir (Pinto ve ark., 2020). Bu caligmalar,
COVID-19 'a kars1 miicadelede notralizan ve anti-idiyotipik antikorlarin gelistirilmesinin

onemini vurgulamaktadir.

Antikorlar, viicudun savunma sisteminin énemli unsurlar1 olan B hiicreleri tarafindan
uiretilen 6zel proteinlerdir. Bu proteinler, viriis ve bakteri gibi yabanci mikroorganizmalari
tantyarak onlart etkisiz hale getirebilir veya viicudun bagisiklik yanmitini harekete
gecirebilir. Antikorlarin bu yetenegi, yabanci mikroorganizmalardaki belirli molekiillere
spesifik olarak baglanmalar1 sayesinde miimkiindiir. Glinlimiizde, belirli bir antijene kars1
gelistirilen monoklonal antikorlar, laboratuvar ortaminda yiiksek miktarda
uretilebilmektedir. Monoklonal antikor (mAb) tliretimine dair ilk ¢aligmalar 1975 yilinda
baslamis ve hala gelismeye devam etmektedir (Kohler, G., ve Milstein, 1975; Galfre ve
Milstein, 1982). Bu ¢alismalar ayn1 antijene yonelik farkli antikorlar: iiretebilen hibrid
hiicre hatlarinin elde edilebilecegini ortaya koymustur. Monoklonal antikor teknolojisinin
temeli, tek bir epitope 6zgili antikor iiretebilen hibrid hiicre hatlarinin olusturulmasi
tizerine kuruludur. Bu hiicre hatlari, immunize edilmis hayvanlarin dalak ve lenf
diigiimlerinden alinan antikor iireten B hiicreleri ile myeloma hiicrelerinin
birlestirilmesiyle elde edilmektedir. Her bir hibrid hiicre, genetik olarak ayni olup,

iirettikleri monoklonal antikorlar ile tanimlanir. Monoklonal antikorlarin 6zgiinliigi,



homojenligi ve stirekli olarak iiretilebilir olusu, onlar1 tan1 amagli kitlerden hedefe yonelik
tedavilere kadar genis bir uygulama alaninda degerli kilar. SARS-CoV-2'ye karsi
noétralizan ve anti-idiyotipik antikorlarin gelistirilmesi ile pandemiyle miicadelede 6nemli
bir yol olarak goriilmektedir. Bu yaklasimlar, viriisiin hiicrelere girisini engelleyerek veya
bagisiklik sistemini viriise karsi egiterek, enfeksiyonun onlenmesi ve tedavisi i¢in yeni

ve etkili stratejiler sunmaktadir.

Tiim bu bilgiler 1s18inda yapilacak olan tez caligmasinin temel amaci, hibridoma
teknolojisi kullanilarak SARS-CoV-2 viriisiiniin Spike proteininin Reseptér Baglanma
Bolgesi (RBD) boliimiinii taklit eden anti-idiyotipik monoklonal antikorlar gelistirmek ve
bu antikorlarin potansiyel bir anti-idiyotipik as1 aday1 olarak kullanimini in vivo sistemde
arastirmaktir. Bu hedef dogrultusunda, ¢alisma oOncelikle farelerin SARS-CoV-2'nin
Spike proteininin S1 ve RBD alt birimleri ile immunizasyonu ile baslanmistir. Bu
asamada, immiinizasyon Oncesinde ticari kaynaklardan elde edilen SARS-CoV-2
protein/antijen orneklerinin saflik derecelerinin belirlenmesi amaciyla, ELISA ve Western

Blot gibi immiinolojik analiz teknikleri kullanilmistir.

Immiinizasyon siirecini takiben, hibridoma teknolojisi kullanilarak S1 ve RBD'ye 6zgiil
primer antikor iireten B hiicreleri ile myeloma hiicrelerinin fiizyonu gerceklestirilmistir.
Bu siireg, 6zgiil antikor lireten hibrid hiicre klonlarinin izolasyonu ve kiiltiirlenmesi ile
sonuclandirilmistir. Daha sonra, bu primer antikorlara karsi 6zgiil olan ikincil (anti-
idiyotipik) mAb'lerin gelistirilmesi amaglanmistir. Anti-idiyotipik mAb'ler, RBD'nin
ACE-2 reseptorii ile etkilesimini taklit edebilme potansiyeline sahip olacak sekilde
tasarlanmis ve bu sayede viriis girisini bloke eden ve/veya virlise kars1 koruyucu bir
immiin yanitt tetikleyebilen bir as1 adayr molekiil olarak degerlendirilebilecegi

gosterilmistir.

Anti-idiyotipik antikorlar, hibridoma teknolojisi kullanilarak gelistirilmis ve elde edilen
antikorlarin nétralizasyon etkinlikleri, in vitro deneylerle gosterilecektir. Bu asamada,
antikorlarin RBD'yi taklit edebilme kapasitelerinin yani sira, ACE-2 reseptorii ile
etkilesimlerini bloke edebilme potansiyelleri de yarisimli ELISA testi ile incelenmistir.
Son olarak, anti-idiyotipik mAb'lerin in vivo etkinligi, fare model sistemlerinde

degerlendirilmistir. Bu modellerde, antikorlarin SARS-CoV-2 enfeksiyonuna karsi



koruyucu etkinligi ve immunojenik potansiyeli incelenmistir. Bu in vivo caligsmalar,
antikorlarin potansiyel bir as1 adayr olarak kullanimi i¢in gerekli immiinolojik bellek

yanitini tetikleyip tetikleyemediginin belirlenmesi hedeflenmistir.

Caligmanin nihai hedefi, RBD proteinini taklit eden anti-idiyotipik antikorlarin, SARS-
CoV-2'ye karsi etkin bir bagisiklik yanit1 olusturabilecek yeni nesil as1 adaylar1 olarak
potansiyellerini ortaya koymaktir. Bu yaklasim, as1 gelistirme siirecinde yenilik¢i bir
strateji sunarak, COVID-19 gibi pandemik hastaliklara karsi daha hizli ve etkili
midahalelerin onlinii agmay1 hedeflemektedir. Anti-idiyotipik antikorlarin kullanimu,
ayn1 zamanda, virlisiin mutasyonlara ugramasi durumunda bile genis spektrumlu koruma
saglama potansiyeline sahiptir, bu durum bu stratejiyi mevcut ve gelecekteki pandemilere
kars1 onemli bir ara¢ haline getirecektir. Bu ¢alisma ile elde edilen bulgularin, SARS-
CoV-2'ye kars1 miicadelede yeni bir yol haritas1 sunmasi ve as1 gelistirme ¢alismalarina

katkida bulunmasi beklenmektedir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. SARS-CoV Viriisii Genel Ozellikleri

SARS-CoV viriisii diger adiyla koronaviriisler zarfli, pozitif iplik¢ige sahip, tek sarmalli
RNA viriisleridir. Koronaviriis, Coronaviridae ailesi ve Orthocoronavirinae alt ailesinin
ortak adidir. Bu alt aile alfakoronaviriis, betakoronaviriis, gammakoronaviriis ve

deltakoronaviriis olan dort cinse ayrilmaktadir.

2.1.1. SARS-CoV viriisii siniflandirmasi

Koronaviridae siniflandirmasi (Sekil 2.1.), 3C benzeri proteinaz (nsp5), nidoviriis
RdRp'ye bagl niikleotidil transferaz (nsp12); RNA bagimli RNA polimerazi (nspl2);
cinko baglayict bolge (nspl13); HELI, siiper aile 1 helikaz (nsp13) olmak iizere bes
birlestirilmis alanin alanin filogenetik analizlerine dayanir. Bu analizler, hizalamalar ve
patristik mesafeler kullanilarak yapilan hiyerarsik kiimelemeleri igerir. Aile, Lefovirinae
ve Orthocoronavirinae olmak tizere iki alt aileye ayrilir ve daha sonra dort cinse boliiniir
(ICTV, 2021). Bir viriis, bu korunan replikaz alanlarinda Coronaviridae ailesindeki
herhangi bir tlirle %46'dan fazla dizi benzerligi paylasiyorsa, tanimlanmis cinse
siniflandirilir, aksi takdirde yeni bir cins temsilcisi olarak kabul edilir. Korunan replikaz

alanlarinda %90'dan fazla amino asit dizisi benzerligi olan viriisler ayni tiiriin varyantlari

olarak kabul edilir (ICTV, 2011).

Nidovirales

Takim Aile Alt-Aile Cins
Arteriviridae - Arterivirus
Roniviridae » Okarivirus

Mesoniviridae

Coronaviridae

» a-Mesonivirus

Alpha coronavirus

Bota coronavirus <
Coronavirinae

Delta coronavirus

Gamma coronavirus

Bafinvirus
Torovirinae <
Torovirus

SARS-CoV
MERS-CoV

SARS-CoV2

Sekil 2.1. Coronoviridae viriis siniflandirmasi (Rehman ve ark., 2020°den degistirilerek

alinmustir)




2.1.2. Koronaviriis yapisi

Koronaviriisler, elektron mikroskobundaki goriiniintiilerinden esinlenerek isimlendirilir.
Biiyiik kiiresel ylizeyleri, birer tag1 andiran ¢ikintili proteinlerle kaplidir. Latince "corona"
kelimesi, bu ve benzer Ozellikteki viriisleri adlandirmak i¢in kullanilmistir.
Koronaviriisler, zarla cevrili kiiresel parcaciklardir ve caplart genellikle 50 ila 200

nanometre arasindadir.

Koronaviriis pargaciklar1 dort yapisal proteini igerir: spike (S, spike) protein, membran
(M, membrane) protein, zar (E, envelope) protein ve niikleokapsid (NP, nucleocapsid)

proteinidir (de Wit ve ark., 2016) (Sekil 2.2.).

Nikieckapsit Protein 51 alt birlm

Sekil 2.2. SARS-CoV-2 viriisliniin yapisal proteinleri

Basak (Spike) protein (S), SARS-CoV-2'nin yiizeyinde ¢ikint1 yapan ve viriisiin ev sahibi
hiicreye ilk baglanma noktas1 olan homo-trimerik bir glikoproteindir. Bu protein, yaklasik
%77 oraninda SARS-CoV S proteinine benzerlik gosterir ve virionun hiicrelere girisi igin
insan ACE-2 reseptoriine baglanmaktadir (Wang, Q. ve ark., 2020; Zhou, P. ve ark.,
2020). 1.273 amino asit uzunlugundaki S protein, S1 ve S2 olmak iizere iki ana alt
birimden olusur (Sekil 2.2.). S1 alt birimi, reseptor tanima ve baglanmada, S2 alt birimi
ise virlis ile hedef hiicre zarlarmin fiizyonunda rol oynar. S proteininin RBD yapisi,
reseptOr baglanmasinin belirleyicilerini gegici olarak gizleyen veya agiga ¢ikaran mentese

hareketleri yapar (Walls ve ark., 2020; Wrapp, D. ve ark., 2020). Bu konformasyonel



degiskenlik, Coronaviridae ailesinde korunmus gibi goriinmektedir (Li, F., 2016). S
proteininin S1/S2 sinirinda, RRAR (Arjinin-Arjinin-Alanin-Arjinin) olarak dort amino
asitlik bir ekleme bulunur ve bu ek, bir furin proteaz kesme yerini olusturur. Bu ek kesme
yeri, SARS-CoV-2'nin daha hizli yayilmasinda ve daha yiiksek enfeksiyon oraninda
O6nemli bir rol oynamis olabilir (Walss ve ark., 2020). Koronaviriislerin reseptdr tanimast,
tiirler aras1 bulasicilik, patojenite ve ev sahibi tropizmi agisindan kritik bir belirleyicidir
(Li, F., 2016). SARS-CoV antikorlarinin, SARS-CoV-2 RBD'leri ile c¢apraz tepki
verebildigi gosterilmistir (Wang, C. ve ark., 2020; Yuan ve ark., 2020). Dolayisiyla, S
proteininin RBD'si, antikor aracili notralizasyon, asi gelistirme ve diger antiviral

stratejiler i¢in 6nemli bir hedeftir (Du ve ark., 2009).

Niikleokapsit (N) proteini, viral RNA'y1 helikal riboniikleokapsit (RNP) igine paketleyen
ve virionlarin montaji sirasinda diger yapisal proteinlerle etkilesime giren 6nemli bir
yapisal proteindir (Chang, C. ve ark., 2013; He ve ark., 2004; Zhao, X. ve ark., 2008).
Yiiksek oranda iiretilen ve giiclii bir sekilde immiinojenik olan N proteini, as1 gelistirme
icin etkili bir hedeftir (Padron-Regalado, Shang ve ark., 2005; Zeng ve ark., 2020). SARS-
CoV-2 N proteini, iki yiiksek oranda korunmus bolge icerir: N-terminal RNA baglama
bolgesi (N-NTD; 46-174) ve C-terminal dimerizasyon bdolgesi (N-CTD; 247-364),
bunlar serin/arginin zengini ve yogun sekilde fosforile bir baglayici bolge ile ayrilir (Kang

ve ark., 2020; Ye ve ark., 2020).

SARS-CoV-2 N proteinin kristal yapilari, N-NTD ve N-CTD'nin SARS-CoV yapilarina
benzer oldugunu ve N proteini oligomerizasyonunun gRNA'nin kapside paketlenmesi
icin gerekli oldugunu gosterir (Kang ve ark., 2020; Dinesh ve ark., 2020; Chen C. ve ark.,
2007; Huang, Q. ve ark., 2004; Tan ve ark., 2006; Zhou, M. ve Collisson, 2000; Fan ve
ark., 2005; Yu ve ark., 2006). N proteininin oligomerizasyonu ve niikleokapsit olusumu
tizerine olan etkileri IBV (Infectious Bronchitis Viriis) N proteini i¢in kapsamli bir sekilde
incelenmistir (Fan ve ark., 2005; Jayaram ve ark., 2006). Onerilen ¢oklu kendiliginden
birlesme, virion icinde siki paketleme icin niikleokapsitte egrilik olusturmak igin
gereklidir. Esnek baglayici bolge, viral gRNA'min bu alt birimler tarafindan sarilmasini
saglayacak sekilde NTD ve CTD fibrillerinin birbirine yakin durmasini saglayabilir
(Jayaram ve ark., 2006).



Membran (M) and Zarf (E) proteinleri, Koronaviriisler, ERGIC'in (Endoplasmic-
Reticulum—Golgi Intermediate Compartment, Endoplazmik-Retikulum-Golgi Ara
Bolgesi) liimenlerinde toplanir ve ekzositoz yoluyla salinir (Ujike ve ark., 2015). Yapisal
proteinler M, E ve S, tasima sinyal dizilerine sahip olup ER'de (Endoplazmik-Retikulum)
birikirler. Bu proteinlerin ve riboniikleoprotein kompleksinin etkili bir sekilde dahil
edilmesi, yeni virion pargaciklarinin olgunlagsmasi ve toplanmast i¢in esastir (Satarker ve
ark., 2020). M ve E proteinleri, virionun baglanmasini diizenlemede ana rol oynarlar. Her
iki protein de B-koronaviriislerde korunmus ve SARS-CoV homologlariyla %90'dan fazla

dizilim benzerligi tasirlar.

SARS-CoV-2 M proteini, tip III transmembran bir glikoprotein olan 222 amino asit
uzunlugunda ve en bol bulunan yapisal proteindir. M proteini, li¢ ana bolgeye sahiptir: N-
terminal ektodomeni, ardindan {i¢ transmembran sarmali (TMH1-TMH3) ve C-terminal
endodomeni. M proteini, kendisiyle (homotipik) ve diger yapisal proteinler S, E ve N ile

(heterotipik etkilesim) etkilesir. (Ujike ve ark., 2015).

2.1.3. Koronaviriis yasam dongiisii

Koronoviriis hiicre icerisine iki farkli mekanizma kullanarak girebilir Bunlar endozomal

giris mekanizmasi ve hiicre ylizeyi giris mekanizmasidir (Jackson ve ark., 2022).

Endozomal giris mekanizmasi (Sekil 2.3.), ilk asamada, SARS-CoV-2'nin yiizeyinde
bulunan Spike proteinleri, konak hiicrelerin yiizeyindeki ACE-2 reseptorlerine baglanir.
Ardindan, S-proteini ve ACE-2 reseptorii arasindaki baglanma, hiicrede bir sinyal
mekanizmasini tetikler. Bu sinyal, hiicre membraninin virlisii i¢ine alacak sekilde
biikiilmesine ve viriisii endositoz ad1 verilen bir siirecle hiicre i¢ine gekmesine neden olur.
Endositoz ile vriis, hiicre zarindan igeri ¢ekildikten sonra, endozomal kesecikler i¢cinde
hapsolur. Bu kesecikler, hiicre igindeki bir dizi vesikiil tasima sisteminin bir pargasidir.
Endozomal kesecikler, hiicre i¢inde daha asidik bir ortam olusturmak ic¢in pH'larim
diistirtirler. Bu diisiik pH, endozom i¢indeki katepsin L aktivasyonunu saglar. Bu enzim
virlislin S-proteinini parcalar ve konformasyonel degisikliklere yol agar. Parcalanma ile
S-proteininde meydana gelen degisiklikler, viral zarin endozomal zar ile kaynagmasini

kolaylagtirir.



Bu flizyon, viriisiin genetik materyalinin (RNA) endozomal kesecikten hiicre
sitoplazmasina salinmasina olanak tanir. Flizyon sonucunda, viriisiin RNA genomu hiicre
sitoplazmasina serbest birakilir. Bu RNA, hiicredeki ribozomlar tarafindan kullanilarak
virlisin yeni kopyalarinin iiretimi i¢in gerekli proteinlerin sentezini baglatir. (Fehr ve

Perlman, 2015; V’kovski ve ark., 2021).
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Sekil 2.3. SARS-CoV-2 viriisiiniin hiicreye endozomal giris mekanizmasi

Hiicre yiizeyi giris mekanizmasi (Sekil 2.4.), SARS-CoV-2, yiizeyindeki Spike proteini
konak hiicreye baglandiktan sonra bu baglanma, viriisiin hiicreye girmesi i¢in gerekli olan
ilk adimdir. Daha sonra ACE-2 resept0riine baglanan S-proteini, hiicre yilizeyinde bulunan
TMPRSS2 (Transmembran Serin Proteaz 2) adl1 bir enzim tarafindan taninir ve bu enzim
tarafindan kesilir. Bu proteolitik kesim ile S-proteininde konformasyonel degisiklikler
olur. TMPRSS2'min kesmesi, S-proteinini aktif hale getirir ve bu protein, hiicre zarina
fiizyon yapabilecek duruma gelir. Kesim, S1 ve S2 alt birimlerinin ayrilmasini saglar ve
S2 alt biriminde bulunan fiizyon peptidinin agiga ¢ikmasina neden olur. Aktive olan S-
proteini, viral zarin konak hiicrenin plazma zar1 ile flizyon yapmasini saglar. Bu fiizyon,

viral zar ve hiicre zar1 arasinda bir agiklik olusturarak viriistin genetik materyalinin (RNA)



hiicre sitoplazmasina ge¢cmesine olanak tanir. Bu RNA, hiicre ribozomlar: tarafindan
kullanilarak viriisiin yeni kopyalarmin iiretimi i¢in gerekli proteinlerin sentezini baglatir

(Jackson ve ark., 2022; V’kovski ve ark., 2021; Bestle ve ark., 2020).
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Sekil 2.4. SARS-CoV-2 viriisiiniin hiicre yiizeyi giris mekanizmasi

TMPRSS2 araciligiyla gerceklesen hiicre yiizeyinden giris mekanizmasi, SARS-CoV-
2'nin hiicrelere hizli ve dogrudan girmesine olanak tanir. Bu mekanizma, viriisiin hizli
yayilmasini ve enfeksiyonun hizla baslamasini saglar. TMPRSS2'nin bu stiregteki kritik
rolii, potansiyel tedavi hedefleri arasinda yer alir; TMPRSS2 inhibitorleri, viriisiin

hiicrelere girisini engelleyebilir ve enfeksiyonun yayilmasini yavaslatabilir.

2.2. SARS-CoV-2 Varyantlan

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezi (CDC), gelisen
bu manzara karsisinda, varyantlari Ilgili Varyantlar (VOI) ve Onemli Varyantlar
(VOC'lar) olmak iizere kategorilendirmistir (Sekil 2.5.). Bu sistemli yaklasim, cesitli
varyantlarin daha hedefli kamu saglig1 yanitlarina olanak taniyarak, SARS-CoV-2
varyantlariin kiiresel saglik krizi lizerindeki etkisini etkili bir sekilde yonetmeyi ve

azaltmay1 amaglamaktadir (Flores-Vega, 2022).
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Sekil 2.5. SARS CoV-2 varyantlari

VOPler ise viriisiin bulasma kapasitesi, zarar verme potansiyeli lizerinde degisikliklere
neden olan belirli genetik belirteglere sahiptir; dogal yolla ya da asilamayla kazanilan
antikorlara karsi direng gosterme, tespitten siyrilma kabiliyeti veya mevcut tedavi
yontemleri ve asilarin etkinliginde diisiis gibi etkileri bulunur. VOI'lar arasinda Epsilon
(B.1.427 ve B.1.429); Zeta (P.2); Eta (B.1.525); Theta (P.3); Iota (B.1.526); Kappa
(B.1.617.1), Lambda (C.37) ve Mu (B.1.621) yer alir.

Kiiresel kamu sagligina artan tehdit olan SARS-CoV-2 varyantlarinin ortaya ¢ikmasi,
COVID-19 pandemisini kontrol etme c¢abalar1 i¢in 6nemli bir zorluk olusturmustur. Bu
varyantlar arasinda, artan bulasicilik potansiyeline, as1 veya terapotik miidahalelere karsi
azalmis duyarliliga ve daha yiiksek viriilansa sahip olma potansiyeline sahip bir alt kiime,
VOC’lar olarak belirlenmistir. Bu varyantlar Alfa (B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gama (P.1),
Delta (B.1.617.2) ve Omicron (B.1.1.529)’dur. VOC'lar, artmis viriilans veya bulasicilik,
asillamadan veya 0nceki enfeksiyondan gelen antikorlar tarafindan azalmis nétralizasyon,

tespit edilme kacinilirlig1 veya as1 etkinliliginin azalmasi gibi 6zellikler gosterir.

Alfa varyanti (B.1.1.7), ilk olarak Aralik 2020'nin sonlarinda Birlesik Krallik'ta
tanimlanmis ve hizla artan bulasiciligiyla {in kazanmistir; 6nceki SARS-CoV-2

varyantlarindan %43 ila %82 daha yiiksek bir bulasiciliga sahip oldugu belirtilmistir.
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Aralik 2020'min sonuna gelindiginde, Alfa varyanti varligin1 Birlesik Devletler'de de
gosterdi ve bu, kiiresel etkisinin baslangicini isaret etmistir (Volz ve ark., 2021; Galloway

ve ark., 2021).

Beta varyant1 (B.1.351), Ekim 2020'de Giiney Afrika'da goriilen varyant, bircok spike
mutasyonuyla 6ne ¢ikmis ve COVID-19"un ikinci dalgasinda 6nemli bir rol oynamaistir.
Beta varyantinin Ocak 2021'in sonuna kadar ABD'de tespit edilmis olmasi, yiiksek
bulagma riski ve iyilesen/ as1 sonrasi serumlarla ve monoklonal antikor tedavisiyle
notralizasyona karsi azalmis duyarlilik nedeniyle endigeleri artirmistir (Cerutti ve ark.,

2021; Tegally ve ark., 2021).

Gama varyantt (P.1), Aralik 2020'de Brezilya'da kesfedilen ve Ocak 2021'de ABD'de
rapor edilen varyant, iyilesen/as1 sonrasi serumlar ve monoklonal antikor tedavisine karsi
potansiyel olarak azalmig noétralizasyon gostermis ve SARS-CoV-2 varyantlar

manzarasini daha da karmasik hale getirmistir (Faria ve ark., 2021).

Delta varyant1 (B.1.617.2), ilk olarak Aralik 2020'de Hindistan'da tanimlanan varyant
Nisan 2021'de Hindistan'daki yikict ikinci dalganin katalizorii olarak iin kazanmistir.
Baglangicta bir VOI olarak smiflandirilan, ancak hizla kiiresel yayilmasi nedeniyle
WHO'nun Mayis 2021'de bir VOC olarak yeniden siniflandirilmasina neden olan bu son
derece bulagic1 varyant, Birlesik Devletler ve Avrupa'nin ¢esitli bolgelerinde yayildi (Lele

ve ark., 2024).

Omicron varyantt (B.1.1.529), VOCl'lar listesine en son eklenen varyant, 24 Kasim
2021'de ilk olarak Giiney Afrika'da bildirilmistir. iki giin iginde WHO, Omicron'u bir
VOC olarak ilan etmis hatta Delta varyantin1 asan yiliksek mutasyon yiikiine dikkat
cekmistir. Italyan bilim adamlarinin 3D goriintii analizi, insan hiicrelerine viral giris i¢in
kritik olan spike (S) proteininde yogun mutasyonlart vurgulamistir. Omicron varyantinin
vakalar1 hizla kiiresel olarak yayilmis, genis capta endise yaratarak birgok tilkede siki

seyahat kisitlamalarini tetiklemistir.

Bu VOC'larin siirekli olarak izlenmesi ve anlasilmasi, her gecen giin degisen viral
manzara karsisinda halk sagligi Onlemlerini uyarlamak ve asilama stratejilerini

tyilestirmek i¢in hayati 6neme sahip hale gelmistir (WHO 2021; Sankaran ve ark., 2021).
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2.3. Viral Proteinin Antijenitesi

SARS-CoV-2 genomu, S proteini, M proteini ve E proteininden olusan zarfta bulunan NP
proteini ile iliskilidir. Bu ii¢ yapisal proteinin agiga ¢ikmasiyla bunlarin antijen sunan
hiicreler (APC'ler) tarafindan yakalanabileceginden ve humoral tepkileri daha kolay
tetikleyebileceginden siliphelenilmistir. Ancak arastirmacilar, NP proteininin ayni
zamanda giiclii humoral bagisiklik tepkisini de tetikleyebilecegini bulmustur. Iyilesen
COVID-19 hastalarinda B hiicresi epitoplarinin tanimlanmasiyla antikor baglanma
profilleri, S ve NP proteinindeki epitoplarin baskin oldugunu, ardindan M proteininin
geldigini, ancak E proteininde epitop bulunmadig1 gosterilmistir (Heffron ve ark., 2021).
SARS-CoV-2'ye ilk maruz kalmanin ardindan semptomlar bir ila on dort giin i¢inde
gelismektedir. Spesifik SARS-CoV-2 karsiti IgM ve IgG antikor seviyeleri kademeli
olarak artmaktadir. IgM antikoru semptomlarin ortaya ¢ikmasindan ii¢ giin sonra tespit
edilebilmekte ve iki ila {i¢ hafta icinde zirveye ulagmaktadir. IgA ve IgG antikorlar1 da
semptom baslangicindan dort giin sonra tespit edilebilmekte ve iki hafta sonra en yiiksek
diizeyine ulagmaktadir (Lee, C. ve ark., 2020). Antikor yanit1 ile ilgili bir Kohort
calismasinda hem IgG hem de IgM i¢in anti-RBD seropozitifligi ¢cogu hasta drneginde
anti-NP'den daha erken oldugu gbzlemlendi. (To ve ark., 2020) (Sekil 2.6.).
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Sekil 2.6. SARS-CoV-2 ile karsilastiktan sonra bagisiklik tepkisi gelisiminin dinamikleri
(Slabakova, 2022°den degistirilerek alinmistir)
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2.4. Antikor-Antijen Kavrami

Antijenler (Ag), viicudumuza yabanci olan her tiirlii belirteglere (bakteri, virlis, mantar,
toksin vb) kars1 bagisiklik sistemi tarafindan antikor liretimine yol agan yabanci

molekiillerdir.

Antikorlar (Ab), bagisiklik sisteminin onu yok etmek lizere programlanmis olan B
hiicreleri tarafindan kanda dolasan yabanci maddeleri taniyarak bunlari etkisiz hale

getiren glikoprotein yapida molekiillerdir.

Antijen ile antikor birlesmesi, yiiksek 6zgiilliikte tersinir biyokimyasal bir protein-protein
birlesmesi reaksiyonudur. Bu birlesme; epitop denilen antijenik determinant gruplari ile
antikorun aminoterminal kismindaki paratop determinant gruplar1 arasindaki siki temasa
bagh olarak gerceklesir (Sekil 2.7.). Determinantlar tam olarak uygun degilse birlesme
yavag ve gevsek olur. Antijen-antikor birlesmesi spesifik ve selektif bir olaydir. Ciinkii

belli bir antikor, degisik antijenler karsisinda segici olarak sadece kendisine uyan antijenle
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birlesir.
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Sekil 2.7. Epitop ve paratop bolgelerinin iliskisi

Antijen ile antikor arasindaki birlesme amino asitlerinin, kovalent (ortak elektron ¢iftleri
ile olusan) baglar aracilig ile degil, elektrostatik, Van der waals kuvveti, hidrojen baglari
ve hidrofobik baglar gibi nisbeten zayif ve kisa menzilli giiglerle etkilesmesi sonucu

saglanir.
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Baglanma enerjisinin biiyiikligii, antijen ile antikorun baglanma bdolgesi arasindaki
uyuma baghdir ve bu, antikorun o antijene olan afinitesi olarak adlandirilir. "Afinite"
terimi genellikle antijenik olarak homojen bir molekiil (6rn. hapten) i¢in tek bir antikor
bolgesini ifade eder. Proteinler birgok antijen determinanti icerdiginden, "avidite" terimi
genellikle bu tiir molekiiller tarafindan indiiklenen heterojen antikorlarin antijen

baglamasini karakterize etmek i¢in kullanilir (Actor ve ark., 2012) (Sekil 2.8.).

—

Afinite: Artan antijen ilgisi

Imminoglobulin G

Avidite: Artan fonksiyonel afinite

Sekil 2.8. Antikorlarin afinite ve avidite 6zellikleri

Antikorlarin ortalama afinitesi (aviditesi), ¢cogu immiinokimyasal teknikte 6dnemli bir
yoniidir. Antijen immiinoassaylerinde yiiksek afiniteli antikorlar1 kullanir. Bu, 6zellikle
radyoimmiinoassay'de testin hassasiyetinin esas olarak kullanilan antikorlarin afinitesine
bagli oldugu durumlarda 6nemlidir. Diisiik afiniteli antikorlar antijenleri saflastirmak i¢in
daha uygundur. Bu, diisiik afiniteli antikorun antikor-antijen kompleksinin nispeten hafif
kosullar altinda ayrilmasina izin verdigi i¢in bdyledir. Antikorlar ¢éziinmez bir matrise

baglandiginda, aviditede 6nemli degisiklikler olmaz (Ruoslahti, 1976).

Jerne'nin antijen-antikor etkilesimleri hipotezi (Jerne, 1974), memeli bagisiklik
sisteminin, antikorlar ve onlarin anti-antikorlar1 (anti-idiyotipik antikorlar) olusan bir
agdan olustugunu anlamamizi sagladi. Antikor molekiiliiniin antijen baglama bolgesi

(antikoru benzersiz yapan) bireyin bagisiklik sistemi tarafindan taninabilir ve molekiiliin
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degisken bolgesinin genleri tarafindan kodlanan boliimleri taniyan antikorlari

indiikleyebilir.

Deneyler, bu kavramin deneysel sistemlerdeki gecerliligini, bir anti-idiyotipin bir viriise
0zgl antijen olarak bir as1 olarak kullanilabilecegi fikrine yol agmistir (Finberg ve Ertl,
1986).

Antikorlar, bagisiklik sistemimizde Onemli bir rol oynayan Y seklindeki simetrik
globulinlerdir. Bu molekiiller, antijen baglayic1 bolge (Fab) ve kristalize olabilen bolge
(Fc) fragmanlardan olusur (Sekil 2.9.). Antikorlar, farkli antijen baglama 6zelliklerini
sergileyebilecek ¢esitli adsorpsiyon mekanizmalarii uygular. Ornegin, Fab-up (Fc'ye
yakin) konfigiirasyonuna sahip antikorlar, Fab-down (Fab'a daha yakin), yan (Fc veya
Fab'lardan birine daha yakin) ve diiz (Fc'ye ve iki Fab'a daha yakin yiizeye)
konfigiirasyonlarindaki antikorlara kiyasla daha yiiksek tanima performansi gdsterebilir.
Bu nedenle, hareketsizlestirilmis antikorlarin spesifik tanima islevlerini ve yonelimlerini
dogru bir sekilde diizenlemek, modifiye edilmis ytizeyler gelistirmek i¢in kritik 6neme

sahiptir (Wang, L. ve ark., 2023).

Antijen Baglanma

Bolgesi N Amino Ucu
C Karboksil Ucu
‘ H ' N  Fc Kristallesebilen Kisim
7 M a ntes Fab Antijen Baglanma Kismi
b ' 6|ges SS Disllfit Bag

Q. sabit Ug, Hafif Zincir

Haﬂf Zincir CH Sabit Ug, Agir Zincir
W Degisken Ug, Hafif Zincir
Oligosakkarit W Degisken Ug, Agir Zincir
Fc

GCok Degisken Bolge
Degisken Bolge
Agir Zincir B 70 sabit Bolge

Sekil 2.9. Immunoglobulin genel yapisinin gosterilmesi

Antikor-antijen etkilesimleri, bagisiklik sisteminin temel mekanizmalarindan birini
olusturur ve bir¢ok immiinojenik molekiiliin (antijen) taninmasi ve baglanmasinda 6nemli

bir rol oynar. Bu etkilesimler, hastaliklarin teshis ve tedavisinde kullanilan immiino-
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screening gibi uygulamalarda kritik bir 6neme sahiptir. Monoklonal antikorlar, yiiksek
spesifiklikleri sayesinde, antijenleri hedef alabilir ve ¢esitli isaretleyiciler kullanilarak

tespit edilebilir (Mukerjee ve ark., 1998).

Antijenler, viicudun bagisiklik yanitini uyaran patojenler (6rnegin, viriisler, bakteriler,
mantarlar) ve alerjenler (6rnegin, polen, sporlar, gida katki maddeleri) olarak iki genel

kategoriye ayrilir.

Antikor ve antijen arasindaki baglanma enerjisinin blyiikliigli, baglanma siteleri
arasindaki uyuma, yani antikorun afinite derecesine baglhdir. (Absolom ve ark., 1986).
Atomic force microscopy (AFM) kullanilarak yapilan bir ¢alisma, IgG antijeni ve anti-
IgG antikoru arasindaki spesifik etkilesimleri gézlemleyerek, baglanma sayilari, alanlar
ve siireci sirasindaki konformasyonel degisiklikleri agiga ¢ikarmistir, bu da teknolojinin
cesitli antikor-antijen etkilesimlerini ve biyo-makromolekiiler sistemleri incelemek icin

potansiyelini vurgulamistir (Zhang, P C. ve ark., 1997).

Antikor-antijen kompleksini birlestiren kuvvetler, giiclii kovalent baglar yerine zayif
etkilesimlerdir (Reverberi, R. ve Reverberi, L., 2007). Ayrica, artirict antikorlar olarak
bilinen antikorlarin, antikor-antijen ve idiotipik-anti-idiotipik antikor etkilesimlerini
giiclendirebilecegi ve bagisiklik yanitinda diizenleyici ve efektor roller oynayabilecegi

belirtilmistir (Nemazee ve Sato, 1982).

Bu etkilesimlerin anlagilmasi, antikorlarin ve asilarin tasarimina yon vermede kritik
oneme sahiptir. Antijen-antikor etkilesimlerinin 6zellikleri hakkinda derinlemesine bilgi
edinmek, hastaliklarin daha etkili bir sekilde teshis edilmesi ve tedavi edilmesine olanak

tanair.

2.5. Monoklonal Antikor Uretimi

Monoklonal antikorlar (mAb'ler), belirli bir epitope 6zgii immiinoglobulinlerdir ve
genellikle antikor liretiminden sorumlu plazma hiicrelerini klonlayarak tiretilirler (Kohler,
G. ve Milstein, 1975). Poliklonal antikorlar ise, farkli B hiicre klonlar1 tarafindan iiretilen
ve bir antijenin farkli epitoplarini taniyabilen antikorlarin heterojen bir karigimidir (Lee,
L. ve ark., 2021). ilk monoklonal antikorlar, fare dalak hiicrelerinin miyeloma

hiicreleriyle fiizyonu sonucu elde edilen hibridoma teknolojisi kullanilarak iiretilmistir.
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Bu yontemle {iretilen fare kaynakli monoklonal antikorlar, arastirma ve diagnostik

alanlarda 6nemli bir yer tutmustur.

1975'te tanimlanan monoklonal antikor {iretim yontemi, belirli bir antijenin epitopuna
kars1 0zgiil, tek tip antikor lireten hibridoma hiicre gelistirilmesi teknolojisini igerir. Bu
yontem, oncelikle fareler kullanilarak gergeklestirilmistir (Kohler, G. ve Milstein, 1975).
Yontem, immiinize edilmis bir fare dalagindan alinan aktif B hiicrelerinin, 6liimsiiz
miyeloma hiicreleri ile birlestirilmesi ve bdylece hibrid hiicrelerin olusturulmasi esasina
dayanir. Olusturulan hibridoma hiicreleri, hem laboratuvar ortaminda (in vitro) hem de
farelerde (in vivo) ¢ogaltilarak monoklonal antikor iiretimi i¢in kullanilir. Fare karin
boslugunda asitik sivi icinde monoklonal antikor iiretimi, klasik hiicre kiiltiirii
yontemlerine gore maliyet avantaji sunar. Giiniimiizde, {retimin laboratuvardan
endistriyel Olgege tasimmasi amaciyla hiicre fabrikalar1 veya biyoreaktorler gibi
sistemlerin kullanimi1 ve rekombinant fare monoklonal antikorlarin ekspresyon sistemleri
tizerinde ¢alismalar yapilmaktadir (Kelley, 2009). Monoklonal antikorlarin tan1 ve tespit
sistemlerinde kullanimlar ile, kanser, otoimmiin hastaliklar, transplantasyon sonrasi
immiinslipresyon ve bulasict hastaliklar gibi alanlarda hedefe yonelik tedavilerde
kullanilmalarin1 ~ saglayacak molekiiler miihendislikte de Onemli ilerlemeler

kaydedilmistir (Hansel ve ark., 2010).

2.5.1. Hibridoma teknolojisi

Hibridoma teknolojisi, monoklonal antikorlar {iretmek i¢in kullanilan en basarili
yontemdir (Sekil 2.10.). Hibridoma hiicreleri, sinirsiz miktarda antikor iiretirler ve

degisken agir zincir ve hafif zincirin dogal eslesmesini korurlar.
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Sekil 2.10. Hibridoma teknolojisi ile monoklonal antikor {iretimi

Hibridoma teknolojisinin ilk adimi Balb/C farelerinin immiinizasyonudur. Hedef antijen,
Freund’un adjuvaniyla birlikte hayvanlara enjekte edilerek bagisiklik yaniti indiiklenir.
Freund’un tam adjuvani (FCA) genellikle yalnizca ilk immiinizasyonda kullanilirken,
Freund’s un tamamlanmamis adjuvani (FIA) sonraki immiinizasyonlar i¢in kullanilir.
Fiizyondan ii¢ ila bes giin Once, antijene spesifik lenfositlerin sayisinin artmasindan
kaynaklanan antikor titresini arttirmak i¢in genellikle son bir takviye/rapel immiinizasyon
gergeklestirilir. Antikor titresini test etmek i¢in toplanan serum Orneklerine ELISA testi
yapilir. Hibridoma hiicrelerinin {irettigi antikorlarin varligin1 ve bu antikorlarin istenilen
spesifik hedeflere (antijenlere) baglanma yeteneklerini degerlendirmek i¢in dolayl
ELISA testi kullanilir. Hibridomalar1 destekleyen biiylime faktorleri saglamak amaciyla,
hiicre flizyonundan 6nce hiicre kiiltlirlinde besleyici hiicreler hazirlanir. Hibridomalar,
siirs1z replikasyon yetenegine sahip olan B hiicre kdkenli kanser hiicreleri olan myeloma
hiicreleri ile lenfositler arasindaki flizyon/birlesme ile olusturulur. Fiizyon, Polietilen
Glikol (PEG) adi verilen kimyasal bir ajan tarafindan gergeklestirilebilir. PEG,
bilinmeyen bir mekanizma tarafindan komsu hiicrelerin membran fiizyonunu indiikler.
Fiizyon hiicrelerinin birden fazla cekirdegi vardir. Fiizyondan sonra, hibridomalar
besleyici hiicrelerle birlikte hipoksantin-aminopterin-timidin (HAT) adi verilen se¢im
ortaminda kiiltiirlenir. B hiicreleri birka¢ donem proliferasyondan sonra olecek ve
miyelomalar HAT'ta DNA sentezinin engellenmesi nedeniyle hayatta kalamayacaktir.
Sadece flizyon hibridomalari, HAT'1n varliginda biiyiiyebilirler. Daha sonra, hibridomalar

her kuyuda birden fazla hiicre elde edilen 96 kuyucuklu plakalara yerlestirilir. Bu strateji,
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hiicrelerin daha hizli bliylimesi nedeniyle daha erken tarama gerektirir ve ardindan tek
hiicre diisecek sekilde klonlama iglemi yapilir. Klonlama yapildiktan bir ile iki hafta
sonra, hibridomalar tarama i¢in hazirdir. Antikorlarin varligini test etmek i¢in pozitif
kuyulardan siipernatantlar toplanir. Pozitif siipernatantlar tanimlandiktan sonra, tekrar alt
klonlama yapilir, ¢iinkii ayn1 kuyuda birden fazla klon bulunabilir. Pozitif kuyudan
hiicrelerin seyreltilmesiyle, hiicreler tek hiicrelik klonlanmis sekilde daha fazla kuyuya
izole edilir. Tek hiicre klonlama, ilgi duyulan antikorlarin tek kolonilerden iiretildiginden
ve ger¢ekten monoklonal olduklarindan emin olunur (Kohler G. ve Milstein, 1975; Chong

ve ark., 2005; Tomita ve ark., 2011).

2.5.2. SARS-CoV-2 ve monoklonal antikorlar

COVID-19 pandemisi sirasinda, SARS-CoV-2'nin Spike proteinine yonelik monoklonal

antikorlar (mAb'ler), tan1 ve tedavi secenekleri arasinda 6nemli bir yer tutmustur.

MADb’lar pandemide hem erken tanida teshis kitlerinin gelistirilmesinde hem de tedavide
en cok kullanilan molekiiller olmustur. MAb'lerin pandemiye kars1 terapotik
kullanimlarini, yapisal Ozelliklerini, klinik caligsmalardan elde edilen onay siirecine
katkida bulunan verileri ve tedavi sonrasi gelisen bagisiklik kagis mekanizmalarinin
bilimsel olarak degerlendirilmesi, tedavi alternatifleri arasinda oldukc¢a Onemli yer

tutmustur.

Tedavi amach gelistirilen ilk monoklonal antikor (mAb), muromonab-CD3, 1986'da ABD
Gida ve llag Idaresi (FDA) tarafindan onaylanmistir (Barnes K., 2018) ve o giinden bu
yana, yilda ortalama on yeni mAb (¢ogunlukla IgG1) piyasaya siiriilmiistiir. MAb'lerin
tibbi sektorde yogun kullanimina baglh olarak, 2025 yilina kadar yaklasik 300 milyar
dolar gelir elde edilmesi beklendiginden pazar biiyiikliigiiniin de orantili olarak artacagi
ongoriilmektedir (El1 Abd ve ark., 2022). Bu antikorlarin biiytik bir kismi1 bulasici olmayan
hastaliklar (kanser vb) i¢in kullanima sunulmus olmasina ragmen, COVID-19 pandemisi
sirasinda SARS-CoV-2'ye yonelik mAb arastirma ve gelistirme ¢abalari 6ne ¢ikmistir.
Pandeminin baslarinda, tek basina veya kokteyl formunda (iki veya daha fazla mAb'nin
birlesimi) kullanilan IgG mAb'ler, SARS-CoV-2'nin spike proteinine karst en etkili
antikor tedavi secenegi olarak tanitilmistir (Tuccori ve ark., 2020). 22 Mart 2024
itibariyla, Koronavirlis Antikor Veritaban1 (CoV-AbDab), SARS-CoV, MERS-CoV ve
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SARS-CoV-2'ye karst 12 919 antikor ve nanokoru listelemektedir. COVID-19
pandemisinin baglangicinda, hastanede tedavi goren hastalar ve daha sonra ayakta tedavi
goren hastalar i¢in mAb tedavisi ve profilaksisine iligkin pek cok randomize klinik
calisma baslatilmistir ve bunlarin tiimii genel olarak orta diizeyde etkinlik ve giivenlik

gostermistir.

Monoklonal antikorlar, COVID-19 ile miicadelede tan1 ve tedavi de 6nemli bir ara¢ olarak
degerlendirilmektedir. Tedavi de etkinligi, enfeksiyon oranlarinda azalma, ayakta tedavi
goren hastalarda hastaneye yatislarda azalma ve hastaligin ilerlemesi veya mortalitede
azalma gibi cesitli Olgiitlerle belirlenmistir. Bu tedaviler, 6zellikle seronegatif ve erken
asamada hastaneye yatirilan hastalarda etkili olmustur, ancak bu etkiler genellikle %30
ila %40 arasinda degismis ve istatistiksel olarak anlamli olmustur. Yapilan ¢alismalara ek

yenilikg¢i yaklagimlar sergilen ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.5.3. SARS-CoV-2 ve notralizan monoklonal antikorlar

2019 koronaviriis hastalig1 salgininin baslangicindan bu yana, SARS-CoV-2’y1 hedef alan
cok sayida nétralize edici antikor gelistirildi ve klinik 6ncesi ve klinik ¢aligmalarda {imit
vaat etmesi ile ABD Gida ve Ilag¢ Idaresi (FDA), cesitli notralize edici antikorlar igin
COVID-19 terapotikleri olarak acil kullanim izinleri (EUA'lar) yayinladi.

SARS-CoV-2, spike (S), niikleokapsid, membran ve zarf proteinleri gibi yapisal
proteinleri iceren zarfli bir viriistiir. Bu proteinler arasinda, konakg1 hiicre ylizeyindeki
anjiyotensin doniistiiriici enzim 2 (ACE-2) ile etkilesime girerek viriisiin hiicreye
girmesini saglayan S proteini 6zellikle onemlidir (V'Kovski ve ark., 2021). Bu etkilesim,
S proteini tizerindeki gii¢lii notralize edici antikorlarin hedef aldig1 ana mekanizmadir
(Sekil 2.11.) ve bu antikorlar, enfeksiyonu 6nlemek i¢in virlisiin hiicreye giris siirecini
engelleyebilir. S proteini, N-terminal alan1 (NTD), RBD, flizyon peptidi ve iki heptad
tekrar alanini igeren S 2 alt biriminden olusur (Walls ve ark., 2020; Hoffmann ve ark.,
2020; Ke, Z. ve ark., 2020; Turonova ve ark., 2020). Viriis hiicreye girmeye calisirken,
bu protein trimerleri 6nemli konformasyonel degisikliklere ugrar; RBD'nin ACE-2
reseptOriine baglanmasi ve ardindan flizyon peptidinin aktivasyonu, virlis ile hiicre
membraninin birlesmesini saglayarak enfeksiyonun baglamasina neden olur (Cai ve ark.,

2020; Henderson ve ark., 2020; Wrapp, D. ve ark., 2020). Bu siire¢, nétralize edici
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antikorlarin virlislin hiicreye girigini engelleyebilecegi ve SARS-CoV-2 enfeksiyonunu
Onleyebilecegi gibi potansiyel hedefler sunmaktadir. Su ana kadar, RBD, NTD ve S 2
bolgesini hedef alan nétralize edici antikorlarin insan kullanimi i¢in potansiyel adaylar

olarak belirlendigi bildirilmistir.

{_ ACE-2 proteini

8 & I8
o SARS-CoV-2
virso

Spike protein

Viral yakin hicreye girigi: ACE-2
reseptord e viris Spike protain etkilegimi

Notralize edici antikor

-

SARS-CoV-2 virusUnun antikorlar

Spike protein araciigyla notralize edilmesi ve
virlsan hicreye giriginin
Notralize edici antikorlann bloklanmasi

Spike proteine baglanmas)

Sekil 2.11. SARS-CoV-2 viriisiiniin notralizan antikorlar ile bloklanmasi

Proteinin RBD alani, SARS-CoV-2'nin S proteininin geri kalan bdliimiine kiyasla belirgin
bir hareketlilik gosterir. Yapisal analizler, S proteinin ektodomenlerinin ve viriis
parcaciklarinin, tiim RBD'lerin "asag1" (yatay) konumda oldugu (3-RBD-asag1), bir (1-
RBD-yukar1) veya iki (2-RBD-yukar1) RBD'nin "yukar1" (dikey) konumda oldugu ii¢
farkli konformasyonu gostermistir. RBD'nin ACE-2 ile etkilesime girmesi, S protein
trimerlerinin konformasyonel degisikliklere ugramasina ve viral girisi tetiklemek i¢in ti¢
RBD'nin de yukarida oldugu (3-RBD-yukar1) dengesiz bir duruma ge¢cmesine neden olur
(Cai ve ark., 2020; Henderson ve ark., 2020; Wrapp, D. ve ark., 2020). SARS-CoV-2'ye
kars1 gelistirilen ndtralize edici antikor tepkilerinin ¢ogunun (%90 civarinda) RBD'ye
yonelik oldugu bulunmustur (Piccoli ve ark., 2020) ve bu antikorlar genellikle yiiksek
noétralizasyon potansiyeline sahiptirler. Bu nedenle, klinik denemelerdeki SARS-CoV-2
notralize edici antikorlarin ¢ogu, RBD'ye yonelik antikorlardir. Ayrica, RBD antikorlari
capraz notrlestirme kapasitelerine gore ¢apraz notrlestirici olmayan ve ¢apraz nétrlestirici

antikorlar olarak da smiflandirilabilir. Bu ayrim, RBD antikorlarimin diger beta-
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koronaviriislerle olan ¢apraz nétrlestirme yeteneklerine dayanir. Bu bilgiler, SARS-CoV-
2'ye kars1 gelistirilecek antikorlarin, ilaglarin ve agilarin tasariminda 6nemli bir yere
sahiptir (Li, D. ve ark., 2021; Pinto ve ark., 2020; Wec ve ark., 2020; Martinez ve ark.,
2021; Rappazzo ve ark., 2021).

Capraz reaktivite icermeyen RBD notrlestirici antikorlar, genellikle viriisiin hiicreye
girisini saglayan reseptor baglanma motifini (RBM) hedef alir. Bu antikorlar, ACE-2
reseptoriiyle dogrudan rekabet ederek SARS-CoV-2'nin hiicrelere girisini engeller ve bu
ylizden SARS-CoV-2'ye karsi yliksek derecede notralizasyon saglar. Bu antikorlar
genellikle ACE-2 baglanma bolgesinde bulunan spesifik epitoplara baglanir ve viriisiin
hiicreye baglanmasini engelleyerek enfeksiyonu bloke eder. Diger koronaviriislere karsi
zaylf capraz reaktivite gosterme egilimindedirler, c¢ilinkii hedefledikleri epitoplar

genellikle SARS-CoV-2'ye 6zgiidiir (Barnes, C O. ve ark. 2020; Brouwer ve ark., 2020).

Ote yandan, ¢apraz nétralestirici RBD antikorlari, SARS-CoV-2 dahil olmak iizere farkli
koronaviriislere kars1 genig bir koruma saglayabilen antikorlardir. Bu antikorlar, ACE-2
baglanma bolgesinden farkli, daha korunmus epitoplara baglanir ve bu sayede birden
fazla koronaviriise karsi etkili olabilirler. Capraz ndtrlestirici antikorlar, viral girisi
engelleme yeteneklerini korurken, ayni1 zamanda farkli koronaviriisler arasinda ortak olan
yapisal motifleri taniyarak ¢apraz reaktivite gosterirler. Bu antikorlar hem terapotik
kullanim i¢in 6nemlidir hem de ¢esitli koronaviriislere kars1 koruma saglayabilecek asi

tasarimlarina rehberlik edebilir (ter Meulen ve ark., 2006; Yuan ve ark., 2020).

NTD antikorlari, SARS-CoV-2'nin S proteininin N-terminal domeni (NTD) hedef alarak
viriisiin hiicrelere girisini engelleyebilir. Bu antikorlar, genellikle ACE-2 etkilesimini
dogrudan engellemezler; bunun yerine, S proteininin konformasyonel degisikliklerini
onleyerek viriisiin hiicre ile birlesmesini bloke ederler (Wrapp, D. ve ark., 2020). NTD
antikorlari, ayn1 zamanda S proteininin ¢esitli konformasyonlarina baglanabilir ve
viriisiin noétralizasyonunda etkili olabilir (Chi ve ark., 2020). Bu antikorlar, yliksek
notralizasyon kapasitesine sahip olup viriis tehdidine kars1 koruma saglayabilir. Ancak,
NTD'nin CoV'ler arasinda degisken olmasi, bu bdlgenin ¢apraz nétralizasyon i¢in ideal
bir hedef olmaktan ziyade, RBD antikorlar1 ile kombinasyon halinde gii¢lendirilmis

antikor kokteyllerinde kullanilmasini daha olas1 kilar (Cerutti ve ark., 2021).
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S 2 alt birimi, viral ve hiicresel membranlarin birlesmesinde hayati bir rol oynar ve SARS-
CoV-2'nin S proteininin en ¢ok korunan boliimiidiir. Yedi insan koronaviriisii arasinda
yapilan ikili karsilastirmalarda (Huang, Y. ve ark., 2021), S2'nin %63 ile %98 arasinda
bir dizi benzerligi gosterdigi tespit edilmistir, bu da onu ¢apraz koronaviriis nétralize edici
antikorlar ve asilar i¢in potansiyel bir hedef haline getirmektedir. Ancak, simdiye kadar
elde edilen S 2'ye yonelik antikorlarin siirli nétralizasyon kapasitesi ve hentiz herhangi
bir in vivo koruma verisinin rapor edilmemis olmasi, bu antikorlarin enfeksiyona karsi
etkili koruma saglayip saglayamayacagini belirsiz birakmaktadir (Jennewein ve ark.,

2021; Huang, Y. ve ark., 2021).

2.5.4. SARS-CoV-2 ve anti-idiyotipik monoklonal antikorlar

Monoklonal antikorlar hassas veya 06zgiin degisken bolgeler igerir ve degisken (V)
bolgesinin &zellikleri antikorun idiyotipisini belirlemeden sorumludur. Idiotipin tam
anlami olduk¢a karmasik olmakla birlikte, “antikorun degisken bdlgesinin
kesinlesmesinden sorumlu olan &zellikleri” olarak disiiniilebilir. Anti-idiyotip ek bir
antikorun idiyotipik degisken alanlarina baglanan antikordur (Kieber-Emmons ve ark.,
2012). Bir antikorun idiyotipi, idiotoplarin bir koleksiyonu olarak diisiiniilebilir. Bu arada,
az sayida anti-idiotip, benzersiz bir antijenin baglandig1 sekilde idiyotipe baglanir, bazi
antijenik 6zelliklere sahip olabilirler (Kieber-Emmons ve ark., 2012; Naveed, A. ve ark.,

2018).

Genel olarak hayvanlar, anti-idiotiplerin gelistirilmesi i¢in belirli bir antijene 6zel
antikorlarla immiinize edilir. Biyokimyasal olarak antikorlar idiyotipik karsiliklarina gore
tanimlanir (Sekil 2.12.). Antikorlarin fonksiyonel 6zellikleri 6zellikle idiyotip ifadesi ve
antijen tanimlanmasi, antikorlarin yapisal organizasyonu tarafindan belirlenir (Venturini
ve ark., 2009). Rastgele sarmal ve ters doniis dongiilerinin her ikisi de tanima
konumlaridir ve antijenik olabilir. Daha sonra, idiyotipik bdlgeler ve antikorun birlesme
bolgeleri tanim geregi biiylik Olclide ortiismektedir. Cergeve bolgeleri icinde idiyotipik
bolgelerin var oldugu, degisken bolge icinde ise doniis yapisinmi tersine ¢evirerek rol
oynadiklar1 6ngdriilmiistiir ve ¢alismalar, cergeve bolgelerinin idiotip ifadesinde tanima
bolgeleri olarak katkida bulundugunu dogrulamistir (Vani ve ark., 2007; Naveed, A. ve
ark., 2018). Anti-idiotipler, antijenin asilayic1 idiyotipi eksprese eden antikora

baglanmasin1 bloke etme yetenegine sahiptir. Antijen baglanmasimin anti-idiotip
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tarafindan bloke edilmesi, bir antijen olan anti-idiotipin ayni sekilde, hatta ayni yere
baglandigini gostermez. Antijen baglanmasi, bir anti-idiyotipin antijen baglanma yeriyle
yakindan iligkili veya bu yeri kaplayan bir iditotipin baglanmasi durumunda

engellenebilir (Naveed, A. ve ark., 2018).

iDiYOoTOP

PARATOP

Sekil 2.12. Anti-idiyotipik antikorlar

Ligand-reseptdr etkilesimlerinin engellenmesi igin ortak bir yaklasim, ligand i¢in antikor
gelistirmektir. Idiyotipe sahip olan antikorlar, ligand gibi hareket eden anti-idiyotlart
gelistirmek i¢in kullanilabilir, ¢iinkii bu antikorlar, ligandla etkilesimde "reseptor benzeri"
dir. Bu sekilde iiretilen anti-idiyotipler hem reseptor hem de idiyotipine baglanma
yetenekleriyle okunurlar, bu baglanma, ligandin daha spesifik bir sekilde beklenen bir

sekilde olur (Watts ve ark., 1988; Naveed, A. ve ark., 2018).

Her bir antikorun (Ab1 antikoru olarak adlandirilan) belirli bir antijene kars1 indiiklenen
ve Ozgiin olan baglanma bdlgelerinde (antijen baglanma bdlgeleri olarak da bilinir)
immunojenik bdlgeleri vardir. Bu, immiinglobulin degisken, ¢esitlilik ve birlestirme
(VDJ) genlerinin genetik rekombinasyonu sonucunda benzersiz idiotoplar olarak
adlandirilan ve bu nedenle 6zgiin antikorlarin karsilasmasiyla Abl antikorlarina karsi
spesifik antikorlar indiikleyen yeni ve dolayisiyla immunojenik amino asit dizilerine yol
acar (Jerne, 1974). Bir benzer paradigma T hiicreleri i¢in de Onerilmistir. Ancak, bu

diizenleyici immiin yanitlarin bagka islevleri de vardir. Bazi sonug¢ anti-idiyot (veya
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"Ab2") antikorlarinin paratoplar1 veya antijen baglanma bdolgeleri, Abl'e 6zgii olanlara
yapisal olarak benzeyebilir. Boylece, Ab2 antikorunun antijen baglanma bdolgesi, Abl
yanitindaki baslangigta hedeflenen antijenin tam bir aynasi olabilir ve Ab2 antikorlar
hatta as1 caligmalarinda antijen yerine kullanilmak iizere incelenmistir. Bununla birlikte,
bu taklit nedeniyle, Ab2 antikorlarinin ayn1 reseptdre baglanma potansiyeli vardir ki bu
da orijinal antijenin hedefledigi reseptore baglanabilirligi icerir. Normal hiicrelerdeki
orijinal reseptére baglanan Ab2 antikorlarinin, 6zellikle orijinal antijenin kaybolduktan
cok sonra, hiicre {izerinde derin etkilere yol agma potansiyeli vardir. Bu immiin hiicre
yanitlarinin diizenlenmesinin bu yon, Plotz tarafindan 1983'te viral enfeksiyondan sonra
otoimmiinite olusumunun olas1 bir nedeni olarak Snerilmistir ve o zamandan beri anti-
idiyot antikorlarin dogrudan transferi ile deneysel olarak desteklenmistir (Plotz ve ark.,
1983). Farelerde enteroviriis koxsaki viriis B3'e kars1 olusturulan Ab2 antikorlar1 miyosit
antijenlerine baglanabilir ve otoimmiin miyokardit'e neden olabilir. Ayrica, viral antijenin
aynasini sergileyerek, Ab2 tek basina viriis partikiiliiniin zararli etkilerini bile taklit
edebilir, bu da bovine viral ishal viriis antijeni ile gosterilmistir (Paque ve ark., 1991;

Cleveland ve ark., 1983).

SARS-CoV-2 enfeksiyonunda odak spike (S) proteini iizerinde toplanir ve hiicreye giris,
ACE-2 reseptoriiniin ~ kritik  kullanimiyla iligkilidir.  Anjiyotensin  yanitlarim
diizenlemedeki kritik rolii nedeniyle, ACE-2 etkilesimi bir¢ok fizyolojik etkiyi
etkileyebilir. S proteininin kendisi, ACE-2 sinyalini ¢esitli mekanizmalarla baskilama
tizerinde dogrudan bir etkiye sahiptir ve ayrica dogrudan toll benzeri reseptorleri
tetikleyebilir ve iltihapli sitokinler indiikleyebilir. Anti-idiyotipik yanitlar, ACE-2
fonksiyonunu etkileyebilir ve benzer etkilere neden olabilir (Sekil 2.13.). Ancak, SARS-
CoV-2 asilarina kars1 antikor yanitlarinin 6n klinik ve klinik degerlendirmeleri yalnizca
Abl yanitlarina ve viriisii ndtralize etme etkinligine odaklanmistir. Potansiyel anti-idiotip
yanitlarin tanimlanmasi, yanitlarin poliklonal dogasi, dinamik kinetige ve hem Abl hem
de Ab2 antikorlarinin es zamanli varligina bagl olarak dogal zorluklara sahiptir (Xue, W.

ve ark., 1991). Ayrica, hiicrelerde ve dokularda ACE-2 ekspresyonu degisken olabilir.
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Sekil 2.13. SARS-CoV-2 Anti-idiyotip antikor olugumu
2.6. Antikor Fragmenti Olusturulmasi

Antikorlarin enzimatik sistemler de sindirimi yoluyla Fab ve F(ab')2 fragmentlerinin elde
edilmesi, monoklonal antikorlarin (mAb) tam uzunluklu formlarinin bioanalitik
deneylerde deney reaktifi olarak kullanilmasinin yam sira, belirli durumlarda mAb
fragmentlerinin de gerekliligini ortaya koymaktadir. Bu ¢alismada, terapotik antikorlarin
enzimatik sindirimini (enzimatik kesim) kullanarak monovalent Fab veya bivalent F(ab')2

fragmentlerini tiretmek i¢in bir yontem gelistirilmektedir.

2.6.1. Proteolitik enzimler

Proteolitik enzimler peptid baglarini hidrolize etme yetenegine sahiptir ve peptidazlar,
proteazlar veya proteinazlar olarak da adlandirilirlar (Barrett ve ark., 1986). Proteazlarin
fizyolojik islevi virlislerden insanlara kadar tiim canli organizmalar i¢in gereklidir ve
proteolitik enzimler kokenlerine gére mikrobiyal (bakteriyel, fungal ve viral), bitki,
hayvan ve insan enzimleri olarak smiflandirilmaktadir. Proteolitik enzimler, hidrolaz
enzim sinifina (EC 3) aittir ve peptid hidrolazlar veya peptidazlar (EC 3.4) alt sinifi olarak
gruplandirilirlar. Enzim etki bolgesine bagl olarak proteazlar, ekzopeptidazlar veya
endopeptidazlar olarak da alt boliimlere ayrilabilmektedir. Ekzopeptidazlar, substratin N-
veya C-terminal uc¢larina yakin peptid baglarinin hidrolizini katalizler. Aminopeptidazlar,

substratlarinin N-terminal ucundan tek amino asitleri (EC 3.4.11), dipeptitleri (dipeptidil
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peptidazlar, EC 3.4.14) veya tripeptitleri (tripeptidil peptidazlar, EC 3.4.14) serbest
birakabilir. Dipeptidazlar (EC 3.4.13), dipeptit substratlardan tek amino asitleri serbest
birakirken, karboksipeptidazlar (EC 3.4.16-3.4.18) polipeptitlerden tek amino asitleri
serbest birakir, peptidil dipeptidazlar (EC 3.4.15) ise polipeptit zincirinin C-terminal
ucundan dipeptitleri serbest birakirlar. Endopeptidazlar, polipeptit zinciri i¢inde ve

uclarindan uzakta peptid baglarini keserler (Rao ve ark., 1988).

Proteazlar, katalitik mekanizmaya ve aktif bolgedeki amino asit kalint1 (lar)inin varligina
dayanarak aspartik proteazlar, sistin proteazlar, glutamik proteazlar, metalloproteazlar,
asparajin proteazlar, serin proteazlar, treonin proteazlar ve karisik veya bilinmeyen
katalitik mekanizmaya sahip proteazlar olarak gruplandirilabilirler. Mevcut siniflandirma
sistemi proteazlart benzerliklerine dayanarak ailelere ayirir, ayrica yapi tabanli bir
siniflandirmay1 kullanarak homolog aileleri gruplara ayirir (Rawlings, N D. ve Barret,

1993; Rawlings N D. ve ark., 2012).

Proteazlar, endiistri ve biyoteknolojinin bir¢ok sektdriinde yaygin olarak kullanilan
enzimlerdir; ayrica, Klenow pargalarinin iiretimi, peptit sentezi, niikleik asit saflastirma
sirasinda istenmeyen proteinlerin sindirimi, hiicre kiiltiirii deneylerinde ve doku
ayristirmasinda proteazlarin kullanimi, arastirma, tan1 ve tedavi i¢in rekombinant antikor
parcalarinin (fragman) hazirlanmasi, yapi-fonksiyon iligkilerinin yapisal ¢alismalarla
kesfi, rekombinant protein tekniklerinde birlesim proteinlerinden baglayici etiketlerin
cikarilmasi, peptit dizileme ve proteomikte proteinlerin proteolitik sindirimi gibi bircok

aragtirma uygulamasi gerektirir.

2.6.2. Monoklonal antikorlarin enzimatik sindirimi

Antikor molekiilleri, bagisiklik sistemi tarafindan yabanci maddelere karsi iiretilir ve
proteinlerin immiinoglobulin siiper ailesine gore siniflandirilir (Sekil 2.14.). Bu
molekiiller, iki benzer agir zincir (H) ve iki benzer hafif zincir (L) olmak iizere dort
polipeptid zincirinden olusur ve bu zincirler disiilfid kopriileri ile birbirine baglanir. Hem
agir hem de hafif zincirleri, sirasiyla degisken (VH ve VL) ve sabit (CH1, CH2, CH3 ve
CL) bolgeleri igerir. VH ve VL zincirleri idiyotipik bolgelere sahiptir (Devlin ve ark.,
2002).
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Sekil 2.14. Immiinoglobulin cesitleri (Rojas ve Apodaca, 2002’den degistirilerek
alinmistir)

Idiyotipler antikorun spesifik yapisini belirleyen benzersiz yapisal ozelliklerdir ve
antikorun antijenle etkilesime girebilecegi ve taniyabilecegi belirli epitoplar igerir. Bu
nedenle, idiyotipler antikorun antijen spesifikligini belirler ve antikorun hangi tiir
antijenlere baglanacagini ve onlarla reaksiyona girecegini belirler. Bu durum antikorlarin
degisken bdlgelerindeki amino asit dizilerindeki farkliliklardan kaynaklanir. Bu
farkliliklar, germ hatt1 genlerinin yeniden diizenlenmesi siirecinde ortaya c¢ikar.
Antikorlarin degisken bolgeleri, bu genlerin tekrar diizenlenmesi sonucunda olusturulan
cesitli kombinasyonlara sahip olabilir, bu da farkli antikorlar ve idiyotipler iiretir. Bu
idiyotipler antikorlarin spesifik yapisini tanimladig1 i¢in, antikorlar arasinda kavramsal
ve yapisal farkliliklarin belirlenmesine olanak tanir (Monestier ve ark., 1986; Max ve

ark., 1988; Devlin ve ark., 2002).

Tiim immiinoglobulin molekiillerinin pargalar1 sindirim yoluyla olusturulabilir. Genel
olarak, papain (Sekil 2.15.), pepsin (Sekil 2.16.) ve fisin (Sekil 2.17.) proteazlari, 1gG
molekiillerinin spesifik sindiriminde kullanilir. Bir antikorun, sistein proteaz papain
tarafindan sindirilmesi, CH1 ve CH2 alanlar1 arasindaki mentese bolgesindeki peptid
baglarinin kesilmesi nedeniyle ii¢ parcaya ayrilir: bir Fc (kristalize edilebilir) ve iki

benzer Fab (antijen baglayici) parcasi serbest birakilir. Serbest birakilan her iki Fab
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parcasi da bir antijen baglama bolgesi tasirken, Fc pargasinin antijen baglama yetenegi

yoktur.

Fab fragmenleri

Mam enzimi

Fc fragmenti

Sekil 2.15. Tam antikor yapisinin papain enzimi ile sindirimi sonrasi fragmentlerin
olusumu

Aspartik asit proteaz pepsin, agir zincirleri birlestiren disiilfid baglarinin yakinindaki
antikorun peptid baglarini keser. Bu sindirim, Fc bolgesinin ve iki antijen baglama
bolgesini iceren bir F(ab')2 parcasinin peptidlerinin salinimiyla sonuglanir. Sistin proteaz
fisin, sistein konsantrasyonuna bagli olarak hem F(ab')2 hem de Fab parcalarini serbest

birakabilirler (Rader ve ark., 2009).
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Sekil 2.16. Tam antikor yapisinin pepsin enzimi ile sindirimi sonrasi fragmentlerin
olusumu
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Fisin, bir proteolitik enzim olup, antikor molekiillerini spesifik olarak hedef alarak onlari
pargalar. Bu enzim, ozellikle antikorlarin agir zincirlerinde bulunan peptid baglarimi
keser. Bu kesme islemi, antikorun Fc ve Fab boliimlerinin ayrismasina olanak tanir,
boylece antikorlarin antijen baglama bolgeleri ve efektor fonksiyonlar: arasindaki iliskiyi
ayirt etmeye yardimci olur. Fisin enzimi ile antikorlarin sindirimi siirecinde, L-sistein
miktar1 onemli bir faktordiir. L-sistein, Fisin enziminin aktivitesini modiile eden bir
rediiktan olarak islev goriir. Antikor molekiillerinin sindirimini optimize etmek igin,

reaksiyon karisimina eklenen L-sistein miktarinin dikkatlice ayarlanmasi gerekmektedir
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Sekil 2.17. Tam antikor yapisinin fisin enzimi ile sindirimi sonras1 fragmentlerin olusumu

Biiyiik, pentamerik IgM immiinoglobulinlerinin in vivo uygulamalari, biiyiik boyutlar
nedeniyle enzimatik yolla pargalanabilir. IgM molekiillerinin proteolitik parcalanmasi,
aynt zamanda daha kiiciik, aktif Fab, Fab', F(ab')2 veya "IgG benzeri" pargalarin
tiretilmesi i¢in kullanigli bir yontemdir ve bu parcalar, biitiin I[gM molekiillerine gore daha
faydal1 6zelliklere sahiptir. IgM pargalanmasi i¢in kullanigh enzimler arasinda tripsin ve
pepsin bulunmaktadir; pepsin, Fab ve F(ab')2 parcalarini tiretebilirken, tripsin de "IgG
benzeri" pargalar1 iiretebilir. Papain, heterojen parcalarin {iretimi nedeniyle IgM

parcalanmasi i¢in kullanilamaz (Rader ve ark., 2009).

Monoklonal antikorlarin papain veya pepsin tarafindan sindirilmesiyle Fab veya F(ab'),
parcalarini tiretmek i¢in kullanilir. Antikor fragmentasyonu ile elde edilen birkag iiriin
mevcuttur, ayrica bircok firma antikor parcalanmasi icin fragmentasyon kitleri

saglamaktadirlar.
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Antikor parcalarinin, biitiin antikor molekiillerine gore in vivo uygulamalar i¢in birkag
faydali oOzelligi bulunmaktadir. Daha kiiciik boyutlart nedeniyle daha yiiksek
hareketlilikleri vardir ve dokulara daha kolay niifuz edebilir veya hiicre membranlarindan
daha kolay gegebilirler. Antijen baglama pargalari, Fc pargalarini icermedigi i¢in daha
diisiik immiinogeniteye sahiptirler, ¢linkii sadece antijen baglama alanlarina (Fab, Fab'
veya F(ab") pargalari) sahiptirler ve antikor etkileyici fonksiyonlar i¢in sorumlu bolgeleri

tagimazlar, ayrica bliyiik immiin kompleksler olusturmazlar.

Antikorlarin antijen baglama parcalari, klinik ve terapdtik uygulamalar acisindan biiyiik
Ooneme sahiptir. Antikor parcalari, hastaligin (6rnegin, restenoz) gelisimini dnlemek i¢in
uygulanabilir, tan1 sirasinda (6rnegin, metastatik meme ve kolon kanseri) uygulanabilir
veya bazi hastaliklarin (6rnegin, makiila dejenerasyonu) tedavisi i¢in uygulanabilir,
zehirlerin tespiti veya yilan zehirlerinin nétralizasyonu i¢in kullanilabilir (Rader ve ark.,
2009). FDA tarafindan onaylanmis antikor tabanl terapdtiklerin mevcut sayist otuz bes
iken, ilerleyen siirecler de bir¢cok baska antikorlar da yapilan klinik deneylerde

bulunmaktadir (Flanagan ve ark., 2004; De Marco, ve ark., 2011; Motyan ve ark., 2013).

2.7. COVID-19'un Onlenmesi icin As1 Adaylarinin Gelistirilmesi

As1, enfeksiyoz hastaliklarin 6nlenmesinde etkili bir stratejidir, ¢linkii viicudun bagisiklik
sistemini patojenlere kars1 6zgiil bir savunma iiretmeye tesvik eder, boylece enfeksiyon
riskini azaltir ve bu enfeksiyonlarla iliskilendirilen morbidite ve mortaliteyi azaltir. Bu
viral enfeksiyonun yonetilmesiyle ilgili ilk adim, SARS-CoV-2"nin diger koronaviriislere
gore daha yliksek yayilim oranlarina sahip oldugu g6z oniine alindiginda halk sagligi i¢in
bir endise olarak kabul edilmesi nedeniyle, baska bir kisiye bulagsmay1 dnlemek igin
yeterli izolasyonun saglanmasidir.Bu nedenle, diinya genelinde c¢ogu iilke, sosyal
etkinlikleri ve temaslar1 azaltarak viriisiin yayilim oranimi azaltmak amaciyla farkli
Onleyici onlemler benimsemistirBu da diinya genelinde toplumlarin ekonomisin de
onemli oranda negatif etkiler yaratti, ve bu nedenle, mevcut viral hastali§1 hafifletmek
icin gilivenli ve etkili agilar gelistirme aciliyeti ortaya ¢ikti. Bu baglamda, pandemiyle
miicadele etmek icin SARS-CoV-2'ye karsi etkili asilarin gelistirilmesinde (Sekil 2.18.)

onemli ilerlemeler kaydedildi.
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Sekil 2.18. SARS-CoV-2 as1 gelistirme caligsmalarinda kullanilan teknolojiler

Su anda, as1 gelistirme icin diinya ¢apinda birkag platform kullanilmakta ve SARS-CoV-
2'ye karst birden fazla as1 ya gelistirilmis ya da diinya genelinde ABD, Almanya,
Avustralya, Ingiltere, Cin, Avusturya, Fransa, Hindistan ve Hong Kong gibi farkl
iilkelerde gelistirilmekte olan asilar bulunmaktadir (WHO, 2020).

2.7.1. Tam inaktive edilmis viral as1

Inaktive edilmis viral asilar, 1s1l islem, radyasyon, kimyasal reaktifler, &zellikle
formaldehit ve B-propriolakton gibi, 6ldiiriilmiis veya inaktive edilmis tam viriislerden
tiretilir. Inaktive edilmis asilar, diger viral as1 tiirlerine gore birgok gereklilige ihtiyag
duymadan biiyiik 6lcekte tretilebilirler. Bu asilar canli-zayiflatilmis platformdan daha
giivenlidir ancak yine de daha az immiinojenik profil ve daha zayif bagisiklik saglarlar.

Bu nedenle, etkili bagisiklik aktivasyonu i¢in ek takviye adjuvanlara ihtiya¢ duyulur.

Tam viriyon inaktive edilmis SARS-CoV-2 asis1t BBV152, COVAXIN, Bharat Biotech
International Limited tarafindan gelistirilmis olup, COVID-19'u durdurmak i¢in acil
kullanim izni verilmistir. Asinin, viral stabiliteyi koruyan 2-fenoksietanol icerdigi ve
bagisiklik yanitini artiran bir aliiminyum bazli yardime1 madde igerdigi belirtilmektedir.
As1, Onerilen iki doz olarak intramuskiiler olarak uygulanmaktadir. Faz-3 denemelerinde,

asmin ilk dozunun uygulanmasindan sonra %78 etkinlige sahip oldugu, ikinci dozdan 14
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giin veya daha fazla siire sonra %93 etkinlik gosterdigi gdzlemlenmistir. 25 Ekim 2023
tarihine kadar, COVAXIN'den 169 000 000 doz insan niifusuna uygulanmistir (Sapkal ve
ark., 2021; Yadav ve ark., 2021; Deshpande ve ark., 2022).

Sinovac-CoronaVac, Sinovac Life Sciences (Pekin, Cin) tarafindan gelistirilen COVID-
19'a karst tam inaktive edilmis bir virlis asidir. Asi, Sili, Brezilya, Endonezya ve
Tirkiye'de faz III denemelerine tabi tutulmustur. Brezilya'da yapilan genis ¢apl bir faz
II klinik g¢aligmasi, semptomatik SARS-CoV-2 enfeksiyonuna karsi %51 etkinlik
gosterirken, ciddi ve hastaneye yatirilan bireylerde %100 etkinlik gézlemlenmistir. WHO
ve uiye devletlere danigmanlik yapan SAGE (Stratejik As1 Danisma Grubu), CoronaVach
on sekiz yas ve iistiindeki tiim bireyler icin giivenli ve etkili olarak onermistir. Ayrica,
SAGE, CoronaVac'm ilk dozu olarak kullanildiktan sonra ikinci doz olarak WHO acil
kullanim listesinde (EUL) bulunan COVID-19 mRNA veya vektorli asilarin karisik ve
eslestirilmis iki heterojen dozunu kabul etmistir (Saritas ve ark., 2023; Cakir ve ark.,

2023; Fonseca ve ark., 2022; Karabiber ve ark., 2022; Phoksawat ve ark., 2022).

Bagka bir COVID-19 agsis1 olan BIBP, ayn1 zamanda BBIBP-CorV, Sinopharm COVID-
19 asis1 veya BIBP asis1 olarak da bilinir, Sinopharm'in Beijing Biological Products
Enstitiisii tarafindan gelistirilen aliiminyum-hidroksit-destekli, tam inaktive edilmis bir
biitiin viriis agisidir. Sinopharm'in WIBP COVID-19 asis1, WIBP-CorV olarak da bilinir,
Sinopharm tarafindan gelistirilen bir tam inaktive edilmis viriyon asidir. 25 Ekim 2023
tarihi itibariyle, Sinopharm tarafindan {iretilen asilarla 2 320 000 kisi asilanmistir (Grafia

ve ark., 2022; Jeewandara ve ark., 2022; Wang, H. ve ark., 2020; Zhang, Y. ve ark., 2022).

2.7.2. Canh-zayiflatilmis viral as1

Canli-zayiflatilmig agilar, viriisiin laboratuvarlarda zayiflatilmis bir versiyonuyla
uiretilirler. Bu asilar, dogal enfeksiyonu taklit eden, giiclii bagisiklik tepkilerine ve uzun
stireli bagisikliga izin veren viral dogal antijenleri korur. Canli-zayiflatilmis asidaki
patojenler, konak hiicrelerinde replike olabilir ve yiiksek etkinlikle humoral ve hiicresel
bagisiklik tepkilerinin uyarilmasini1 ve indiiksiyonunu saglayabilirler. Ancak, asilar hala
yasayan mikroorganizmalar1 igerir ve Ozellikle orijinal viriilent forma doniisme riski
tagtyan diger as1 tlirlerine gore daha yiiksek risk tasir. Sonug olarak, canli asilar immiin

yetmezlik hastalarina verilemez. Canli-zayiflatilmis asilar, 6zellikle kizamik, kabakulak,

34



tiiberkiiloz, kizamik¢ik, sugicegi, influenza ve sar1 humma gibi birka¢ enfeksiyoz
hastaligin tedavisinde kullanilmak iizere gelistirilmistir (Francis ve ark., 2018; Wilder-

Smith ve ark., 2020).

SARS-CoV-2 canli-zayiflatilmig asilari, Hindistan Immunolojikler sirketi, Griffith
Universitesi ve Mehmet Ali Aydinlar Universitesi gibi birkag biyoteknoloji sirketi veya
tiniversitesi tarafindan gelistirilmistir. Tim canli-zayiflatilmis asilar 6n  klinik
caligmalarda toplanmaktadir. Ayrica, Codagenix sirketi tarafindan gelistirilen COVI-
VAC, Ingiltere'de klinik Faz I denemesine basvurulabilecek SARS-CoV-2 canli-

zayiflatilmis asilarindan biridir.

2.7.3. mRNA asilarn

Bu asilar, SARS-CoV-2'nin mRNA'sim1 kullanir ve hiicreleri SARS-CoV-2 spike
proteinlerini ifade etmeye ve bu proteinlere karst bagisiklik yanitini uyaricidir. Asi
Arastirma Merkezi, SARS-CoV-2 spike proteininin prototip yaklagiminin 6zellestirilmesi
icin viral dizi verilerini desteklemek amaciyla Moderna adli bir sirketle is birligi
yapmisti. mRNA-1273 adi verilen COVID-19 as1 adayr Subat aymin baslarinda
tasarlanmis ve gelistirilmis ve 16 Mart 2020'de klinik denemelerin ilk asamasina girmistir
(Shabu ve ark., 2023, Teo ve ark., 2022, Creech ve ark., 2022). 18 Aralik 2020'de, ABD
FDA, NIH-Moderna asisin1 acil kullanim i¢in %94 etkinlik oraniyla onaylamistir. Bu
arada, Pfizer ve BioNTech SE sirketi tarafindan gelistirilen as1 klinik denemeleri
gecmigstir. Pfizer/BioNTech asisi, COVID-19'a karst Amerika Birlesik Devletleri'nde
uygulama i¢in onaylanan ilk asidir. Pfizer/BioNTech asisi, karsilagtirmali olarak en ¢ok
uygulanan asidir. Veriler, diinya niifusunun %68.5'inin COVID-19 asisinin en az bir
dozunu aldigmi gostermektedir. Buna karsilik, ekonomik olarak zayif {ilkelerden
insanlarin %24,6's1 en az bir doz as1 almistir. Kiiresel olarak, 13 510 000 000 as1 dozu
uygulanmistir ve giinde 2 200 000 doz as1 uygulanmistir (Chilamakuri ve ark., 2021;
Ramachandran ve ark., 2022; Rudan ve ark., 2022; LactMed®, 2024).

2.7.4. Viral vektor asilari

Viral RNA platformu, dogal viral enfeksiyonlara benzer sekilde bagisiklik yanitlarim
etkili bir sekilde aktive edebilen yeni nesil bir platformdur. Viral RNA asilari, hedef

antijenik maddeleri kodlayan sentetik viral mRNA'larla yapilir ve bunlar konak hiicrenin
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sitoplazmasinda iiretilir. Bu platform, yeni patojenlere uyum saglayabilen diisiik
maliyetli, hizl1 ve kolay bir iiretim saglar. Bununla birlikte, mRNA asilari, immiinojenik
profillerini etkileyen instabiliteden etkilenirler. Ayrica, depolama ve tagima igin diisiik
sicaklik gerektirirler ve RNA kaynakli interferon yanitlarina neden olarak hedef disi

etkiler ve istenmeyen yan etkilere yiiksek risk saglarlar.

Bir viral vektor asis1 olan "Covishield," baslangigta Oxford-Astra Zeneca tarafindan
tiretilen ve Serum Institute of India, Pune, Maharashtra lisansi altinda tiretilen ilk onayli
asidir. Sputnik V (Dr. Reddy's Laboratories), Serum Institute of India'ya 2021 Eyliil
ayinda en fazla as1 dozu iiretmek i¢in katildi. Bu arada, Johnson ve Johnson asisi,
Moderna asilar1 ve ZyCoV-D gibi diger asilarin klinik denemeleri de baglatildi. 16 Ocak
2021'de Hindistan, COVID-19 asilama programini asama asama baslatti. "The Lancet"
dergisinde yayinlanan bir rapora gore, Hindistan'da COVID-19 asilamanin bir yilda 20
milyon yasami kurtardigi belirtilmistir. Mart 2023 itibariyla Hindistan'da 2 200 000 000
dozdan fazla COVID-19 asis1 verilmistir. As1 kampanyasi, tlilkedeki tiim yetiskinleri
icerecek sekilde genigletilmis ve belirli gruplara hatirlatma dozlar1 da uygulanmaktadir.
Hindistan’daki asilama hiz1 yaklagik olarak giinde 1 500 000 dozdur ve hiikiimet as1
kampanyasini hizlandirmak i¢in c¢aligmaktadir. Mart 2023'e kadar Hindistan
vatandaslarinin %87,80'1 en az bir as1 dozu almistir ve yetiskin niifusun yaklasik
%94,76's1 tamamen agilanmistir. Su anda, kiiresel niifusun yaklasik %69,3'li en az bir doz
COVID-19 asis1 almistir. Kiiresel olarak, 13 230 000 000 doz as1 alinmis olup, giinde 1
170 000 doz dagitilmaktadir. Buna karsilik, ekonomik olarak zayif tilkelerdeki insanlarin

%6's1 en az bir as1 dozu almistir.

2.7.5. Viral DNA tabanh asilar

DNA tabanli asilar, viriis antijenlerini kodlayan belirli viral DNA dizisini igeren
plazmidin enjekte edilmesiyle hiicrelerde viral antijen ifadesini ve bagisiklik yanitlarinin
olusmasini saglar. DNA asilamanin, 6zellikle immiin hiicreleri aktive eden antijenik
epitoplar1 kodlayan 6zgiilliik, stabilite ve tiretim kolaylig1 gibi viral vektorli ve canli-
zayiflatilmig asilarla karsilagtirildiginda teorik avantajlari bulunmaktadir. Bu platform,
diisiik immiinojenite ve insan genomuna genomik entegrasyon riski gibi ¢esitli

kisitlamalardan hala muzdariptir.
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COVID-19 salgini sirasinda, gesitli viral DNA tabanli as1 adaylar gelistirilmis ve klinik
denemelerde test edilmistir. INO-4800, klinik denemelerde yer alan SARS-CoV-2 DNA
tabanli as1 adaylarindan biridir. Pennsylvania merkezli bir sirket olan Inovio tarafindan
gelistirilen INO-4800, 'Cellectra 2000' adli bir tasmabilir cihaz ile SARS-CoV-2 S
proteininin DNA dizisidir. Cellectra 2000, elektriksel iletiler yardimiyla ¢ekirdege DNA
alimin kolaylastirabilen bir elektroporasyon yontemi ile ¢alisir. DNA asisi, agilanmig
domuz ve farelerin akcigerlerinde tespit edilen notralize edici antikorlar1 uyardigi tespit
edilmistir. Akcigerde tespit edilen antikorlar, SARS-CoV-2 korunmasi agisindan énemli
olabilir. INO-4800'in Faz I klinik denemeleri, 18-50 yas araliginda otuz alt1 goniillii
tizerinde gerceklestirilmistir. Sonuglar, katilimcilarda ciddi yan etkilerin olmadigini
gostermistir. As1, in vitro notralizasyon testinde SARS-CoV-2/Australia/VIC01/2020
susuna kars1 koruyucu antikorlar iiretebilmis ve giiclii Thl ve CD8+ T hiicresi yanitlari

gostermistir.

GX-19, Genexine konsorsiyumu tarafindan gelistirilen klinik denemelerde olan bir diger
DNA tabanli asidir. GX-19, baslangicta aginin etkinligi fare ve insanst olmayan primat
modellerinde test edilmis ve hayvan modellerinde yeni SARS-CoV-2'ye kars1 giicli

noétralize edici antikor tiretimi indiiklemistir.

2.7.6. Alt Birim asilar:

Protein bazli asilar, rekombinant protein teknikleri ile {iretilen viral antijenik maddeleri
tasir. Protein alt birimi asilari, canli viriyonun bir pargasini icermezler ve bu nedenle tiim
viriis ve viral-vektor asilarina gore giivenlidirler. Ayrica, alt birim asilari, 6zel epitoplar
nedeniyle olumsuz reaksiyonlarin azalmasiyla bagisiklik yanitlarini hizla uyarir. Bu
nedenle, bu asilar immiin yetmezligi olan hastalarda kullanilabilir. Bu asilarin 6nemli
dezavantajlar diisiik immiinojenik profil ve as1 etkinligini artirmak i¢in adjuvanlar veya
immiin uyarict molekiillerin gerekliligidir. Ayrica, asilarin 6zgiilligiinii artirmak icin

antijenik epitoplar belirlenmelidir.

SARS-CoV-2'nin S proteininin yliksek antijenitesi nedeniyle gii¢lii bir bagisiklik yaniti
uyandirmak i¢in ideal bir as1 hedefi olarak kabul edilmistir. Baculovirus vektori
kullanilarak bocek hiicrelerinde gelistirilen bir rekombinant protein alt birimi agis1 olan

VAT00002 Sanofi-GSK COVID-19 asisi, Sanofi Pasteur ve GlaxoSmithKline, Belgika
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tarafindan gelistirilmigtir. COVAX-19 (veya SpikoGen), Giiney Afrika'da Vaxine Pty Ltd.
tarafindan gelistirilen baska bir rekombinant S protein as1 adayidir ve enfeksiyonu ve viral

bulasimi azaltma potansiyeline sahiptir.

26 Kasim 2022'de COVID-19'a kars1 asilama diinya ¢apinda iki yiiz on sekiz yerde
gozlemlenmistir. 17 Mayis 2022'yve kadar, EUL kapsamindaki asilar arasinda
Pfizer/BioNTech Comirnaty asisi, SIVCOVISHIELD ve AstraZeneca/AZD1222 asilari,
Moderna COVID-19as1s1, Janssen/Ad26.COV 2.S asisi, Sinovac-CoronaVac asisi,
Sinopharm COVID-19as1s1, Bharat Biotech BBV152 COVAXIN asis1, Nuvaxovid
(NVX-CoV2373) asis1, Covovax (NVX-CoV2373) asis1 bulunmaktadir.

SAGE tavsiyesi ve WHO Onceliklendirme Yol Haritasi'na gore, EUL asilar1 giivenli ve
etkilidir. Ancak, agirlikli olarak as tiirline, 6nerilen bireysel yasa, takviye dozuna ve yeni
bir varyanta kars1 etkinlige gore degisirler. 8 Kasim 2022'ye kadar, Ulusal Diizenleyici
Otoriteler (NRA), ondan fazla iilkede tam veya acil kullanim i¢in kirk COVID-19 agisina
yetki vermistir. COVID-19 asilarin1 hazirlamak igin farkli platformlar kullanilmistir,
bunlar arasinda mRNA asilari, alt birim asilari, inaktive edilmis virlis asilar1 ve
Adenoviriis vektor asilari bulunmaktadir. 2022'deki Barrett raporuna gore, viriis benzeri
partikiiller, inaktive edilmis viriisler, mRNA, replikasyon kusurlu viral vektorler ve
protein alt birimleri de dahil olmak iizere ¢esitli teknolojiler kullanilarak atmis dort
potansiyel as1 tiretilmistir. Cogu aday as1, notralize edici antikorlar olusturmak igin viral
S-proteini hedef almaktadir ve faz III klinik denemelere girmistir. Toplamda yiiz yetmis
bes as1 klinik gelistirme asamasinda ve yiiz doksan dokuzu on klinik gelistirme

agsamasindadir.

2.7.7. Anti-idiyotipik asilar

Anti-idiotipik (anti-Id) antikorlar, Niels Jerne'nin Idiotype kademesi kavramina
dayanarak, vekil antijenler olarak kullanilabilir. Bu antikorlar, Ab2a ve Ab2f olarak iki
ana tipe ayrilir. Ab2a, antijen baglanmasimi bloke etmezken, Ab2B ise antijenin
baglanmasini inhibe edebilir ve yapisal olarak antijene benzer. Bu, anti-Id antikorlarinin,
ozellikle protein olmayan antijenler gibi zorlu antijenlerin agilarimi1 {retmede
kullanilmasinin avantajlarini ortaya koyar (Kieber-Emmonos ve ark., 2012; Ladjemi ve

ark., 2012; Lemke ve ark., 2018; Vazquez ve ark., 2012). Anti-Id antikorlar, lipid,
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karbonhidrat, niikleik asit epitoplar1 ve hatta ilaglar1 taklit edebilirler. Bu antikorlar,
antijene karsi daha genis ve kararli bir bagisiklik tepkisi olustururken, antijenlere karsi
gelisebilecek toleransi asmaya ve otoimmiin tepkileri 6dnlemeye yardimci olur. Bu
Ozellikler, anti-Id antikorlarinin terapotik asilar olarak etkili bir sekilde kullanilmasini

saglar (Naveed A. ve ark., 2018).

Anti-idiyotipik antikor asilari, belirli antijenlerin yapisal benzerlerini taklit edebilen
monoklonal antikorlardir. Bu tiir asilar, 6zellikle protein olmayan antijenler i¢in kullanilir
clinkii bu tip antijenler genellikle diisiik immunojeniklige sahiptir ve yeterli miktarda
veya saflikta mevcut degildir. Anti-idiyotipik antikorlar, bagisiklik sistemini bu
antijenlere karsi tepki vermeye tesvik eder, bdylece antijenin kendisine kars1 koruyucu

bir bagisiklik tepkisi gelistirilmis olur (Chapman ve ark., 1995).

Idiotipik asilar, COVID-19'a kars1 yeni bir yaklasim sunar. Idiotip aginm deneysel
maniplilasyonu sayesinde, anti-idiyotip antikorlar kullanilarak spesifik bagisiklik
tepkileri tetiklenebilir. Bu antikorlar, viriisiin antijenik yapisini taklit ederek, as1 ve tedavi
stratejilerinde alternatif bir yol sunar. Poliklonal idiotip/anti-idiyotip antikorlar, mevcut
as1 ve tedavilere alternatif olarak oOnerilmekte olup, COVID-19'un Onlenmesi ve
tedavisinde potansiyel bir yaklasim olarak degerlendirilmektedir (Naveed, A. ve ark.,

2021).

Bu calismada oncelikle SARS-CoV-2 yiizey proteinlerine karsi hibridoma teknolojisi
kullanilarak fare monoklonal antikorlar gelistirildi. Anti-SARS-CoV-2 (S protein/RBD)
fare antikorlar1 ile SARS-CoV-2 ile enfekte olmus bir dondr insandan elde edilen
Convalescent Plazma'dan enzimatik sindirimi sonrasi idiyotip alanlarin bulundugu fab
fragmentleri saflastirildi. Saf Fab fragmentleri kullanilarak anti-idiyotip monoklonal
antikorlar hibridoma teknolojisi ile gelistirildi. Bu antikorlarin anti-RBD yanit1 olusturma

etkinlikleri ¢esitli ELISA testleri kullanilarak arastirildi.

Calisma sonucunda elde edilen anti-idiyotip fare monoklonal antikorlarinin in vivo testler
de elde edilen sonuglara gére SARS-CoV-2 i¢in kullanilabilecek asi adayi molekiiller

olabilecekleri gosterilmis oldu.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu calismada monoklonal antikorlarin gelistirilmesi icin Hibridoma Teknolojisi
kullanildi. Gelistirilen monoklonal antikorlarin saflastirilmasinda kolon kromatografisi,
karakterizasyonunda ise direkt ELISA, dolayli ELISA, yarisimli ELISA, giimiis boyama,
commassie blue boyama, Western Blot tekniklerinden yararlanildi. Enzim kesimi i¢in

fisin, papain ve yerli enzim ile optimizasyon c¢alismalar1 yapildi.

Bu ¢alisma kapsaminda kullanilan cihazlar ve sarf malzemeler Cizelge 3.1.’de kimyasal

malzemelerin listesi ise Cizelge 3.2.’de yer almaktadir.

Cizelge 3.1. Deneysel ¢alismalarda kullanilan cihazlar ve sarf malzeme listesi

Ekipman Ad1 Uretici Firma
ELISA plak okuyucu BIOTEK
ELISA yikayici BIOTEK
Fraksiyon toplayici BIO-RAD
Gli¢ kaynagi BIO-RAD
Isiticili manyetik karistirict Benchmark
Liyofilizator CHRIST
NGC BIO-RAD
Protein A kolonu GE
Santrifiij HITACHI
Spektrofotometre Biochrom
Manyetik karistiric BioCote
Vortex Heidolph
PVDF membran Thermo
SDS PAGE jel tank sistemi BIO-RAD
pH metre METTLER TOLEDO
Coklu ELISA plak yikayici BIOTEK
Santrifiij SIGMA

96 Kuyucuklu steril ELISA plaklari Corning
Hemasitometre Bright Line
Makas Sigma
Otomatik pipet Eppendorf
Pens Sigma

Su banyosu OVAN
Vakum filtrasyon VWR
25,75, 150, 300 cm?’lik filtreli hiicre flaski TPP

25, 30, 40 cm hiicre kaziyici Costar

2, 5, 10,25 ml serolojikpPipet TPP

15, 50 ml steril falkon Eppendorf
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Cizelge 3.1. Deneysel ¢alismalarda kullanilan cihazlar ve sarf malzeme listesi (devam)

Ekipman Ad1 Uretici Firma
1,8 ml kriyotiip TPP

Etiv Nive
(CO») inkiibator ECOCELL
+4 °C buzdolabi BOSH
0,1-10 pl pipet ucu Eppendorf
1000-5000 pl pipet ucu Eppendorf
10-200 pl pipet ucu Eppendorf
2,510, 20, 100, 200, 1000, 5000 ul’lik mikropipetler Thermo
-20 °C buzdolab1 BOSH
25,100, 250, 500, 1000, 2000 cc cam sise Schott

300 ul’lik ¢oklu mikropipet Thermo
50-1000 pl pipet ucu Eppendorf

Hassas terazi

Precisa GravimectricsAG

Fare immunoglobulin alt isotip ELISA kiti

BD biosciences

Nitril eldiven MY GLOVE
Vorteks Scientefic Indutries
1 ml enjektor SET

96 Kuyucuklu ELISA plakalari NUNC

1,5 ml santrifiij tiipi Eppendorf

0,25 ml santrifiij tiipii Eppendorf

0,22 pl siringa filtresi Millipore
Calkalamal1 inkiibator N-BIOTEK
1,2,5,5,10, 50 ml’lik enjektor SET

0,45 pl siringa filtresi Millipore

0,75 ml santrifiyj tiipii Eppendorf
Peristaltik pompa Pharmacia

Antikor izotiplendirme kiti Roche

2 ml santrifiij tiipii Eppendorf

Orbital karistirict Edmund Buhler
Buz makinesi Scotsman AF100
Inverted mikroskop Olympus
Karbondioksitli inkiibator Heraus

LaminAir kabin Heraeus

Otoklav Sistek

S1v1 azot tanki ve azot tagima tanklari Union Carbide Nitrogen
Buz makinesi Scotsman AF100
Inverted mikroskop Olympus

Is1ik mikroskobu Olympus
LaminAir hava akis kabini Esco

Isiticil1 karistirici Benchmark

Isitic1 blogu Benchmark
Sonikator BANDELIN
Deney hayvanlari iinitesi TUBITAK/MAM/GMBE
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Cizelge 3.2. Deneysel ¢alismalarda kullanilan kimyasal malzeme listesi

Kimyasal Adi Marka Kimyasal Adi
50X HAT GIBCO 21060
SOX HT GIBCO 41065
8-azoguanin SIGMA A8526
DMEM SIGMA D5648
Etanol ISOLAB 920.026
FBS CAPRICORN FBS-IH-11A
Gentamisin GIBCO 15750
HEPES SIGMA H3375
Multicell VISENT ING 090-110
Poly Etilen Glikol- 4000 MERCK 8.07490
PSA SIGMA AS5955
RPMI 1640 GIBCO 31800
Hepes, 1 M GIBCO 15630
L-glutamine, 200 mM (100x) GIBCO 25030
MEM Amino Acids, 50x, GIBCO 0977
MEM Non-essential Amino Acids, 100X | GIBCO 0960-8
Sodium Pyruvate, 100 mM (100x) GIBCO 11360
MEM vitamins, 100x GIBCO 11120
Sodium bicarbonate, 7.5% GIBCO 11878
Sodyum Bikarbonat SIGMA S5761
Tiripan Blue SIGMA T8154
3°3-5’5 Tetrametil Benzidin SIGMA T2885
AEC Staining Kit SIGMA AEC101-1KIT
Akrilamid SIGMA A3553
Anti-mouse IgG AP isaretli SIGMA A3688
Anti-mouse IgG HPR isaretli SIGMA A9044
Anti-mouse Polyvalent AP isaretli SIGMA A0162
Anti-mouse Polyvalent HRP isaretli SIGMA A0412
Anti-rabbit IgG AP isaretli SIGMA A3687
Anti-rabbit IgG HRP isaretli SIGMA A6154
Asetik asit MERCK 1.00063
BCIP/NBT substrat MILLIPORE ES006
Cinko Kloriir SIGMA 74875
DMSO SIGMA 34943
Glisin MERCK 1.00590
Hamerstan Kazein SIGMA E0789
HCL %37 SIGMA 302626
Magnezyum Kloriir SIGMA M8266
llz/iltouse immunoglobulin isotyping ELISA BD PHARMA 550487
N'N'-Bisakrilamid BIORAD 161-0201
Para Nitro Fenil Fosfat SIGMA 71768
Polivinil Prilidon SIGMA PVPI10
Potasyum Fosfat Di Bazik SIGMA 04248
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Cizelge 3.2. Deneysel ¢alismalarda kullanilan kimyasal malzeme listesi (devam)

Kimyasal Ad1 Marka Kimyasal Ad1
Potasyum Fosfat Di Bazik | SIGMA 04243
Potasyum Hidroksit SIGMA P5958
Sodyum asetat VWR 27653292
Sodyum asetat trihidrat MERCK 106267
Sodyum Hidroksit MERCK S8045
Siilfiirik Asit %95-97 FLUKA 84721
Siit Tozu FLUKA 70166
Trisma SIGMA T6066
Tween20 SIGMA P1379
Fre}lnd s Complete SIGMA F5881
Adjuvant
Fre}lnd s Incomplete SIGMA F5506
Adjuvant
Saponin SIGMA 84510
Tri Sodyum Sitrat Dihidrat | MERCK 1.06448
%37 Formaldehit MERCK 104.002
X Laemmli Omek | g6 Ap 161-0747
tamponu
Albumin from Chicken
FEgg White SIGMA AS5503
Amonyum Persulfat SIGMA A3678
gsoé)masw Brillantblue G- APPLICHEM A3480
Giimiis Nitrat SIGMA 209139
Izopropanol VWR UNI1219
Metanol MERCK 106.007
SDS SIGMA L3771
Sodyum Karbonat SIGMA 13418
Sqdyum Tiosulfat Penta SIGMA 36672
Hidrat
TEMED SIGMA T9281
SARS-CoV-2 (COVID-19) .
S1 Protein His Tag (insect) SINO BIOLOGICAL 40591-VO8BI1
SARS-CoV-2 (COVID-19)
S1  Protein His Tag | ACRO BIOSYSTEMS SIN-C52H3
(HEK293)
SARS-CoV-2 (COVID-19) .
S protein RBD., Fc Tag ACRO BIOSYSTEMS SPD-C5255
SARS-CoV-2
Nucleocapsid Protein His | SINO BIOLOGICAL AG0104
Tag (HEK293)

ACIBADEM .
TBT-2 UNIVERSITESI 25 AA Peptid
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Cizelge 3.2. Deneysel ¢alismalarda kullanilan kimyasal malzeme listesi (devam)

Kimyasal Ad1 Marka Kimyasal Ad1
SARS-CoV-2 (COVID-19) | ) cRo BIOSYSTEMS | SIN-C52H3
S2 protein, His Tag
SARS - CoV-2 RBD:
Spike Protein Receptor | SYNBIOTIK AG-0103
Binding Domain
BSA SIGMA A7030
HBS SIGMA AS5843

[zmir Biyotip ve Genom
ACE2 Merkezi, Mehmet Inan i

3.1. Kullanmilan Hiicre Hatlar1 ve Canli Materyaller

Tez caligmast siiresince kullanilan tiim canli materyaller Cizelge 3.3.’te gosterildi.
Monoklonal antikor gelistirme c¢alismalart i¢in kullanilan deney hayvanlari 12 saat
giindiiz 12 saat gece dongiisiine uygun olarak 21+2°C sicaklikta ve %60 nem oranina
sahip ortamda muhafaza edildi. Calismada kullanilan tiim deney hayvanlar1 TUBITAK
MAM Yasam Bilimleri Baskan Yardimcig1 Deney Hayvanlar1 Biriminden temin edildi ve
bakimlar1 Deney Hayvanlar1 bakim {initesi biinyesinde saglandi. Bu ¢alismada deney

hayvanlar1 kullanimi konusunda TUBITAK Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan

(TUBITAK-HADYEK) onay alinmistir. (Etik Kurulu no: 16563500-111-64-3028).

Calisma siiresinde kullanilan hiicreler ise steril hiicre kiiltiirii kosullarinda ¢alisildi, 37 °C,
%35 CO2 ve %90 nem bulunan ortama sahip inkiibatorlerde hiicre kiiltiir flasklar1 i¢inde

inkiibe edildi. Hiicre hatlarinin stoklari -196 °C’lik siv1 azot tanklarinda muhafaza edildi.

Cizelge 3.3. Deneysel ¢alismalarda kullanilan canli materyaller

Kullanilan Materyal Kullanim Amaci1 | Temin Edildigi Yer

Fare (Balb/Q) Immiinizasyon TUBITAK/GMBE DEHAM
Tavsan (Yeni Zelanda) caligmalar

Fare Dalak Hiicreleri TUBITAK/GMBE (Proje
Tavsan Dalak Hiicreleri kapsaminda gelistirildi)
Fare ~ (Balb/e) — Makrofaj |y igoma TUBITAK/GMBE DEHAM
Hiicreleri alismalart

FO fare myeloma hiicresi (CRL- At ATCC

1646)

240E1:1 - tavsan  mycloma Loyola Universitesi

hiicresi
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3.2. Ticari SARS-CoV-2 Antijenlerin Temini ve Stok Hazirlanmasi

SARS-CoV-2 S1 ve SARS-CoV-2 S1 RBD proteinleri “Acro Biosytems” sirketinden
SARS-CoV-2 S1 proteini ayrica “Sino Biological” sirketinden ticari olarak temin edildi.
Daha sonra antijenler tiretici firma talimatlarina gore sulandirildi (Cizelge 3.4.) ve 5 ul

hacimlere boliinerek -20 °C’de muhafaza edildiler.

Cizelge 3.4. Ticari antijenlerin hazirlanmasi

Antijen Ad1

Hazirlanisi

SARS-CoV-2 (COVID-19) SI
Protein His Tag (insect) antijeni
(Sino  Biological, 40591-
VO8B1)

Ticari temin edilen antijen liyofilize formda 100
ug geldi. 400 ul steril dH20O igerisinde nazikge
calkalanarak ¢oziildii (0,25 mg/ml).

SARS-CoV-2 (COVID-19) S
protein RBD, Fc Tag antijeni
(Acro Biosystems, SPD-C5255)

Ticari temin edilen antijen liyofilize formda 100
pg geldi. 100 pl steril dH2O igerisinde nazikge
calkalanarak ¢oziildii (1 mg/ml).

SARS-CoV-2 S1 Protein His

Tag (HEK293) antijeni
(Acro  Biosystems,  S1N-
C52H3)

Ticari temin edilen antijen liyofilize halde 100 pg
geldi. 167 ul steril dH20 igerisinde nazikge
calkalanarak ¢oziildii ve kiigiik paylara ayirarak -
20 °C’de stoklandz1. (0,6 mg/ml)

3.3. Protein Goriintiileme Yontemleri

Tez calismasinda hem ticari olarak temin edilen hem de gelistirilen protein yapilarinin
goriintiilenmesi ve karakterizasyon ¢alismalari i¢in SDS-PAGE ile yiiriitiildiikten sonra,

giimiis boyama, coomassie blue boyama ve Western Blotlama yapildi.

3.3.1. SDS-PAGE yontemi

Bir proteinin goriinen molekiiler agirligt (MW), SDS-PAGE (sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jel elektroforezi) yontemi kullanilarak, giiclii bir katyonik deterjan olan
sodyum dodesil siilfat (SDS) ile kompleks haline getirilen proteinin go¢ mesafesi
tizerinden belirlenebilir. Bu yontem, 1969 yili civarinda gelistirilen, basitligi sayesinde
glinlimiizde de yaygin olarak kullanilmaya devam edilmektedir (Shapiro ve Maizel,
1969). Bu yontem, biyokimyasal analizlerde halen vazgecilmez bir teknik olarak kabul
edilmekte olup, proteinlerin yapisal ve islevsel 6zelliklerinin belirlenmesinde temel bir
aragtir. SDS-PAGE Jel elektroforezi i¢in kullanilacak tamponlarin hazirlanma yontemleri

Cizelge 3.5.’te gosterilmektedir.
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Cizelge 3.5. SDS-PAGE jel elektroforez caligmalarinda kullanilan tamponlarin
hazirlanisi

Tampon Ad1 Hazirlams1

%30 Akrilamid-Bis akrilamid | 29,1 g akrilamid ile 0,9 g Bis-akrilamid 100ml
Karisimi dH;O igerisinde karanlikta ¢oziildii.

%10 Amonyum Per Silfat| 0,1 g APS 1ml dH>O igerisinde ¢ozdiiriildii.
Tamponu Kullanilmadan hemen 6nce taze hazirlandi.

Istenilen hacim kadar 1,5 M Tris-base tartildi ve
1.5 M Tris-HCI Tamponu pH 8.8 | distile su i¢inde c¢ozildi. HCl ile pH 8.8’e
ayarlandi.

Istenilen hacim kadar 1M Tris-base tartildi ve
1 M Tris-HCI Tamponu pH 6.8 | distile su i¢inde ¢ozildi. HCI ile pH 6.8%¢

ayarlandi.
30,3 g Tris-base, 144,1 g Glisin ve 10 gr SDS
Yiiriitme Tamponu (10x) tartilarak 1 1 distile su i¢inde ¢oziildii. 1X oraninda

seyreltilerek kullanildi.

Ticari olarak temin edilen antijenlerin ve tez ¢aligmasi siiresince gelistirilen antikorlarin

karakterizasyon ¢aligmalari i¢in protein yapilarin dogrulugunu test etmek i¢in kullanildi.

Calisma protokoliinde, oncelikle SDS-PAGE i¢in yiiriitme jelleri hazirland1 (Cizelge
3.6.). Ornekler 4x Laemmli Buffer ile karistirildi ve yiikleme jelindeki ilgili kuyulara
yuklendi. 80 V ile yiiriitiildii ardindan 6rnekler ayirma jeline gectiginde 120 V’da

yuriitiilerek proteinlerin ayrimi gerceklestirildi.

Cizelge 3.6. SDS-PAGE yiiriitme jeli bilesenleri

Icerik Yiikleme Jeli | Ayirma Jeli
%10

0,5 M Tris-HCI pH 6.8 630 pl -

1,5 M Tris-HCI pH 8.8 - 2,5 ml

%30 Akrilamid Karigim1 | 830 pl 4 mi

dH20 3,4 ml 3,3ml

%20 SDS 50 ul 100 pl

APS (100 mg/ml) 50 pl 100 pl

TEMED 10 pl 10 pl
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3.3.2. Native- PAGE yontemi

Native jel hazirligi i¢in kullanilan tamponlarin hazirlanis sekilleri aynidir. Ancak SDS-
PAGE genellikle proteinlerin molekiiler agirliklarimi belirlemek, protein saflastirma
stireclerini kontrol etmek ve denatiire protein drneklerini analiz etmek i¢in kullanilirken;
Native PAGE ise protein komplekslerinin incelenmesi, enzim aktivitelerinin
degerlendirilmesi ve protein-protein etkilesimlerinin gézlemlenmesi gibi durumlar i¢in

tercih edilir.

Calisma protokoliinde, Native Jel, Cizelge 3.7.’de verilen bilgiler dogrultusunda
hazirland1 ve dikey elektroforez sistemine alindi. Ornekler, 4x yiikleme boyasi ile

karistirildiktan sonra kuyulara yiiklendi ve 100 V enerji ile yiiriitiildii.

Cizelge 3.7. Native jel bilesenleri

Icerik Yiikleme Jeli Ayirma Jeli
0,5 M Tris-HCI pH 6.8 2,5 ml -

1,5 M Tris-HCI pH 8.8 - 5ml

%30 Akrilamid Karigimi 1,1 ml 6,8 mi
dH20 6,1 ml 8 mi

APS (100 mg/ml) 50 pl 100 pl
TEMED 10 pl 10 pl

3.3.3. Zimogram jel yontemi

Zimografi, hidrolitik enzimlerin aktivitesini, 6zellikle substrat spesifikliklerine dayanarak
tespit etmek icin kullanilan elektroforetik bir tekniktir. Kullanilan bilesenlerin, SDS-
PAGE’den farkli olan tamponlart Cizelge 3.8.’deki gibi hazirlandi. Bu c¢alismada,
proteazlarin aktivitesini belirlemek amaciyla gerceklestirilen deneysel ¢calisma zimogram
analizi yOntemine dayanmaktadir (Vijayaraghavan ve ark., 2014). Ancak, orijinal
yontemde kullanilan kazein substratinin yerine, bu g¢aligmada jelatin kullanildi, bu

degisiklik Cizelge 3.9.’da belirtildi.
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Cizelge 3.8. Zimogram analizinde kullanilan tamponlar

Tampon Ad1 Hazirlams1 Kullamim Yeri

Substrat Cozeltisi 5 mg jelatin tartilarak 10 ml | Enzim i¢in uygun
distile su i¢ine eklendi ve | substratin hazirlanmasi.
jelatin  eriyene  kadar
1s1t1ldi.

%1 Triton x Yikama | 2 ml Triton X-100, 200 ml | Jelden SDS’in

Tamponu 0,05 M sodyum fosfat | uzaklastirilarak  enzimin
tamponu igerisinde diliie | tekrar fonksiyonel hale
edildi. getirilmesi.

Metodoloji degisikligi olarak, denatiirasyon i¢in sik¢a kullanilan 2-B-merkaptoetanol ve
kaynatma islemleri bu ¢alismada uygulanmadi. Zimografide, elektroforez isleminin tiim
asamalari, SDS-PAGE prosediirlerine uygun sekilde yiiriitiildii. Bu adaptasyonlar,
substrat ve islem kosullarindaki degisiklikler ile enzim aktivitesinin daha dogru bir

sekilde tespit edilmesini saglamay1 hedeflendi.

Cizelge 3.9. Zimogram jel bilesenleri

Icerik Yiikleme Jeli Ayirma Jeli
0,5 M Tris-HCI pH 6.8 2,5 ml -

1,5 M Tris-HCI pH 8.8 - 5mi

%30 Akrilamid Karisimi 1,1 ml 6,8 ml
dH-.0O 6,1 ml 6 ml

Jelatin (5mg/ml) - 2 ml

%20 SDS 50 ul 100 pl

APS (100 mg/ml) 50 pl 100 pl
TEMED 10 ul 10 pl

Caligma protokoliinde, jel yiirlitme sonrast SDS’in uzaklastirilmasi i¢in 0,5 M sodyum
fosfat tamponu i¢inde 5 dk calkalayici lizerinde yikandi. Daha sonra %1°lik Triton-X
bulunan tampon igerinde 90 dk oda sicakliginda karistirildi. Daha sonra bantlarin

goriintiilenmesi i¢in boyama yapildi.

3.3.4. Giimiis boyama yontemi

Glimiis boyama, SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi) ile
ayrilan proteinleri nanogram diizeyinde tespit etme kabiliyeti nedeniyle miikemmel bir
teknik olarak kabul edilir. Bu teknik, glimiis iyonlarinin protein molekiillerinin bulundugu

yakin ¢evrede metalik giimiise secici olarak indirgenmesi prensibine dayanir. Boyama
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islemi, proteinlerin sabitlenmesi (fiksleme), duyarlilastirma (6n muamele), yikama,
giimiis emdirme (bant fiksleme) ve sonrasinda goriintiiniin gelistirilmesi (gelistirme)
adimlarindan olusur. Tamponlarin hazirlanma protokolii Cizelge 3.10.’da yer almaktadir.
Boyama siireci sirasinda, protein bantlarina baglanan glimiis miktaria bagh olarak jelin

rengi degistigi icin detayli gorsel analizler i¢in ideal kabul edilir (Kumar, G., 2018).

Cizelge 3.10. Giimiis boyama ¢alismalarinda kullanilan tamponlar

Tampon Ad1 Hazirlamisi

%350 MetOH, %12 Asetik Asit, 0,5ml %37 Formaldehit
olacak sekilde hazirlandi. dHO ile 1 litreye tamamlandi.
Yikama Tamponu %50 EtOH, %50 dH»O olacak sekilde hazirlandi.

0,2g NaS;0;3. 5HO0 1 litre ¢ozelti icin tartilarak
hazirlandi.

AgNOs (2g/1t) ve 0.75 ml %37 Formaldehit ¢eker ocak
altinda hazirlandi.

60g/lt Na;CO;, 4 mg/lt NaxS:0; ve 0,5ml %37
Formaldehit ¢eker ocak altinda hazirlandi.

%350 MetOH, %12 Asetik asit olacak sekilde hazirlandi.
dH:O ile 1 litreye tamamlandi.

Saklama Tamponu %350 MetOH, %50 dH20 olacak sekilde hazirlandi.

Fiksleme Tamponu

On Muamele Tamponu

Bant Fiksleme Tamponu

Gelisme Tamponu

Durdurma Tamponu

Calisma protokoliinde, yiiriitme islemi biten jellerden glimiis boyama yapilacak olan jel,
oda sicakliginda en az 1 saat fikleme tamponu igerisinde bekletildi. Daha sonra %50
etanol ile li¢ kere yikandi. Yikama sonras1 6n muamele tamponu igerisinde 1 dk tutuldu
ve distile su ile ii¢ defa yikandi. Jel bant fix tamponu icerisinde 20 dk bekletildi ve ii¢
defa distile su ile yikandi ardindan gelistirme tamponu i¢esine alinarak bantlarin olusumu
takip edildi ve durdurma tamponuna alind1 goriintiileme yapildiktan sonra jel saklama

tamponunda, 4 °C’de 3 ay muhafaza edildi.

3.3.5. Commassie blue boyama

Coomassie Brilliant Blue (CBB), elektroforez ile ayrilan proteinlerin gorsellestirilmesi
i¢cin yaygin olarak kullanilan, basit bir boyama prosediirii ve yiiksek kantitasyon sunan
bir boyadir. Ayrica kiitle spektrometrik protein tanimlamasi ile tamamen uyumludur.
Ancak avantajlarma ragmen CBB'nin giimiis veya floresans boyamalardan daha az
duyarli oldugu kabul edilir (Dyballa ve Metzger, 2009). Commassie blue boyamasi i¢in

kullanilan tampon ¢o6zeltileri Cizelge 3.11.’de gosterilmektedir.
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Cizelge 3.11. Commassie blue boyama i¢in kullanilan tamponlar

Tampon Ad1 Hazirlams1

Fiksleme Tamponu 25 ml metanol, 5 ml asetik asit, son hacim
dH>0 ile 50 ml’ye tamamlanir.

Commassie Stok Soliisyonu 2 g commassie blue boyasi (toz) tartilir 50 ml

metanol, 10 ml asetik asit karigiminda
¢Oziilerek hazirlanir. Karanlikta saklanir.
Commassie Caligsma Soliisyonu | 50 ml metanol, 3 ml commassie stok
solisyonu, 10 ml asetik asit karigimi
hazirlanir ve dH2O ile son hacim 100 ml’ye
tamamlanir. Karanlikta saklanir.

Destaining (Aritma) Soliisyonu | 90 ml metanol, 20 ml asetik asit karigimi dH20
ile 200 ml’ye tamamlanir. Karanlikta saklanir.

Calisma protokoliinde bu sistemde, Jel dnce fiksleme tamponu igerisinde 30 dk. Oda
sicakliginda, karistiric1 lizerinde inkiibe edildi. Ardindan 25 ml commassie ¢alisma
sollisyonu igerisine alindiktan sonra bir saat oda sicakliginda ¢alkalayici tizerinde tutuldu.
Daha sonra jeldeki fazla boyanin uzaklastirilmasi i¢in 50 ml aritma ¢ozeltisine alinip
calkalayici iizerinde bir saat bekletildi. Jeldeki fazla boya yikama islemi ile uzaklastirildi.
Boyama sonras1 goriintiisii alinan jel, glivenlik kurallarina uygun sekilde bertaraf edildi.
Commassie blue proteinlerle kovalent baglandig: i¢in protein ¢dken yerler, mavi renkte

goriinmektedir.

3.3.6. Western Blot yontemi

Western blotlama, molekiiler biyoloji ve proteomik alanlarinda diinya ¢apinda yaygin
olarak kullanilan bir tekniktir. Bu yontem, hedef proteinleri tespit etmek ve yar1 niceliksel
olarak degerlendirmek i¢in kullanilir. Proteinleri tanimlamak ve goreceli protein
seviyelerini dogru bir sekilde 6lgmek icin kullanilabilecek etkili ve giiclii bir teknik
olmaya devam etmektedir (Sule ve ark., 2023). Calismada Western Blot ¢alismasi ile

proteinlerin goriintiilenmesi i¢in gerekli olan kimyasallar Cizelge 3.12.”de verildi.
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Cizelge 3.12. Western blotlama ¢alismalarinda kullanilan tamponlar.

Tampon Ad1 Hazirlams1

Trisma Base Tamponu (TBS) 9,68 g Tris-Base ve 32g NaCl tartilip 11t dH>O
icerisine eklendi, ardindan pH 7,6’ya ayarlandi.
Trisma Base Tamponu-Tween | 1 litre TBS ¢ozeltisi igerisine 0,5 ml Tween-20
20 (TBS-T) eklendi.

Transfer Tamponu 0,592 g Tris-Base ve 0,293¢g Glisin tartilarak 11t
distile su i¢inde ¢oziindii. %10 SDS ¢ozeltisinden
337 ul eklendikten sonra pH 9,2’ye ayarlandu.
Mevcut hacmin %20°si kadar methanol eklenerek
kullanildi.

Substrat Tamponu 8 ml dH2O icerisinde AEC Substrat tamponlari
¢Ozdiiriilerek hazirlandi.

Calisma protokoliinde, Western blot calismasi i¢in, PVDF membran metanol ile
aktiflestirilip distile su ile duruland1 daha sonra whatman kagitlar1 transfer tamponu ile
islatildi. BIORAD Transfer Blot cihazinin kasetine sirasiyla dort vatman kagidi,
aktiflestirilen membran ve ardindan yiiriitme iglemi biten jel ve yine dort vatman kagidi
dizildi. 1,5 A, 30 V ayarda transfer 30 dk sonunda tamamlandi. Spesifik olmayan bantlarin
ve lekelerin olugmasinin 6nlenmesi i¢in membran TBS i¢erisinde hazirlanan %5 siit tozu
igerisine alinarak bloklandi. Bloklama sonrast membran 3 kez TBS-T igerisinde 20 dk
tutularak yikandi. Daha sonra uygulama amacina bagli kalinarak jelde antijen
yuriitiildiiyse; bloklu membran TBS igerisinde hazirlanan isaretli antikor ile 1 saat oda
sicakliginda muamele edildi ve ardindan ii¢ kez TBS-T ile yikandu. Isaretli antikora uygun
substrat ile muamele edilen membrandaki bantlarin olusumu gdzlendi. Membrandaki
antijene spesifik gelistirilen bir monoklonal antikorun test edilmesi amaglandiysa; isaretli
antikordan 6nce monoklonal antikorlar membranla etkilesime gecirildi ve daha sonra

TBS-T ile yikanarak uygun isaretli antikor basamagina gegildi.

3.4. ELISA Yontemleri

Enzime bagli immiinosorbent deneyi (ELISA), arastirma ve klinik ortamlarda
biyomolekiillerin tespiti i¢in kullanilan en spesifik ve kullanici dostu analitik tekniklerden
biridir. Antijen-antikor iligkisini, antikora baglanmis bir enzimin aktivitesini aragtirmak
temeline dayanan kantitatif 6l¢iim yontemidir. Antijene kars1 antikor ya da antikora kars1
antijen aramak mimkiindiir. Yenilik¢i ilerlemelerle siirekli olarak gelistirilen ELISA,

duyarliligini artirarak cesitli biyobelirteglerin belirlenmesine imkan saglar.
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Dogrudan, dolayli, sandvig, rekabetci ve nanopartikiil bazli gibi farkli ELISA tiirleri

bulunur. Her bir test tiirii, belirli biyobelirtecleri tespit etme kapasitesine gore

Ozellestirilmistir (Tabatabaei ve Ahmed, 2022).

3.4.1 Dolayh ELISA yontemi

Dolayli ELISA protokolii (Sekil 3.1.) hem immiinize deney hayvanlarimin kan

serumlarindaki antikor yanitlarinin takibi i¢in hem de fiizyon ¢alismalarinda olusan hibrit

hiicrelerin iirettikleri antikor yanitlarini belirlemek i¢in kullanildi. Gerekli olan tamponlar

Cizelge 3.13.’te gosterilmektedir.

Cizelge 3.13. ELISA ¢alismalarinda kullanilan tamponlarin hazirlanmasi

Tampon Ad1

Hazirlamis1

500 mM Potasyum Fosfat
Tamponu (Stok)

400 ml dH20 igerisinde 34,8 gram dipotasyum
hidrojen fosfat (KoHPO4) ¢ozdiirtildii, 200 ml dH>O
icerisinde 13,65 gram potasyum fosfat monobazik
(KH2POs4) ¢oOzdiriildi. Ve pH 7,2 olana kadar
potasyum fosfat monobazik, dipotasyum hidrojen
fosfat ¢ozeltisinin  lizerine eklenerek ¢dozelti
hazirlandi.

10 mM Potasyum Fosfat

Tamponu (PBS)

8,75 gr Nacl, 20 ml 500 mM potasyum fosfat
tamponu ile karigtirildi, hacim dH2O ile 1 litreye
tamamlanda.

10 mM Potasyum Fosfat-Tween
20 Tamponu (PBS-T)

1 litre PBS ¢ozeltisinin igerisine 500 ul Tween-20
eklenerek hazirlandi.

%1,5 St Tozu Tamponu

1,5 g siit tozu tartilarak 100 ml PBS igerisinde
¢oOzildii.

%?2 Siit Tozu Tamponu

2 g siit tozu tartilarak 100 ml PBS icerisinde ¢6ziildii.

%S5 Siit Tozu Tamponu

5 g siit tozu tartilarak 100 ml PBS i¢erisinde ¢oziildii.

HRP isaretli antikorlar i¢inse 0,1 M Sodyum asetat
icin 1,64 gram tartim yapildi. 200 ml son hacim dH>O

HRP Substrat A tamponu ile tamamlandi ve 0,1 M sitrik asit ile pH 5,0’
ayarlandi.
3°,5,5-Tetrametilbenzidin (TMB) 20 mg tartilarak 5
HRP Substrat B Tamponu ml dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde ¢oziildii

karanlikta saklandi.

2 M Siilfiirik asit (H2SO4)

54 ml H>SOs4 250 ml dH20 igerisinde ¢oziilerek
hazirlanir.

Alkalen
Tamponu

Fosfataz Substrat

0,027 gram ¢inko kloriir, 0,04 gram magnezyum
kloriir ve 1,5 gram glisin 200 ml dH2O igerisinde
karistirildi. pH 10,4 olana kadar kati potasyum
hidroksit eklenerek hazirlandi.
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Substrat

Enzim lsaretli Antikor

Monoklonal Antikor

Antijen

Sekil 3.1. Dolayli ELISA yontemi

Calisma protokoliinde, ¢alismada optimize edilen antijenik protein (SARS Cov-2) 96
gozIli ELISA plak kuyularima PBS igerisinde diliie edilerek gece boyu 4 °C’de inkiibe
edildi. Ertesi giin kuyular 300 pul PBS-T ile ii¢ kere yikandi uygun konsantrasyondaki siit
tozu ile 1 saat 37 °C’de bloklandi. Inkiibasyon sonrasi kuyular PBS-T ile ayn1 sekilde
yikandi. Test edilecek serum ya da hibridoma {ist sivilar1 belirlenen diliisyonlarda
kuyulara eklendi ve 1 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Enzim isaretli sekonder antikor
kullanilmadan 6nce kuyular PBS-T ile yikandi ve uygun konsantrasyondaki diliisyon
araliginda (1/2000-1/2500) hazirlanarak ELISA plak kuyularia 100’er pl ilave edildi ve
37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Son kez PBS-T ile bes defa yikanan kuyulara isaretli
enzime uygun substrat tamponu eklenerek spektrofotometrik okuma alindi ve deney
sonuclar1 pozitif ve negatif kontrol kuyular1 baz alinarak degerlendirildi. Cizelge 3.14.’te

farkli calismalar i¢in kullanilan antijen, antikor konsantrasyonlari bulunmaktadir.
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Cizelge 3.14. Dolayli ELISA bilesenlerinin kullanim konsantrasyonu ve miktarlari

(HRP) isaretli

Kullanim amaci . KQQ§antrasyon Kullanim
Kullanilan protein /Diliisyon .
. miktari
miktari
fareluer Ve TavsanlarlP Yag1 alinmais siit tozu %1,5 300 ul
immiin yanitinin kontrolii
Farelerin immiin yanitinin Fare serumu 1/100, 1/1000, 100 ul
kontrolii 1/5000 H
Tavsanlarin 1mmun 1/1000, -1/5000,
ams‘umn Kontrolii Tavsan serumu 1/10000, 100 pl

Y 1/20000

Ke¢i  anti-fare  1gG
Farelenfl immiin yanitinin | alkalen fosfataz (AP) 1/2000 100 ul
kontrolii veya Horseradish

peroksidaz (HRP) isaretli
Tavsanlarin immiin | Ke¢i anti-tavsan IgG AP
yanitinin kontrolii veya HRP igaretli 1/2500 100
farelner ve Tavsanlarl}'l AP enzimi igin uygun mg/m| 100 pl
immiin yanitinin kontrolii | proteini olmayan substrat
Fareler ve Tavsanlarin | HRP enzimi i¢in uygun
o ; - 100 pl
immiin yanitinin kontrolii | substrat
Hlbrldqma yanitinin Hibridoma {ist s1vis1 - 100 pl
kontrolii

Kegi anti-fare Polyvalent
Hibridoma yanitinin | (G,A,M) AP veya
kontrolii Horseradish  peroksidaz 1/2000 100 pl

3.4.2. Direkt ELISA yontemi

Direkt ELISA yontemi (Sekil 3.2.), biyotin ve HRP enzimleri ile isaretlenen antijenlerin
calisma konsantrasyonunun tespit edilmesi i¢in kullanildi. Gerekli olan tamponlar
Cizelge 3.13.’tekiler ile aynidir.
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Substrat

lsaretli Antijen Igareth Antijen
S,

Monocklonal Antikor

Sekil 3.2. Direkt ELISA yontemi

Calisma protokoliinde, test edilecek isaretli proteine 6zgiin antikor ya da antijenik
proteinin 96 gozlii ELISA plak kuyularina kaplanmasi i¢in, gece boyu 4 °C’de inkiibe
edildi. Ertesi giin kuyular 300 pl PBS-T ile {i¢ kere yikand1 uygun konsantrasyondaki siit
tozu ile 1 saat 37 °C’de bloklandi. Inkiibasyon sonrasi kuyular PBS-T ile ayn1 sekilde
yikandi. Test edilecek isaretli protein artan diliisyonlarda (1/500, 1/1000, 1/2000, 1/3000
ve 1/5000) hazrilanarak 100 ‘er pl ilave edildi ve 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Son kez
PBS-T ile bes defa yikanan kuyulara isaretli enzime uygun substrat tamponu eklenerek
spektrofotometrik okuma alindi ve deney sonuglar1 pozitif ve negatif kontrol kuyulari baz

alinarak degerlendirildi.

3.4.3. Yarisimh RBD nétralizan ELISA yontemi

SARS-CoV-2 Spike proteininin reseptor baglanma alan1 (RBD, S-RBD), insan
hiicrelerinde bulunan ACE-2 reseptorlerine giiglii bir sekilde baglanma yetenegine
sayesinde virlisiin hiicrelere girisini ve enfeksiyonun baglamasini saglar. RBD
notralizasyon ELISA testi (Sekil 3.3.), ¢alisma kapsaminda gelistirilen monoklonal
antikorlarin RBD proteinine baglanarak onun ACE-2 proteini ile arasindaki etkilesimi

bloke edip edemedigini tespit edebilmek i¢in kullanildu.
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Anti-RBD antikordan ile notralize edalen
HRP igarethh RBD proteini ve anti-RBD HRP 1areth RBD protenn

antikorlanmm ||]:_ ik ibasyonu | ﬁ?
A8 =
¢ &V &7

Substrat

Sekil 3.3. Yarisimli RBD nétralizan ELISA yontemi

Calisma protokoliinde, ACE-2 farkli konsantrasyonlarda hazirlanarak (200, 400, 600, 800
ng), gece boyunca 4°C'de ELISA plakalarinin oyuklarina kaplandi. Plaka 3 kez PBS-T
ile yikand1. Kuyucuklar %5 SMP (Yagsiz Siit Tozu) ile 37 °C'de 1 saat bloke edildi ve ii¢
kez PBS-T ile yikandi. 400 ng fare monoklonal antikorlari ve iyilesmis hasta serumundan
elde edilen insan poliklonal antikoru ti¢ farkli tiipe alindi (200 pl) ve 1/750 diliie edilen
HRP isaretli RBD (200 pl) ile karistirildi. Karisim oda sicakliginda 30 dakika 6n
inkiibasyonda tutuldu. Daha sonra karisim ELISA plak kuyularina dagitildi ve 1 saat 37
°C’de inkiibe edildi. PBS-T ile bes kez yikanan kuyulara TMB substrat tamponu ilave
edilerek mavi renk olusumu gozlendi. 10 dk sonunda reaksiyon 2 M H2SO; ile
durdurularak 450 nm de okuma yapildi. Spesifik olarak RBD'ye baglanan bir numunedeki
nétralize edici antikorlar, HRP etiketli RBD'nin ACE-2 ile etkilesimini bloke etti ve
spektrofotometrik okumasi yapilan kuyularda sinyal olusumu gerceklesmedi. Sinyal,

mevcut olan spesifik notralize edici antikorlarin miktar ile orantili olarak azaldi.

3.4.4. Yarisimh ACE-2 nétralizan ELISA yontemi

Tez calismast kapsaminda, SARS-CoV-2 Spike proteininin reseptor baglanma bolgesi
(RBD) molekiiliinii taklit eden anti-idiyotipik antikorlarin, insan hiicresindeki ACE-2
reseptorlerine olan baglanma kabiliyetlerinin degerlendirilmesi amaciyla 6zellestirilmis
bir ACE-2 Notralizan ELISA testi gelistirildi (Sekil 3.4.). Bu test, anti-idiyotipik
antikorlarin RBD’nin ACE-2 reseptoriine olan afinitelerini taklit ederek viriisiin reseptdre

baglanmasini nasil engelleyebilecegini analiz etmek i¢in tasarlandi.
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Gelistirilen metodoloji, bu antikorlarin RBD’nin ACE-2 etkilesimini bloke etme
yeteneklerini dogrudan ve hassas bir sekilde Olgerek, gelistirilen antikorlarin RBD’yi

taklit edebilme kapasitelerinin belirlenmesi amaciyla kullanildi.

VOH-BT ANTROTEAN e nohanyze canen

Bivotu isnreth ACE-2 protesy ve anti- Biyotin igareth ACE-2 proteus

nl.-u'muluunn)uu|nl.«l|l.|~\t'l-" ' w?
4@ Ag" Y

Substrat

Sekil 3.4. Yarisimli ACE-2 nétralizan ELISA yontemi

Calisma protokoliinde, ncelikle, 96 oyuklu mikrotiter polistiren ELISA plakalari (Nunc,
MA) PBS tamponu igerisinde 100 ng RBD ile kaplandi ve gece boyunca +4°C’de inkiibe
edildi. Plaka, ti¢c kez PBS-Tween 20 ile yikandi. ELISA plakasi, 37°C’de 1 saat siireyle
%2 BSA ile inkiibe edildi. Daha sonra oyuklar, ili¢ kez PBS-Tween ile yikandi. Farkli
konsantrasyonlarda aid-mAb (250, 500,100 ng) ayr tiiplerde sabit miktarda biyotin
etiketli ACE-2 (1/250 diliie) ile inkiibe edildi.

Bundan sonra, aid-mAb ve biyotin etiketli ACE-2 karisimlart ELISA plaka oyuklarina
dagitildi. 30 dk oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra plak ii¢ kez PBS-Tween ile yikandi.
Streptavidin-POD konjugat tamponu plaka kuyularina 100 pl dagitildi ve karanlikta, 30
dk boyunca 37 °C’de inkiibe edildi. ELISA plaklart son kez bes defa yikand1 ve TMB-
HRP substrat tamponu ile 10 dakika inkiibe edildi. Reaksiyon H2SOys ile durduruldu ve
450 nm’de okundu.

3.5. Protein Isaretleme Yontemleri

Proteinlerin enzim ile isaretleme yOntemleri, proteinleri tespit etme ve analiz etme
stireclerinde genis bir kullanim alanina sahiptir. Bu yontemlerde, hedef proteinlere
spesifik enzimler baglanir ve bu enzimlerin katalize ettigi reaksiyonlar araciliiyla

proteinler gorlinlir hale getirilir. En yaygin kullanilan enzimler arasinda horseradish
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peroxidase (HRP), biyotin ve alkaline phosphatase (AP) bulunur. Bu enzimler,
substratlar1 renkli {irtinlere doniistiirerek, Western blot, ELISA gibi analitik tekniklerde
proteinlerin varligini1 ve miktarini1 gorsel olarak tespit edilmesini saglar. Bu amagla tez
kapsaminda biyotin ve HRP enzimleri kullanilarak proteinlerin isaretleme ¢aligsmalari

yapild.

3.5.1. Biyotin ile isaretleme yontemi

Calisma protokoliinde, Biotin etiketleme c¢alismalarinda bir amin spesifik biyotinleme
maddesi, biotin N-hidroksi-siiksinimid ester (NHS-Biotin; Sigma, ABD), DMSO iginde
¢ozdiiriildii. Biotin eklenmeden 6nce, ACE-2 protein soliisyonunun 0,1 M karbonat
tamponu ile pH 9’a ayarlandi. ACE-2 proteini ve biotin, 1 mg protein / 125 pg biotin
olarak karistirildi ve 4 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Reaksiyona girmemis biyotin,

gece boyunca PBS’ye kars1 diyaliz edilerek karisimdan ¢ikarildi.

3.5.2. HRP ile isaretleme yontemi

RBD proteini, rekabet¢i ELISA testin de sinyal {iretmek i¢in HRP enzimleri ile konjiige
edildi. HRP, RBD antijenine iki asamal1 bir prosediirle baglandig: bilinir. ik adimda,
aldehit gruplari elde etmek i¢in enzimdeki monosakkarit kalintilar1 periyodat kullanilarak
oksitlenir. Ikinci adimda, aldehit gruplari, RBD molekiiliindeki amino gruplari ile

reaksiyona girer.

Caligma protokoliinde, 1 mg antijenin isaretlenmesi i¢in; 0,5 mg HRP tartilip 125 pl
dH20 icerisinde ¢ozdiiriildii. Uzerine 0,2 M NalO4 eklendi ve karistirici {izerinde 20 dk
oda sicakliginda galkalandi. Karisim pH’1 4,5 olana kadar tizerine 1 mM Na-asetat ilave
edildi ardindan vivaspin 500 kolonlara yiiklenerek 12 000 rpm’de 3 dk santrifiijlendi.
Islem icin yaklasik 300 pl Na-asetat kullanildi. HRP’li karistma pH degeri 9,5 olan 0,2
M Karbonat tamponu ilave edilerek nihai pH 9,5’a ¢ikarildi. Yaklasik olarak 50 pl
tampon kullanildi. Temiz bir vivaspin 500 kolanuna alinan karigim konsantre edilerek 75-
100 pl hacime indirildi. Konsantre edilen HRP’li antikor {izerine 125 pl 10 mM karbonat
tamponu ilave edilerek oda sicakliginda karigtirict ilizerinde 2 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyonu tamamlandiktan sonra 4mg/ml NaBH4 tamponundan 12,5 ml eklenerek 4
saat 4°C’de karistirild1 ve reaksiyon durduruldu. Reaksiyon karisimi PBS tamponuna

kars1 diyaliz edikten sonra -20 °C’de kiiciik pargalara boliinerek saklandi.
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3.6. Deney Hayvanlarinin Bagisiklanmasi Yontemi

Tez caligmasinda tiim deney hayvanlar i¢in yapilan bagisiklama c¢alismalarinda ilk
immiinizasyonda Oldiiriilmiis Mycobacterium tuberculosis igeren tam Freunds’ adjuvan
(CFA) kullanildi. Ardindan gelen diger immiinizasyonlarda ise sadece mineral yag igeren
tam olmayan Freunds’ adjuvam (IFA) kullanildi. immiinojen ve adjuvanlar hacimsel
olarak 1:1 oraninda karistirilarak uygulandi. Calismada kullanilan tamponun hazirlanisi

Cizelge 3.15.’te gosterilmektedir.

Cizelge 3.15. Immiinizasyon ¢alismalarinda kullanilan tamponlar

Tampon Ad1 Hazirlamisi Kullanim Yeri

2,3 gram sodyum sitrat, 0,8 gram
Sodyum Sitrat | sitrik asit ve 2,2 gram glikoz 100 | Deney hayvanlarindan kan
Tamponu ml distile su i¢inde ¢oziildii ve alimi sirasinda kullanilda.

-20 °C’de sakland:.

Deney hayvanlarinin bagisiklanmasi {i¢ ayr1 ¢aligma kapsaminda gerceklestirildi:

1. Anti-SARS-CoV-2 monoklonal antikorlarinin gelistirilmesi,
2. Anti-idiyotipik SARS-CoV-2 S1/RBD mAb gelistirilmesi,

3. Anti-idiyotip antikorlarin anti-RBD etkinliginin in vivo kosullarda arastirilmasi.

59



3.6.1. Balb/c cinsi farelerin bagisiklanmasi

Ug calisma i¢in hazirlanan gruplar ve immunizasyon bilgileri Cizelge 3.16.’da verildi.

Cizelge 3.16. Fare immiinizasyon ¢alismalarinda kullanilan immiinojenler ve uygulama
dozlari

Antijen Deney
No | Kullanim Amaci Kullamlan Antijen . Hayvani
Miktar
Sayisi
SARS CoV-2 S1 (Sinobiologicals, 4 3
40591-VO8BI1) HE
. SARS-CoV-2 S1 Protein His Tag
1 QnAt;o S':\I?iriron\ésf (HEK293) (Acro Biosystems, | 5pug 3
gy " | SIN-C52H3)
SARS CoV-2 S1/RBD 5 3
(Acrobiosytems, SPD-C5255) HE
Fare anti-SARS-CoV-2 S1 H9 50 3
MAM mAb-Fab bolgesi He
Fare anti-SARS-CoV-2 S1/RBD 50 3
E6 MAM mAb-Fab bolgesi He
Anti-idiyotipik Insan anti-SARS-CoV-2 S1/RBD 50 3
, | SARS-CoV-2 FY pAb-Fab bélgesi He
S1/RBD mAb | Fare anti-SARS-CoV-2 S1 H9 50 3
gelistirilmesi. MAM mAb HE
Fare anti-SARS-CoV-2 S1/RBD 50 3
E6 MAM mAb He
Insan anti-SARS-CoV-2 S1/RBD 50 3
FY pAb HE
Anti-ld SARS-CoV-2 F1B4 mAb 50 pg 3
idivoti Anti-ld SARS-CoV-2 F2A6 mAb 50 pug 3
g;ﬂ((‘)ﬂ';’r‘:ﬂp . [Anti-ld SARS-CoV-2 HOF3 mAb | 50 g 3
3 | RBD etkinliginin in Ant!-ld SARS-CoV-2 E6G7 mAb 50 pug 3
Vivo kosullarda Ant!-ld SARS-CoV-2 F7TE11 mAb | 50 ug 3
aragtirilmasi Anti-ld SARS-CoV-2 F8H3 mAb 50 ug 3
SARS CoV-2 S1/RBD 5 3
(Acrobiosytems, SPD-C5255) HE

Calisma protokoliinde, her bir fare i¢in ¢alismada belirtilen dozlardaki immiinojenler 100
ul PBS i¢inde diliie edildi ilk bagisiklamada 100 pl Freund’s tam adjuvanti ile karistirildi,
sonraki immiinizasyonlarda 100 pl Freund’s tam olmayan adjuvant ile karistirilarak
hazirlandi. Karisim, Balb/c cinsi alt1 haftalik disi farelerin periton igerisine iki haftalik

periyotlarla uygulandi.
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Immiinizasyonu takip eden 10’uncu giinde farelerden alinan az miktar sodyum sitrat
iceren kanin serumu ayrilarak -20 °C’de muhafaza edildi. Farelerdeki immiin yanit

kontrolii dolayli ELISA testi ile ger¢eklestirildi.

3.6.2. Yeni Zelanda cinsi tavsanlarin immiinizasyonu

SARS Cov-2 RBD molekiiliinii taklit eden Tavsan Anti-idiyotipik mab gelistirilmesi i¢in

hazirlanan immiinizasyon gruplarina ait bilgiler Cizlege 3.17.’de yer almaktadir.

Cizelge 3.17. Tavsan immiinizasyon ¢aligmalarinda kullanilan immiinojenler ve
uygulama dozlar

Antijen Deney
No Kullanim Amaci Kullanilan Antijen . J Hayvam
Miktar:
Sayisi
1 | Anti-idiyotipik  SARS- | Fa"€ @nt-SARS-COV-2 5, 1
S1/RBD E6 MAM Fab
CoV-2 S1/RBD mAb [ :
5 elistirilmesi Insan anti-SARS-CoV-2 100 1
8 ' S1/RBD FY Fab 8

Calisma protokoliinde, immiinizasyon i¢in belirlenen antijen dozu 500 pl PBS icinde
diliie edildi ve 500 pl Freund’s tam adjuvant1 ile karitirildi, sonraki immiinizasyonlarda
500 pl Freund’s tam olmayan adjuvant ile karistirilarak hazirlandi. Taze hazirlanan
immiinojenler, li¢ aylik Yeni Zelanda cinsi tavsanlara subkutan olarak bes farkli bolgeden
immiinize edildi. Immiinizasyonlar on bes giin arayla uyguland1 ve immiinizasyonu takip

eden 10’uncu giinde az miktarda kan alinarak serumu -20 °C’ye kaldirild1.

3.7. Antikorlar1 Proteolitik Kesim ile Fragmentlere Ayirma Yontemleri

Anti-Id antikorlarin gelistirilmesi i¢in dncelikle, tez kapsaminda SARS-CoV-2 S ve RBD
proteinine kars1 gelistirilen monoklonal antikorlar ile SARS-CoV-2 ile enfekte olmus bir
dondr insandan elde edilen kovaselent plazmadan saflastirilmis insan antikoru enzimatik

olarak kesilerek fragmentlere ayrildi.

Tez ¢aligmasinda klasik antikor kesiminde kullanilan ticari papain ve Fisin gibi proteolitik
enzimlerin yam sira Bursa Uludag Universitesi’nin 6nceki calismalarinda, yerli
topraklardan izole edilmis olan Bacillus subtilis 168 E6-5 proteaz enzimi antikor kesimi

caligmalarinda kullanildi.
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Dolayis1 ile bu caligmada ii¢ farkli enzimin kesim optimizasyonu yapildi. Calisma

kapsaminda kullanilan tamponlarin hazirlanis1 Cizelge 3.18.’de gosterilmektedir.

Cizelge 3.18. Antikor kesim ¢aligmalarinda kullanilan tamponlarin hazirlanmasi

Tampon Ad1 Hazirlams1 Kullamim Yeri
Aktivasyon Tamponu | 50 mM L-cyctein, 20 mM NaH>POs,
(Papain Enzimi i¢in) 10 mM EDTA, pH. 7

Sindirim Tamponu | 20 mM NaH>POs, 10 mM EDTA, | Antikorlarin Papain
(Papain Enzimi i¢in) pH. 6,3 ile Proteolitik Kesimi

Durdurma Soliisyonu . .
(Papain Enzimi icin) 100 mM PMSF (Isopropanol i¢inde)

Sindirim Tamponu .
(Fisin Enzimi i¢in) >0 mM Tris, 2 mM EDTA, pH. 7 Antikorlarin Fisin ile
Durdurma Soliisyonu Proteolitik Kesimi

(Fisin Enzimi icin) 100 mM N-etil-maleimid soliisyonu

Antikorlarin Bacillus
Sindirim Tamponu | 50 mM Sodyum Fosfat Tamponu, 10 | subtilis 168 E6-5
(Yerli Enzim igin) mm EDTA (pH 6, pH 7, pH 8, pH 9) | proteaz enzimi
Proteolitik Kesimi

3.7.1. Papain enzimi ile antikor fragmentasyonu

Calisma protokoliinde, papain enzimi 5 mg tartilarak 0,5 ml dH>O igerisinde ¢oziildii.
Coziinen enzimden 50 pl alinarak 450 pl sindirim tamponu eklendi ve enzim aktivasyonu
baslatildi. Enzim tiipi 10 dk 37 °C de karstiricili ¢alkalayici igerisinde inkiibe edildi.
Daha sonra 10 kDa vivaspin 500 pl konsantrator tliplerine alinan aktive enzim, 10 dk
1200 rpm de santrifiijlendi. 500 pl’lik hacim yaklasik 50 pl’ye indirildi, tizerine 450 pl
sindirim tamponu ilave edilerek enzim konsantratérden alindi. Sindirim (Kesim) tamponu

icerisindeki L-sistein arindirild1 ve tampon pH’ 6,3’ten 7’ye ¢ikarildi.

Diger taraftan 1-2 mg/ml arasindaki antikorlar, vivaspin kolona alinarak mevcut PBS
tamponu, sindirim tamponu ile degistirildi. Reaksiyon tiipline 100 pl alinarak enzimatik
sindirim pilot 6l¢ek calismasi yapildi. Farkli yiizdeler ve farkli reaksiyon siirelerinde

enzim ve antikor karigimlar bir araya getirildi (Cizelge 3.19.).
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Cizelge 3.19. Papain enzimi i¢in uygulanan reaksiyon siiresi

Inkiibasyon siiresi
1 saat 4 saat 16 saat 20 saat

Enzim/Antikor

1/10
1/120
1/50

Inkiibasyon siiresinin sonunda 100 mM PMSF stogundan reaksiyon tiiplerine 5 pl
eklenerek proteolitik aktivite durduruldu ve kesim sonrasi saflastirma i¢in hazir hale

getirildi.

3.7.2. Fisin enzimi ile antikor fragmentasyonu

Calisma protokoliinde, 1 mg Fisin, igerisindel ml 2 mM EDTA igeren, pH 7,0 50 mM
Tris tamponunda ¢oziildii ve ayn1 tampona kars1 diyalize edilen antikor ¢ozeltisine 1:30
ve 1:50 Enzim/Sindirim tamponu oraninda karistirildi. Antikor hacmi 100 pl kullanild:
enzim hacmi belirtilen oranlarda kullanildi daha sonra enzim hacmi, sindirim tamponu
ile 50 pl ye tamamland1 (Cizelge 3.20.). Reaksiyon daha sonra 10 mM'lik son bir
konsantrasyonda L-sistein eklenerek aktive edildi ve karistm 37° C'de karistiricili
inkiibatorde 4, 8, 16 saat boyunca inkiibe edildi. Reaksiyon, 100 mM N-etil-maleimid
soliisyonundan 15 pl eklenerek durduruldu ve sindirim karisimi PBS’ye karsi diyaliz

edildi.

Cizelge 3.20. Fisin enzimi i¢in uygulanan reaksiyon siiresi

Inkiibasyon siiresi
1 saat 4 saat 16 saat 20 saat

Enzim/Antikor

1/10
1/120
1/50

3.7.3. Yerli enzim ile antikor fragmentasyonu

Calisma protokoliinde, Bacillus subtilis 168 E6-5 ‘ten saflastirilan proteaz enzimi; 10 mM
EDTA, 50 mM Sodyum Fosfat tamponu igerisinde ¢oziildii. Enzim dort farkli pH’da test
edilmek tizere pH 6, 7, 8 ve 9’a ayarlanan sindirim tamponu igerisinde mg/ml olacak
sekilde ¢oziildii. Ayni sekilde kesim ¢aligmasinda kullanilacak olan antikorlarda uygun

pH degerine sahip tamponlara kars1 vivaspin 500 kolonlar kullanilarak tampon degisimi
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yapildi, bu sayede antikorlar hem enzim kesiminde belirlenen farkli pH degerlerine sahip
Sodyum fosfat tamponlarina alindi hem de antikorlarin mevcut konsantrasyonlart 2

mg/ml olacak sekilde kullanildi.

Antikor enzim oranlari hacimsel olarak 1:20 olacak sekilde hazirlandi. Reaksiyon
tiiplerine 2 mg/ml konsantrasyondaki antikorlardan 100 pl ilave edildi, lizerlerine her
antikor i¢in ayni olacak sekilde farkli pH degerlerine sahip mg/ml konsantrasyondaki
enzimlerden 5 pl eklendi ve hacimsel olarak ¢alisma ortaminin uygun diliisyonu igin 45
ul her tiip i¢in kendi pH degerlerindeki Sodyum Fosfat tamponlari ilave edildi (Cizelge
3.21.). Reaksiyon tiipleri 4 saat boyunca 37 °C’de karistiricili ortamda inkiibe edildi.

Cizelge 3.21. Enzimatik reaksiyon i¢in kullanilan sindirim tamponu degiskenleri

Sindirim tamponu Enzim miktar1 | Antikor miktar1 | Eklenen  sindirim
(mg/ml) (mg/ml) tamponu miktari

0.05 M sodyum fosfat, 0,01 | 5 pl 100 pl 45 pul

m EDTA pH 6

0.05 M sodyum fosfat, 0,01 | 5 ul 100 pl 45 ul

m EDTA pH 7

0.05 M sodyum fosfat, 0,01 | 5 ul 100 pl 45 ul

m EDTApH 8

0.05 M sodyum fosfat, 0,01 | 5 ul 100 pl 45 ul

m EDTApH 9

Inkiibasyon siiresinin sonunda reaksiyon tiiplerine 5 pl 0,1 M PMSF eklenerek enzim
aktivitesi durduruldu. Enzimatik aktivitenin kontrolii i¢in reaksiyon tiiplerinden alinan
ornekler SDS-PAGE ile yiiriitiilerek giimiis boyama yapildi ve antikor kesiminin kontrolii

saglandi.

3.8. Bacillus subtilis 168 E6-5 Proteaz Enzimi Saflastirma Yontemi

Bursa Uludag Universitesi’nin onceki calismalarinda, yerli topraklardan izole edilmis
olan Bacillus subtilis 168 E6-5 proteaz enziminin antikor kesimi {izerindeki proteolitik

kesim kabiliyeti arastirildi ve ticari enzimlere alternatif olarak degerlendirildi.
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Proteaz Enziminin Saflastiriimasi kapsaminda, Liyofilize formda temin edilen 5 gr ham
enzim, 100 mL 0,05M sodyum-fosfat tampon (pH 7,0) i¢inde nazik¢e ¢oziildii. Ham
enzimin 1 mL’si aktivite tayini, 1 mL’side protein tayini i¢in kullanildi. Caligmada

kullanilan tamponlar Cizelge 3.22.’de yer almaktadir.

Cizelge 3.22. Antikor kesim ¢aligsmalarinda kullanilan tamponlarin hazirlanmasi

Tampon Ad1 Hazirlamis1 Kullanim Yeri
2 g kazein 20 mL 0,1 M NaOH
¢Ozeltisi i¢gerisinde siirekli

karigtirllarak ~ kaynayana  kadar
1sitilmis, ardindan karisima 80 mL
Substrat Tamponu 0,05M sodyum-fosfat tampon (pH
7,0) ¢ozeltisi eklenir. Cozeltinin pH
degeri 1/3 oraninda seyreltilmis
fosforik asit kullanilarak ayarlandi.
Taze hazirlanir.

250 ml distile su icerisinde 1 g NaOH | Proteaz Aktivite
cozdiiriildi. Tayini

6,53 g TCA tartild1 ve 100 mL distile
0,4 M TCA ¢ozeltisi su igerisinde  ¢Ozildi. Taze

Proteaz Aktivite
Tayini

0,1 M NaOH c¢ozeltisi

Proteaz Aktivite

Tayini
hazirlanir.
0,4 M sodyum | 4,23 g NaxCO; tartilarak 100 ml | Proteaz Aktivite
Karbonat Tamponu dH20 i¢inde ¢oziildii. Tayini

A ve B ¢ozeltileri hazirlandi.

A) 0,05 M Na,HPO4.7H20 c¢ozeltisi
icin 2,01 g Na,HPO4.7H>0 tartildi ve
150 mL distile su igerisinde ¢oziildii.
0,05 M Sodyum Fosfat | B) 0,05 M NaH;P04.2H>0 ¢ozeltisi | Proteaz Aktivite
Tamponu icin 0,78 g NaH2PO4.2H>0 tartild1 ve | Tayini

100 mL distile su igerisinde ¢oziildii
B ¢ozeltisi, A ¢ozeltisi lizerine pH 7
olana kadar yavas yavas eklendi. Son
hacim 250 ml ye tamamlandi.

3.8.1. Aktivite gosteren proteaz enziminin konsantre edilmesi yontemi

Yerli enzimin saflagtirma Oncesinde aktivitesinin belirlenmesi amonyum siilfat ile

coktiiriilmesi, diyaliz edilmesi ve konsantrasyonu ¢alismalar1 tamamlandi.

Calisma protokoliinde, aktivite tayini icin 2 deney grubu hazirlandi. Ornek tiipiine 1 ml
substrat ¢ozeltisi kor tiiptline ise 2 ml 0,4 M TCA koyuldu. Tiipler 37 °C’lik su banyosuna

aliarak 10 dk inkiibe edildi. Daha sonra 6rnek tiipiine 1 ml enzim, kor tiipiine ise 50 mM
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sodyum fosfat tamponu eklenerek 10 dk su banyosunda inkiibe edildi. Inkiibasyonun
ardindan ornek tiipiine 2 ml TCA, kor tiiptine 1 ml substrat eklenerek vortesklendi. 37
°C’de 20 dk. bekletildikten sonra 6 000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. 1 ml slipernatant
ile Iml diliie edilen folin fenol reaktifi ve 5 ml 0,4 M Na>COs3 eklenerek karisim iyice
vostekslendi. 20 dk. oda sicakliginda ve karanlikta bekletildi. Ornegin, 660 nm’deki

absorbans degeri kore karsi okunarak degerlendirildi.

Standart egri grafigi olusturmak icin 0-60 pg/ml tirozin igeren standartlar hazirlandi.
Boylece drnekte proteaz enzimi etkisi ile ortaya ¢ikan tirozin miktar1 hesaplandi. Kore
kars1 okunan absorbans degeri ile tirozin standartlarinin lineer grafik denkleminden
yararlanilarak enzim aktivitesi belirlendi. (Keay ve Wildi, 1970) tarafindan ortaya konan
yonteme gore 1 pg/ml tirozin 2 IU/ml enzime karsilik gelmektedir (1 IU enzim, bir dk 1

umol substrat doniisiimiinii katalizler).

Enzim aktivasyonu belirlendikten sonra ham enzim %80’lik amonyum siilfat ile
¢oktiiriildi. 100 ml ham enzim iizerine 52,3 g amonyum siilfat, 4 °C’de yavas yavas
ortama eklendi. Manyetik karistirici lizerinde 4 saat kanstinldi. 4 °C’de 1 gece
bekletildikten sonra ertesi giin 4 °C’de 10000 rpm’de 30 dk santrifiijlendi ve elde edilen
pellet 15 ml 0,5 M sodyum fosfat tamponunda nazikgce diliie edildi.

Standart diyaliz protokolii uygulandi ancak diyaliz tamponu olarak 0,5 M sodyum fosfat
tamponu kullanildi. Diyaliz edilen enzim, ultrafiltrasyon (Merck™ Centriprep™
Centrifugal Filter Units, MW cut-off 10 kDa) tiipiine aktarildiktan sonra 4°C’de 5 000
rpm’de 15 dk. santrifiijlendi. Enzim hacmi 5 ml olacak sekilde konsantre edildi.

3.8.2. Jel filtrasyon kromatografi yontemi

Bacillus cinsi proteazlarin molekiiler agirlig1 8-71 kDa arasindadir. Ancak genellikle 30-
40 kDa arasinda oldugu bilinir. Calisma protokoliinde, Jel filtrasyonu i¢in kullanilan
kolon dolgu materyali i¢in Sephadex ® G-75 tercih edildi. Bu dolgu materyali ile 3-80
kDa arasinda olan proteinler saflastirilabildiginden, enzimin saf olarak elde edilebilmesi
icin bu materyal ¢alisma i¢in yeterli oldu. Cap1 2 cm olan 47 cm’lik kolonun hacmi 147
cm?® olarak hesaplandi. 1 g Sephadex ® G-75 maddesi yaklasik olarak 12-15 mL su
tutabilir. 10 g kolon dolgu materyali tartilarak 250 ml 50 mM sodyum fosfat tamponu
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icerisine eklendi ve yavasca karistirildi. Bir gece boyunca 4 °C’de bekletilerek jelin
sismesi beklendi. Ertesi giin sisen jel kolona dolduruldu ve kolondan ¢ikan tampon ile
kolona giren tamponun pH degeri esitlenene kadar 50 mM sodyum fosfat tamponu ile
kolon dengelendi ve bir gece 4 °C’de bekletildi. Enzim karistmi dikkatlice kolona
yiiklendi ve tiim 6rnek kolona girdikten sonra 50 mM sodyum fosfat tamponu ile kolon
yikand1 ve fraksiyonlar 1 ml hacimle toplandi. Kolon akis hizi 2 ml/dk olarak ayarlandi.
Fraksiyonlarin absorbans degerleri OD 280 nm’de 6l¢iildii.

3.9. Fare Monoklonal Antikorlarinin Gelistirilmesi ve Hibridoma Yo6ntemi

Calisma kapsaminda immiinize edilen farelerin giiclii immiin yanit olusturanlar sirasi ile
fiizyon ¢aligmasina alindi. Fare (Balb/c) FO myeloma (kanser) hiicresi ve hedef antijen ile
bagisiklanmig farenin (Balb/c) dalak hiicrelerinin kimyasal bir ajan yardimi ile
birlestirilmesi islemi olan fiizyon c¢aligmasi i¢in yapilmasi gereken on hazirliklar
flizyondan iki hafta 6ncesinde tamamlandi. Kullanilacak otoklavlanabilir tiim malzemeler
steril edildi. Filizyona alinacak fareye flizyondan yaklasik dort giin oncesinde hedef
antijen ile Rapel adi verilen hatirlatma immiinizasyonu yapildi. Caligmada kullanilan

besiyerlerinin hazirlanmasi Cizelge 3.23.’te gosterilmektedir.
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Cizelge 3.23. Hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilan tamponlar

Tampon Ad1 Hazirlams1 Kullamim Yeri
13,36 g DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium), 2 gram
sodyum bikarbonat ve 5,96 g

HEPES (Hidroksimetil
piperazinehtansulfonik asit) 1 1 Serumsuz hilcre
DMEM Besiyeri otoklavlanmis dH>O igerisinde Besiyeri

¢oziildii. Cozeltinin pH degeri
sodyum  hidroksit  kullanilarak
7,2’ye ayarlandi. Ardindan vakum
filtrasyon sistemi ile slizme islemi
gergeklestirildi.

Farkli hiicrelerin biiylimesi ig¢in
gerekli besi yeri, hacmin %20’si
kadar FBS (Fetal Bovine Serum),
Fare Orijinli Hiicreler | %79 DMEM ve %1 PSA (Penisilin, | Hiicrelerin
icin Biiylitme Besiyeri Streptomisin, Amfoterisin B) ya da | Biiyiitiilmesi
FBS oran1 %10 a disiirilerek
DMEM oram1 %89’a c¢ikartilarak

hazirlandu.
Hibridoma Segici (I){ucre bityiitme bes1yer‘1 ISCTISING | {ribridoma
. %2 HAT (Hipoksantin, .
Besiyeri Seleksiyonu

Aminopterin, Timidin) ilave edildi.
Hiicre biiylitme besiyeri igerisine
%2 HT (Hipoksantin, Timidin)

Hibridoma Takviye Hibrit Hiicrelerin

Besiyeri dave edildi Desteklenmesti
Hiicre Dondurma %80 .FBS’ %.10 D.MEM ve %10 Uzun Siireli Hiicre
Besiyeri dimetil stilfoksit (DMSO) Muhafazasi
kullanilarak karanlikta hazirlandi.
2 gram PEG tartilir tizerine 1 ml saf
PEG 4000 su ve 1 ml PBS koyularak | Fare Fiizyonu

otoklavlandi.

3.9.1. Fare (Balb/c) orijinli FO myeloma hiicrelerinin hazirlanmasi

Oliimsiizliik 6zelliginden yararlanilacak olan FO (CRL-1646, ATCC) fare myeloma

hiicreleri flizyon ¢alismasindan iki hafta 6nce hiicre kiiltiiriin de {iretime alindu.

Caligma protokoliinde, hiicre dondurma tiiplerinde bulunan fare myeloma hiicreleri sivi
azot (-196 °C) tankindan alinarak hizlica 37°C sicaklikta ¢oziildii ve 8§ ml DMEM
icerisinde diliie edilerek 1250 rpm’de 5 dk santrifiijlendi. DMSO bulunan siipernatant
dikkatlice uzaklastirildi ve hiicre pelleti 1 ml hiicre biiyiitme besiyeri (%20 FBS, %1
antibiyotikli DMEM) icinde diliie edilerek 25 c¢cm?lik hiicre kiiltiir flaskina alind.
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Hiicreler 37°C’de, %5 CO2 ve %95 nem kosullarindaki inkiibatorde muhafaza edildi.
%70 yogunluga ulasan hiicrelere 36-48 saat arayla hiicre pasajlama islemi yapildi. Bu
asamada hiicre kiiltiir sisesindeki hiicreler, bir hiicre kaldiric1 (Scraper) yardimi ile
serumsuz DMEM igeren soliisyon kullanarak nazikce kaldirildi ve 900 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiistiir. Iki kez yikama isleminden sonra hiicreler taze %10 FBS
iceren DMEM medyuma alinarak yeni hiicre kiiltlir flaskina (75 -150 ecm?2’lik) ekim
yapildi.

Fiizyon giinii myeloma hiicrelerinin log fazinda olmasi fiizyondan elde edilecek hibrit
sayisini olumlu etkileyecegi i¢in fiizyondan 6nceki giin myeloma hiicrelerine herhangi

bir islem uygulanmadi.

Flizyon sirasinda birgok hiicre kiiltlir kabinda ¢ogaltilmis olan tiim myeloma hiicreleri bir
scrapper yardimiyla kaldirilarak serumsuz DMEM igerisinde diliie edildi ve tripan blue
ile 1:1 oraninda karistirilarak, hiicre sayma aparati1 olan hemositometre laminda hiicreler

sayildi.

3.9.2. Hiicrelerin sayim yontemi

Trypan Blue boyasi canli hiicrelerin sayimi i¢in kullanilan geleneksel boyalardandir. Bu
boya, 6lii hiicrelerin zarlarindan diffiize olarak bu hiicreleri boyar ve diffiize olamadig:
saglikl hiicreler de parlak ve beyaz goriiniir. Bu sayede hiicre slispansiyonundaki yasam

orani hakkinda da fikir sahibi olunabilir.

Calisma protokoliinde, hiicre siispansiyonundan 10 pl alinarak 10 pl Trypan Blue hiicre
boyasi ile karistirildi. Trypan Blue — hiicre karisimi hemositometreye alindi ve 25 kareye
diisen hiicre miktar1 sayildi. Daha sonra asagidaki formiil kullanilarak hiicre sayisi

hesaplandi (Sekil 3.5.).

Karelerdeki toplam hiicre sayist x Hiicre siispansiyon hacmi x 2 (boya ile yapilan
diliisyon katsayist) x 10¢ (sabit kat say1)

Sekil 3.5. Hiicre sayim formiilii
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Sekil 3.6.‘da Fare myeloma hiicrelerinin 4X mikroskobik goriintiisii yer almaktadhir.

0088090109 ¢b;
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.00 650209000000,
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Sekil 3.6. Fare myeloma hiicrelerinin mikroskop altindaki goriintiileri
2.9.3. Rapel uygulamasi

Fiizyon isleminden dort giin 6nce immunize edilen fareler arasinda serum ELISA testi
sonucunda en yiiksek yaniti veren fare bu islem igin secildi. Bu fareye rapel yani

hatirlatma immiinizasyonu yapildi.

Calisma protokoliinde, rapel immiinizasyonunda normal immiinizasyonlarda kullanilan
antijen, immiinizasyon dozunun yaris1 kadar miktarda kullanildi ve herhangi bir
tamamlayict adjuvant olmadan 100 pl PBS igerisinde hazirlanarak farenin kuyruk

veninden enjekte edildi.

3.9.4. Besleyici hiicrelerin hazirlanmasi

Fiizyon igleminden bir giin 6nce, dalak-myeloma hiicre fiizyonundan elde edilecek olan
hibrit hiicrelerin yani hibridomalarin hayatta kalabilmeleri i¢in gerekli uygun ortam
kosullarini1 saglamak i¢in herhangi bir immiinizasyon islemi uygulanmamais saglikli bir
fareden, besleyici hiicre (feeder) adi verilen makrofaj hiicrelerin alim islemi

gerceklestirilmistir.

Calisma protokoliinde, feeder hiicre alimi i¢in, servikal dislokasyonla 6ldiiriilen fare %70
ET-OH i¢ine alind1 ve daha sonra fare pegeteye emdirilerek, laminer kabin i¢inde sirt iistii
olacak sekilde sabitlendi. Periton zarina zarar verilmeden karin tizerindeki deri siyrildi.
Steril enjektor yardimiyla 5 ml serumsuz DMEM, herhangi bir organa temas edilmeden

periton igine birakildi ve geri ¢ekilerek biiylitme besiyerine eklendi.
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Hiicre bulunan besiyeri ortam1 en az 10 adet 96 kuyuluk hiicre kiiltiir plaklarina kuyu
basina 4 000 ile 6 000 hiicre olacak sekilde 100 pl olarak dagitildi. Besleyici hiicreler
CO2’li inkiibatorde muhafaza edildi. Ertesi giin kontaminasyon olup olmadigi
mikroskopla kontrol edildi. Gece boyu bu hiicrelerin salgiladigi albiimin, sitokin
bakimindan olduk¢a zengin, uygun biiylime faktorlerini i¢eren besleyici besiyeri ertesi
giin fiizyon sonrasi elde edilecek hibridoma hiicrelerinin biiyiimesini desteklemek icgin

kullanild1 (Sekil 3.7.).

Sekil 3.7. Besleyici hiicrelerin mikroskop altindaki goriiniimii
3.9.5. Fare (Balb/c) orijinli dalak hiicrelerinin hazirlanmasi

Hedef antijen ile bagisiklanmis ve antijenik yaniti yeterli seviyeye ulasan fare, son Rapel
immiinizasyon uygulamasindan 4 giin sonra servikal dislokasyonla oldiiriilerek %70

EtOH igerisine alindi.

Calisma protokoliinde, fare laminar akimli kabin icerisinde sabitlenerek karin bolgesi alt
batindan kesilerek agildi ve antikor {lireten B hiicrelerinin agirlikli olarak yer aldigi dalak
organi dikkatlice steril pens yardimi ile alinarak steril petri igerisindeki serumsuz
DMEM’e alindi. Dalak organi, mevcut hiicrelerin sivi ortama transferi amaci ile steril
stizgec ve baget yardimiyla bir petri kabinda siispanse edildi ve miimkiin olabildigi kadar
yaglarindan armndirildi. Elde edilen hiicre siispansiyonu steril falkon tiip igerisinde
toplandi ve hiicre sayim islemi i¢in hemositometre laminda sayildi. Dalagi alinan bu
farenin ELISA testlerinde pozitif kontrol olarak kullanilmas1 amaciyla hayvanin kalp kani

alinarak serumu kii¢iik parcalar halinde ependorf tiiplere alinarak -20 °C’de saklandi.
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3.9.6. Fare orijinli dalak-myeloma hiicrelerinin birlestirilmesi (PEG aracil fiizyon)

Fiizyon ¢alismasi iki somatik hiicrenin sitoplazma ve ¢ekirdeklerinin tamamen birbirine
kaynagmasi seklinde gerceklestirilen bir yontem olup iki yararli 6zellige sahip hiicrelerin
kimyasal bir ajan (polietilen glikol) yardimu ile birlestirilmesi esasina dayanmaktadir. B
lenfositlerinin spesifik antikor iiretici 6zellikleri ile myeloma hiicrelerinin 6liimsiiz olma
Ozelligini kazanan hibrit hiicreler 6zel sartlarda iiretildiklerinde tek bir antijenik
determinanta karst ¢ok yiiksek oOzgiillikte ve sonsuz miktarda monoklonal antikor

sentezlemektedir (Yiicel, 2017) (Sekil 3.8.).

2. Fuzyon 3. Hibrit hicrelerin

segilimi

Zo. Myeloma Hicresi 4. Hicre Ust
sivist biriktirme
A Faadie Hibritierin
. 4 . Baylik Olgek Uretimi

| gEsiiiaissy
! Saai
/ N K Hicre
" W' Flzyon KiltGrd Caligmalarn
- » ¥, "
— Dalak Hilcresi -
1.
i sacia Monoklonal Antikor
Immunizasyon

5. Saoflagtirma

Sekil 3.8. Hibridoma teknolojisi ile monoklonal antikor gelistirme basamaklari

Calisma protokoliinde, fiizyon ¢alismasinda; FO myeloma hiicreleri ve dalak hiicreleri
ayr1 ayri sayilarak ve {i¢ kez yikama iglemi sonrasinda 50 ml falcon tiip icerisin de 1:3 ile
1:10 arasinda oranlarda birlestirildi. Hiicre karisimi serumsuz DMEM igerisinde yikandi,
1 250 rpm’de 5 dk santrifiijlenerek, siipernatant dikkatlice hiicre karisiminin iizerinden
cekilerek atildi. Daha sonra myeloma ve dalak hiicre pelletine, 37 °C’de muhafaza edilen
Polietilen glikol-4000’den (PEG-4 000) 1 ml alinarak, 1 dk igerisinde, nazik¢e yavas
yavas eklendi, falkon tiip 1 dk boyunca 37 °C’de muhafaza edildi. Daha sonra 4 ml
serumsuz DMEM 4 dk i¢inde yavas yavas pellet karisimina ilave edildi. Ardindan 10ml
serumsuz DMEM yavasca eklenerek karisim 5 dakika 37°C’deki CO; inkiibat6riinde
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi hiicre karisim1 1250 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve

siipernatant atirak PEG ortamdan uzaklastirildi.
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Hiicre pelleti %20 FBS, %2 HAT ve %1 Antibiyotik igeren DMEM i¢inde ¢oziindii ve
besleyici besiyeri bulunan 96 kuyucuklu plakalara kuyu basina 150 pl olacak sekilde
dagitildi. Flizyon isleminden sonra hiicreler 10 giin boyunca hicbir islem uygulanmadan

%5 COg, 37 °C’de ve %96 nemli inkiibator ortamin da muhafaza edildi.

Fiizyon c¢alismalarinda kullanilan PEG, memeli hiicre sistemlerin de toksik etki
gosterdiginden, yikama islemi ile hemen ortamdan uzaklastirilmasi 6nemlidir. Yine
reaksiyon ortaminin pH’s1 (8-8,2), fiizyon siiresi (1-2 dk), sicaklik (24-37 °C) fiizyon

isleminde 6nemli parametrelerdir (Hui ve Stenger, 1993).

Fiizyon calismasi tamamlandiktan sonra flizyon giinii kullanilmayan FO myeloma

hiicreleri donduruldu.

3.9.7. Hiicrelerin dondurulmasi, muhafaza edilmesi

Hiicreleri uzun siire muhafaza etmak i¢in hiicre dondurma islemi gerceklestirilmistir.

Calisma protokoliinde gerek myeloma hiicreleri gerekse hibridoma hiicreleri DMEM
medyum ile yikandiktan sonra 1 250 rpm’de 5 dk santrifiijlendi. Supernatant ¢ekilerek
atildi. Pellet %70 FBS, %20 DMEM, %10 DMSO ic¢eren dondurma besiyeri ile ¢oziildii
ve her bir dondurma tiipiinde 1x10°-5x10° hiicre olacak sekilde dagitildi. DMSO,
hiicrelerin dondurma siirecinde hiicrelerin dondurmaya bagl olusan buz kristalinin neden
oldugu mekanik hasardan korumak amacl kullanilmistir. Dondurma tiiplerin de bulunan
hiicreler 2 saat -20 °C’de daha sonra bir gece boyunca -80 °C’de bekletilerek, uzun siireli

muhafaza i¢in s1vi1 nitrojen (-195 °C) tankina kaldirildu.

3.9.8. Hibrit hiicrelerin tesbiti, pozitif klon secilimi ve tek diisiirme ¢calismalar

Fiizyondan sonraki 10 uncu giinde tiim kuyular mikroskop altinda tek tek tarandi ve hibrit
hiicre kolonileri bulunan kuyular isaretlendi. Isaretli kuyulara ait hiicre kiiltiir {ist stvilari,
hedef antijen kaplanmis 96 kuyuluk ELISA plaklarinda, dolayli ELISA testi kullanilarak
antijen yanitlar1 acisindan test edildi. ELISA test sonrasi, Filizyon plaklaria ait kuyular
%2 HT iceren besiyeri ile beslendi. Hiicrelerin gelisimine bagh olarak sonrasinda HT

icermeyen normal hiicre kiiltiir besiyerine gecildi.
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Dolayli ELISA ile antikor yaniti1 belirlenen hibrit hiicrelerin hedef antijene spesifik
oldugunun tespit edilebilmesi i¢in benzer ve farkli antijenler ile ¢apraz ELISA testi
yapilarak pozitif hiicre secilimi gerceklesti ve ii¢ kez tekrarlanan test sonucunda da

spesifik yanit veren hibrit hiicreler belirlendi.

Antijene 0zgiin oldugu belirlenen hibridoma kuyularindan tek klon yani monoklon
olusturmak amaci ile tek diistirme ¢alismasi yapildi. Bu amagla pozitif hibrit bulunan
fiizyon plak kuyularindan alinan hiicreler, taze feeder hiicre i¢eren plaklara seri diliisyon

yontemi ile dagitildi.

Calisma protokoliinde, aktarilacak hibrit hiicreler bulundugu kuyudan nazikge
pipetlenerek kaldirildi ve 20 pl st sivi alinarak 200 pl feeder hiicre bulunan kiiltiir
plaginin A1 kuyusuna birakildi. Kuyuda nazikge pipetleme yapilarak 100 pl olacak
sekilde B1 kuyusuna gecildi. Ayn1 islem sirasiyla siitunda yapildi. Seri diliisyon 1
siitundan 12’nci Siituna kadar yana kaydirilarak devam ettirildi. Diliisyon calismasi
tamamlanan plaklar CO ; inkiibatore kaldirildi ve 10 giin sonra tek koloni diisen kuyular
mikroskopta taranarak tek klon olan kuyular belirlendi. Bu kuyularin {ist sivilar1 dolayh
ELISA ile test edildi ve uygun cevabi veren klonlar yeniden tek diislirme islemine tabii

tutuldu.

3.10. Tavsan Monoklonal Antikorlarimin Gelistirilmesi ve Hibridoma Y ontemi

Immiinizasyon sonrasi yeterli immiin yanit elde edilen tavsanlar ile fiizyon calismasi
yapildi. Tavsanlar i¢in immiin yanit kan serumunun 1/5000, 1/10000 diliisyonlarinin
ELISA’daki absorbans degerinin >1 ve iizeri olmasi yeterli goriildii. Tavsanlara yapilan
rapel uygulamasi i¢in farelerden farkli olarak; flizyona alinacak olan tavsana fiizyondan
dort giin once kulaktan intravenoz olarak adjuvant icermeyen antijenler (antikorlar) ile
immiinizasyon yapildi. Fiizyon calismasindan once tavsandan biiylik miktar kan alimi

yapild1 ve poliklonal antikor elde edilmek iizere saklandi.
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Tavsan flizyon ¢alismalarinda kullanilan myeloma hiicre hattt 240 El:1, Loyola
University Chicago Stritch School of Medicine bas arastirmacisi KATHERINE L.
KNIGHT tan temin edilmistir. Tavsan monoklonal antikorlarinin gelistirilmesi ig¢in
gerekli olan protokol ise Tiirkiye’de ilk kez TUBITAK MAM Gen Miihendisligi’n de tez
kapsaminda gergeklestirilmistir. Flizyon calismast i¢in kullanilan tamponlar Cizelge

3.24.’te verildi.

Cizelge 3.24. Tavsan monoklonal antikor gelistirme ¢aligmalarinda kullanilan tamponlar

Tampon Ad1 Hazirlamisi Kullanim Yeri
10 g RPMI (Roswell Park
Memorial Institute) tartilarak 1 1
otoklavlanmis distile su icerisinde
¢oOzildii. Ardindan vakum
filtrasyon sistemi ile slizme islemi
gerceklestirildi.

10 gram RPMI toz 1 litreden az
distile su igerisinde  ¢Oziliir.
Icerisine 10 ml L-glutamin,10 ml
Hepes, 10 ml MEM Amino Asitler,
5 ml MEM Esansiyel Olmayan
Amino Asitler, 10 ml

Sodyum Piruvat,10 ml MEM
vitaminleri, 1 ml 2-ME ve %1 PSA
eklenir. Besiyeri pH 17.7.2 degerler
arasinda 25-30 Sodyum bikarbonat
eklenerek ayarlanir. Besiyeri 1
litreye tamamlanir.

Serumsuz hiicre

RPMI Besiyer1 Besiyeri

Hiicrelerin
Biiyiitiilmesi

Tavsan Orijinli Hiicreler
icin Biiyiitme Besiyeri

Hibridoma
Besiyeri

Secici

Hiicre biiylitme besiyeri igerisine
%2 HAT (Hipoksantin,
Aminopterin, Timidin) ilave edildi.

Hibridoma
Seleksiyonu

Hibridoma
Besiyeri

Takviye

Hiicre biiylitme besiyeri igerisine
%2 HT (Hipoksantin, Timidin)
ilave edildi.

Hibrit Hiicrelerin
Desteklenmesi

Hiicre
Besiyeri

Dondurma

%80 FBS, %10 RPMI ve %10
dimetil sulfoksit (DMSO)
kullanilarak karanlikta hazirlanda.

Uzun Sireli Hiicre

Muhafazasi

PEG 4000

2 gram PEG tartilir tizerine 1 ml saf
su ve 1 ml PBS koyularak
otoklavlandi.

Tavsan Flizyonu
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3.10.1. 240E1:1 myeloma hiicrelerinin hazirlanmasi

Fiizyon partneri olan 240E1:1 hiicrelerinin, fiizyondan iki hafta o6ncesinde sivi azot
tankindan taze olarak agilmasi gerekir. Dort haftadan uzun siireyle pasajlanan hiicreler

fiizyon ¢alismalarinda kullanilmaz.

Calisma protokoliinde, planlanan fiizyon tarihinden on beg giin dnce si1vi azot tankindan
bulunan cryo tiiplerdeki tavsan myeloma hiicresi hizlica eritilerek RPMI medyum igine
alind1 ve yikama islemi gerceklestirildi. Ardindan 1 250 rpm’de 5 dk santrifiijlenen
hiicrelerin siipernatanti uzaklastirildi ve hiicre pelleti besleyici RPMI besi yerinde
dikkatlice ¢dziilerek 25 cm?’lik hiicre flasklarna ekildi. Hiicreler 24-48 saat arasinda log
fazina geldigi icin iki glinde bir besiyeri tazelenerek hiicreler c¢ogaltildi. Fiizyon
calismasindan {i¢ giin 6nce hiicreler 8-azaguanin igeren besi yerine alindi ve HGPRT"
olmayan hiicrelerin elemine edilmesi saglandi. Fiizyon giiniinde toplam on adet 75
cm?’lik flask kullamldi. Flasklardaki myeloma hiicreleri scraper (kaziyict) yardimi ile
kaldirilarak serumsuz RPMI besiyerine aktarildi ve 5 dk 1 250 rpm’de santriifiijlendi.
Hiicre pelleti serumsuz besiyerinde c¢oziilerek hiicre sayimi yapildi, islem 3 kez

tekrarlandi ve hiicre sayimlarin ortalamasi alind1.

Tavsan flizyon ¢alismalarinda fare fiizyon calismasindan farkli olarak besleyici hiicre
ortaminin hazirlanmasinda periton i¢i s1vi alimi yerine tavsan myeloma hiicreleri plaklara
ekilerek feeder ortami hazirlanir. 48 gozlii hiicre plaklarma kuyu basia 10° hiicre gelecek

sekilde fiizyondan bir giin 6nce tavsan myeloma hiicreleri ekildi.

3.10.2. Tavsan orjinli dalak hiicrelerinin hazirlanmasi

Antijenik yanit1 yiiksek olan ve Fiizyon ¢alismasinda kullanilacak olan tavsan, inhalasyon
yontemi ile bayiltildiktan sonra sol tarafina yatirildi. Operasyon bdlgesi dikkatlice
tiragland1 ve alkolle temizlendikten sonra biyogiivenlik kabin igerisine alindi. Tiragh
bolge dikkatlice nester yardimiyla agildi ve kanlanan alan steril gazli bez ile temizlendi.
Dalak cikarilarak serumsuz RPMI igerisine alindi. Daha sonra deney hayvanlari atik
yonetmeligine uygun olarak kullanilan deney hayvani bertaraf edildi. Dalak organi hiicre
kiiltiir ortaminda, hiicrelerin siispansiyonu i¢in 10 ml RPMI bulunan steril petri kabina
aktarildi. 5 ml lik enjektér yardimi ile RPMI medyum ortamdam siringa edilerek
dikkatlice dalak igerisine zerk edildi.
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Bu islem birka¢ kez tekrar edilerek dalak icerisinde bulunan splenositler nazikce petri
icerisinde bulunun RPMI’a aktarildi. Splenositleri iceren RPMI’'in bulundugu falkon
1 250 pmp’de 5 dk santrifiijlendikten sonra hiicre pelleti serumsuz RPMI’da ¢oziilerek ii¢

kez hiicre sayimi yapildi ve sayimlarin ortalamasi alindi.

3.10.3. Tavsan orjinli dalak-myeloma hiicrelerinin birlestirilmesi, fiizyon islemi

Sayimlar1 yapilan dalak hiicreleri ve myeloma hiicreleri 1:2 Dalak:Myeloma oraninda
birlestirildi ve 1250 rpm’de 5 dk santrifiijlendi. Supernatant atild1 ve pellet 1 ml PEG-
4000 ile ¢oziildii. Islem 1 dk igerisinde nazikce tamamlandi. Hiicre pelleti 5 dk 37 °C’de
inkiibe edildi. Daha sonra birer dk siireyle birer ml sadece RPMI soliisyonu ile dort kez
diliie edildi. Son olarak 10 ml RPMI soliisyonu yavas yavas hiicre siispansiyonu {izerine
eklendi ve ¢ok nazikge pipetlendi. Hiicrelerin birlestirilme isleminin yapildigi 50 ml. Lik
santrifiij tiipii %5 CO2’lu 37 °C’li inkiibatorde 5 dk bekletildi ve inkiibasyon sonunda
hiicreler 5 dk 1 250 rpm’de santrifiijlendi. Hiicre supernatant1 tamamen pellet {izerinden
alindi. Dalak:Myleoma pelleti 1 ml RPMI ile nazik¢e ¢oziildii. Daha sonra fiizyon besi
yerine alind1. 48 gozli kuyulara 200 pl olarak dagitildi.

Bu calismada fiizyon besi yeri icin HAT igermeyen besi yeri kullanildi. Fiizyonu takip
eden 3. giinde flizyon kuyularina %1 HAT igerecek sekilde 50 pl taze besi yeri eklendi.
Koloniler iki ile bes hafta arasinda olusmaya basladi. Hibrit olusumuyla beraber
hibridoma hiicrelerinin karakterizasyon g¢alismalar1 fare fiizyon calismasi ile paralel

sekilde devam ettirildi.

3.11. Kolon Kromatografisi ile Protein Saflastirma Yontemi

Monoklonal antikorlarin tek diisiirme ¢aligmalar1 ve isotiplerinin belirlenmesi ¢caligsmalari
tamamlandiktan sonra, hibridoma hiicreleri ¢cok miktar da antikor eldesi i¢in genis 6lgek
tiretime alinmistir. Antikor igeren hiicre kiiltiir iist sivilart en az 1 Lt. olacak sekilde
toplanarak +4 C°’de muhafaza edilmistir. Saflastirma asamasinda Antikorun alt isotipine
uygun yontemler secilerek saflastirma asamasina gegilmistir. Saflastirma islemleri
sonrasin dayliksek secicilik ve Ozgiillik gosteren monoklonal antikorlar elde
edilmektedir. Bu da onlarin tanisal testler, terapdtik uygulamalar ve bilimsel aragtirmalar
acisindan degerli biyolojik araclar haline gelmesine olanak tanimaktadir. Caligmada

kullanilan tamponlarin hazirlanis1 Cizelge 3.25.’te gosterildi.
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Cizelge 3.25. Antikorlar1 Saflastirma ¢alismalarinda kullanilan tamponlar

Tampon Ad1 Hazirlamisi Kullanim Yeri
Doyurulmus dH>O igerisinde ¢6kme gozlenene kadar . -
Amonyum Siilfat amonyum siilfat eklenerek hazirlandi. Antikor Coktiirme

20 mM Sodyum

A ve B ¢ozeltileri hazirland.

A) 0,02 M NaxHPOugozeltisi i¢in 14,96 g
Na,HPO4 tartildi ve 500 mL distile su
igerisinde ¢oziildii.

B) 0,05 M NaH;POy4 ¢ozeltisi i¢in 11,998 g

Protein G Afinite

177025fat Tamponu pH NaH;PO4 tartildi ve 500 mL distile su | Kolon Saflastirma
' icerisinde ¢oziilmiistiir.
B ¢ozeltisi, A ¢Ozeltisi lizerine pH 7,2 olana
kadar yavas yavas eklendi. Son hacim 1 L
ye tamamlandi.
3 M Sodyum |3 M sodyum kloriir ve 1,5 M gilisin
Kloriir, 1,5 M | tartilarak dH>O igerisinde ¢6ziildii pH. 8’e | Protein A Afinite
Glisin Tamponu pH | ayarlandi. Siiziiliip ultrasonik banyoda | Kolon Saflagtirma
8 degaze edildi.
.. 10,1 M glisin tartilarak dH>O igerisinde | Protein A/G
0,1 M Glisin | 2 . ... s e .
Tamponu pH 2.7 (;ozuldu. pH 2,7’ye ayarlapd{. Stiziiliip | Afinite Kolon
ultrasonik banyoda degaze edildi. Saflagtirma
I M Tris Tamponu 1 M trizma base tartilarak dH>O igerisinde Protqin /AG
pH 9 cozildi pH 9,0’a ayarlandi. Siiziiliip | Afinite Kolon
ultrasonik banyoda degaze edildi. Saflagtirma
A ve B ¢ozeltileri hazirlandi.
A) 0,02 M NaHPOgcozeltisi i¢in 14,96 g
Na,HPO4 tartildi ve 500 mL distile su
icerisinde ¢oziildii.
20mM- Sodyum | 5 65\ NaHLPO, cozeltisi icin 11,998 ¢ | BN
fosfat, 800mM . Antikorlarinin
. NaH;PO4 tartildt ve 500 mL distile su .
amonyum  silfat | . .7 et e Afinite Kolon
pH:7,5 1(;er.1.s1nd'e_gozu{m usj[u'r Lo Saflastirmasi
’ B ¢ozeltisi, A ¢ozeltisi lizerine pH 7,5 olana
kadar yavas yavas eklendi. Igerisine 800
mM amonyum siilfat katiolarak eklendi ve
son hacim 1 L ye tamamlandi.
A ve B ¢ozeltileri hazirlandi.
A) 0,02 M Na;HPOscozeltisi i¢in 14,96 g
Na;HPO4 tartildt ve 500 mL distile su
igerisinde ¢oziildii. IgM
20mM Sodyum | B) 0,05 M NaH,PO4 ¢6zeltisi i¢in 11,998 g | Antikorlarinin
fosfat pH:7,5 NaH;PO4 tartildi ve 500 mL distile su | Afinite Kolon
igerisinde ¢oziilmiistiir. Saflastirmasi

B ¢ozeltisi, A ¢ozeltisi lizerine pH 7,5 olana
kadar yavas yavas eklendi. Son Hacim 1
L’ye tamamlandi.
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3.11.1. Hibridoma hiicrelerinin genis olcek iiretilmesi

Antijene spesifik ve monoklonal antikor iireten hibrit hiicrelerden, yiiksek miktarda
antikor elde etmek amaciyla genis 6lgek liretim ¢aligsmalar1 gergeklestirildi. Hiicre kiiltiir
iist stvilart en az 1 L olacak sekilde toplandi, 1 250 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek
4 °C’de muhafaza edildi.

Caligma protokoliinde, hibridoma hiicresi sirastyla 96 kuyucuklu plakalardan 24 kuyuluk
hiicre kiiltiir plaklarma, daha genis olan 6 kuyuluk plaklara, T25 cm?, 150 cm? ve 175
cm?’lik hiicre kiiltiir (TPP) flasklarina asama asama alind1. Her pasaj isleminde iist s1v1

kontrolii yapilarak antikor tiretiminin devamlilig1 dolayli ELISA ile test edildi.

3.11.2. Antikor isotiplerinin tayini

Tek diisiirme ¢aligmalar1 sonrasinda artik tek klon yani monoklon oldugu belirlenen ve
dolayist ile monoklonal antikor iirettigi degerlendirilen hibritlerin agir ve hafif zincir
izotiplerinin belirlenmesi i¢in BD firmasinin ticari Mouse Immiinoglobulin Isotyping

ELISA test kiti kullanildi.

Calisma protokoliinde, kit protokoliine uygun olarak once kit igerigindeki antikorlar
ELISA plak kuyularma kaplandi. Gece boyu 4 °C’de bekleme sonrasinda, plak kit
igcerisindeki bloklama soliisyonu kullanilarak bloklandi. Tespit edilmek istenen Hibrit
hiicreye ait antikorun oldugu {ist s1vi kuyuya eklendi, inkiibasyon sonrasi fare sekonder
antikoru eklendi. Son olarak subsrat ilave edildi ve 450 nm’de spektrofotometrik okuma
alindi. Tek bir alt isotipe sahip oldugu belirlenen monoklonal antikorlar belirlendi ve
birden fazla isotipi bulunan kuyulardan gerekli goriilmesi halinde yeniden tek diisiirme

calismasi yapildi.

3.11.3. Amonyum siilfat ile protein coktiirme yontemi

Amonyum siilfat ile ¢oktiirmenin ¢aligma prensibi, hidrofobik protein gruplari etrafindaki
su molekiillerinin tuz iyonlarn tarafindan uzaklastirilmasidir. Bdylece hidrofobik

gruplarin birbirleriyle etkilesimi artar ve proteinler ¢oker.
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Antikorun kismen saflastirilmasina ve konsantre olmasina izin vermek i¢in hiicre kiiltiirii
ist sivisinin hacminin 1,1 kati doymus AS c¢ozeltisi 4 °C'de manyetik bir karistirict
yardimiyla karistirilirken i¢inde yavas yavas ilave edildi. Daha 10 000 rpm'de +4°C'de
santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 pellet uygun miktarda PBS ile ¢ozdiiriildiikten sonra

PBS’e kars1 diyaliz edildi.

Calisma protokoliinde, immiinoglobulin G (IgG) tipi antikorlarin ¢oktiiriilmesi igin,
saflagtirilacak st siviya iist stvinin 1,1 kati miktarinda doyurulmus amonyum siilfat
cozeltisi, 4 °C’de manyetik karistirict tizerinde 30 dk igerisinde ilave edildi. Cozelti
yaklasik 4 saat siiresince 4 °C’de karistiricida inkiibe edildi ve karisim uygun siselere
aliarak yiiksek hizli santrifiijde 10.000 rpm’de 4 °C’de 35 dakika boyunca santrifiij
edildi. Antikor bulunan pellet saflastirma ¢alismasi i¢in kullanildi. Supernatant toplandi
ve dolayli ELISA’da hala antikor bulunup bulunmadig test edildi. Negatif yanit alinan

siipernatantlar atildi.

IgM tipi monoklonal antikorlarin ¢oktiiriilmesi i¢in, hiicre {ist s1vi hacminin agirlik olarak
%20’si kadar kati amonyum siilfat tartilarak, yavas yavas 4 °C’de karistiric1 lizerinde
bulunan iist siviya eklendi. 4 saat boyunca 4 °C’de karistiric1 lizerinde monoklonal
antikorlar dahil tiim proteinler ¢oktiiriildii ve protokol IgG tipi antikorlarla ayn1 sekilde

tamamlandi.

3.11.4. Diyaliz yontemi

Calisma protokoliinde, amonyum siilfat ile ¢oktiiriilen protein yapidaki monoklonal
antikorlarin bulundugu pellet nazik¢e PBS tamponu igerisinde ¢oziildii. Diyaliz tiipiine
alian 6rnek, hacminin yiiz kat1 biiyiikliigiindeki PBS tamponu bulunan beher icerisine
alinrak 4 °C’de manyetik karistirici iizerinde diyaliz edildi. Diyaliz tamponu en az dort

defa degistirilerek diyaliz tamamlandi.

3.11.5. Protein A kolon kromatografisi ile antikorlarin saflastirilmasi

Ticari olarak temin edilen Protein A ya bagli afinite kolon kromatografi (HiTrap protein
A HP, cytiva) ile IgG tipinde antikorlarin saflastirilmasi asagidaki protokole gore

tamamlandi.
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Calisma protokoliinde protein A kolonu, saflastirma islemi yapilacak NGC (New
Generation Chromatography) gibi bir saflastirma sistemine baglandi. Kolon hacminin 5
kat1 (5X) kadar baglama tamponu ile yikama yapildi ve ardindan protein ¢oktiirme islemi
yapilan diyaliz edilmis antikorlar 0,45 pm filtreden (Hydrophilic PVDF 0,45 pm,
AISIMO) gecirildikten sonra protein A afinite kolonuna verilmek tizere NGC
sistemindeki uygun {initeye yiiklendi. Sistemden baglama tamponu gegirildi ve kolon
sonrasi kesimler birer ml olmak iizere fraksiyon tiiplerinde toplandi. Tiiplere toplanan 6n
kesim fraksiyonlarinin absorbans degerleri, 280nm’de dlgiilerek, sifir1 gosterinceye kadar
kolondan baglama tamponu gegirildi. Daha sonra kolondan eliisyon tamponu gegirildi ve
antikorlar 75 pl denge tamponu igeren tiiplerde birer ml olmak iizere toplandi. Absorbans
280nm’de sifir1 gosterinceye kadar islem devam ettirildi. Islem tamamlandiktan sonra
kolonun uzun siireli muhafazasi i¢in kolon, hacminin iki kat1 kadar %20’lik etanol ile
yikanarak 4 °C’ye kaldirildi. Kolon kromatografisi ile saflagtirilan 6rnege ait fraksiyonlar,
dolayli ELISA ile test edildi ve aktivite bulunan antikor kesimleri belirlendi ve

birlestirilerek diyaliz edildi ve antikor konsantrasyonu ¢esitli yontemler ile belirlendi.

3.11.6. IgM kolon kromatografisi ile antikorlarin saflastirilmasi

Ticari olarak temin edilmis olan IgM afinite kromatografi (HiTrap IgM Purification HP,
cytiva) ile IgM tipinde antikorlarin saflastirilmas1 asagidaki protokole gore

gergeklestirildi.

Calisma protokoliinde, kolon materyali, saflastirma islemi yapilacak saflastirma
sistemine bagland1 ve Protein A kolon saflastirma protokiilii ile 6rnek yiikleme kismina
kadar ayni sekilde islem tamamlandi. Ornek yiikleme sonrasi sistemden baglama
tamponu gegirildi ve kolon sonrasi kesimler birer ml olmak iizere tiiplerde toplandi.
Tiiplere toplanan 6n kesim fraksiyonlarinin absorbans degerleri, 280 nm’de 6lgiilerek,
sifir1 gosterinceye kadar kolondan baglama tamponu gegirildi. Sonra kolondan eliisyon
tamponu gegirildi ve fraksiyonlar 1’er ml olmak {izere toplandi. Absorbans 280 nm’de
sifir1 gosterinceye kadar iglem devam ettirildi. Kolonun yikanip kaldirilmas: ise yine
protein A kolonu ile ayni sekilde yapildi. Saflastirilan 6rnege ait fraksiyonlar, dolayl
ELISA ile test edilerek aktivite alinan antikor kesimleri belirlendi ve birlestirilerek diyaliz

edildi.
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3.11.7. Protein G kolon kromatografisi ile saflagtirilmasi

Insan poliklonal antikorlarinin saflastirilmasi i¢in, SARS-CoV-2 viriisii ile enfekte olmus
ve lyilesmis hastadan alinan kan 6rnegi 4 000 rpm’de 15 dk santrifiijlendi ve serumu
ayrilarak 1 ml hacimli parcalara boliindii. Daha sonra amonyum siilfat ¢oktiirme islemi

uygulanmadan direkt olarak serumdan saflastirma calismasi gergeklestirildi.

Caligma protokoliinde, ticari olarak temin edilmis olan Protein G ye bagl afinite kolon
kromatografisi (HiTrap protein G HP, cytiva) ile IgG tipinde antikorlarin saflagtirilmasi
calismasi Protein a kolon kullanilarak yapilan protokol ile ayni sekilde tamamlandi.
Saflastirma sonrasi fraksiyonlar dolayli ELISA ile test edilerek aktif antikor yanit1 veren

elisyon sonrasi fraksiyonlar birlestirilerek diyaliz edildi.

3.11.8. Antikor konsantrasyonun belirlenmesi

Immiin Afinite Kolon Kromatografisi sonrast ELISA ile test edilerek aktivitesi belirlenen
antikor kesimleri konsantre edilerek saklandi. Ancak antikorlar konsantre edilmeden once

stv1 igerisindeki antikor konsantrasyonu 280 nm’deki absorbansi belirlenerek hesaplandi.

Calisma protokoliinde, konsantrasyon tayini icin BCA (MERCK) kiti de kullanildi.
Protokol kit talimatina uygun sekilde tamamlandi. Oncelikle A ve B tamponlar1 50:1
oraninda karistirildi ve ELISA plak kuyularima 200 pl hacimle dagitildi. Daha sonra 2-
0,062 araliginda seri diliisyonla hazirlanan BSA standart 6rneklerinden 25 pl ¢ift tekrarl
olarak kuyulara eklendi. Test edilecek konsantrasyonu bilinmeyen numunelerde ¢ift
tekrarli olarak kuyulara 25 pl hacimde eklendi. 30 dk, 37 °C’de inkiibe edildi. 562 nm de
spektrofotometrik okuma alindi. BSA standartlarinin ortalamalar1 alinarak egim grafigi
elde edildi. R? degeri %99 ve iizeri olan sonuglar degerlendirmeye alindi. Grafikten ele

edilen denklem iizerinden numunelere ait konsantrasyonlar hesaplandi.
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3.11.9. Antikorlarin konsantre edilmesi

Konsantrasyon yontemi olarak antikor iceren ¢ozelti diyaliz sonrasi liyofilize edildi.
Liyofilize edilen monoklonal ve poliklonal antikorlar uzun siireler -20 °C veya -80 °C de

saklanabilir.

Bu sistemde (CHRIST Alpha 1-4 Ldplus) liyofilizasyon, ¢oziicliniin siiblimasyon ile
uzaklastirilmasina dayanir. Antikor iceren ¢ozelti yaklasik 2 saat -20 °C’de daha sonra
gece boyu -80 °C’de bekletilerek donduruldu ve ¢oziicii buz kristalleri siiblimasyon ile

ucurularak toz haline getirildi.

3.11.10. Fab fragmanlarinin saflastirma yontemi

Antikor-enzim kesimi sonrasi Fc ve Fab bolgelerine ayrilan antikorlarin Fab bolgelerinin

saflagtirilmasi i¢in standart [gG1 saflastirmasi ile ayn1 yontem kullanildi.

Calisma protokoliinde, dncelikle kesimin basarili oldugu protokoliin belirlenmesi ile orta
oleekli kesim galismasi yapilarak toplamda 5 mg antikor kesimi ile ¢alisildi. Ug farkli
enzim kesimi sonrasi, Protein A kolonlar1 kullanilarak, bu kolonun antikorlarin Fc
yapisina spesifik olmasi1 ve Fc yapilar1 baglamasi nedeni ile kesilmeden kalan antikorlar
ve kesilen Fc bolgeleri, Protein A’ya baglandigi i¢in, eliisyon tampon kullanim
asamasinda elde edildiler, saflagtirilmasi istenen Fab bolgeleri ise Protein A’ya
baglanmadigi i¢in kolondan inen 6n kesim agamasinda toplandilar. Bu amagla saflagtirma
tinitesine baglanan kolon baglama tamponu ile sartlandiktan sonra enzimatik kesime tabi

tutulan antikorlar kolona yiiklendi.

Kolona baglanmayan Fab bdlgeleri 6n kesimde toplandi. Eliisyon kesiminde ise Fc
bolgeleri ve kesilmeyen tiim antikorlar elde edildi. On kesimden elde edilen Fab bélgeleri
glimiis boyama ile gosterilerek dogrulandiktan sonra ELISA ile test edilerek
karakterizasyon calismasi tamamlandi. Toplanan Fab kesimi deney hayvanlarinin
bagisiklanmasi ve bu kesime karst antikor gelistirilmesi kapsaminda kullanilmak {izere

kiiclik pargalara ayrilarak -20 °C’de muhafaza edildi.
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4. BULGULAR
4.1. SARS-CoV-2 Antijenine Kars1 Fare Monoklonal Antikorlarimin Gelistirilmesi

Tez c¢alismasimin bu boliimiinde, SARS-CoV-2 viriisii ylizey proteinlerine (S,RBD)
spesifik yiiksek derecede duyarli ve baglanma kapasitesi olan monoklonal antikorlarin
tiretilmesi i¢in, ticari olarak temin edilen ve immiinizasyon ¢alismalarinda kullanilan SARS-
CoV-2 antijenlerinin karakterizasyonu, farelerin, tavsanlarin SARS-CoV-2 antijeni ile
immunizasyonu ve immun yanit kontrolu (dolayli ELISA), besleyici hiicre ve kanser
hiicrelerinin hazirlanmasi, bagisitk B hiicrelerin ve myeloma hiicrelerinin PEG
mevcudiyetinde birlestirilmesi (Flizyon), hibridoma hiicrelerinin ELISA ile se¢imi, alt
klonlama yani tek klon olusturma c¢alismalarina ait sonuglar yer almaktadir. Bu siirecte
elde edilen SARS-CoV-2'nin S1 ve RBD proteinlerine 6zgiin, yiiksek afiniteye sahip
monoklonal antikorlarinin viriisii nétralize etme kapasitesi, ¢esitli laboratuvar testleri
kullanilarak degerlendirildi. Bu testler arasinda viriis ndtralizasyon testleri, ELISA ve
Western blot gibi protein analiz yontemleri yer almaktadir. Yine bu boliim de gelistirilen
monoklonal antikorlarin SARS-CoV-2'nin S1 ve RBD proteinlerine yiiksek derecede
baglanma ve viriisiin hiicre i¢i girisini engelleme yetenegine sahip oldugunu gdsteren
arastirma sonuglarina ait veriler gosterilmektedir. Mevcut bulgular, antikorlarin COVID-

19'a kars1 potansiyel tedavi ajanlari olarak kullanilabilecegine isaret etmektedir.

4.1.1. Immiinizasyonda kullamlan SARS-CoV-2 antijenlerinin temin ve
karakterizasyonu

Immiinizasyon ¢alismalarinda kullanilmis olan SARS CoV-2 S1 proteinleri; ticari olarak

Sino Biological ve Acro Biosystems’den temin edilmistir. (Bkz: Cizelge 3.4.)

Ticari kaynaklardan elde edilen antijen/protein Orneklerinin saflik derecelerinin
belirlenmesi amaciyla, gilimiis boyama metodolojisi kullanilarak bir dizi analiz
gergeklestirildi. Ilk adim olarak, SARS-CoV-2 protein drnekleri molekiiler agirlik vb.
antijenik oOzellikleri kritize edebilmek ic¢in, sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi ile ayrigtirilmak tlizere %10'luk bir SDS-PAGE jeli
hazirlanarak isleme alindi. Elektroforez islemi, 6rneklerin molekiiler agirliklarina gore

ayrilabilmesi i¢in 80 V sabit voltaj altinda yiirtitildii.
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Bu siirecin tamamlanmasinin ardindan, protein bantlarmin gorsellestirilmesi amactyla
giimiis boyama teknigi uygulandi (Sekil 4.1.). Glimiis boyama sonucunda, jeldeki
proteinlerin giimiis iyonlar1 ile kompleks olusturarak koyu renkli bantlar halinde goriintir

hale gelmelerini saglandi, boylelikle proteinlerin varlig1 ve saflik dereceleri belirlendi.

Sekil 4.1. S1 proteinlerinin giimiis boyama goriintiisii

M: marker (Thermo Scientific,26616), 1: 500 ng BSA (Sigma, A2153), 2: 100 ng S1
(AcroBiosystems, SIN-C52H3), 3: 500 ng S1 (Sino Biological, 40591-V0O8B1).

Glumiis boyama islemi sonucunda elde edilen bantlar, analiz edilen ticari protein
orneklerinin saflik derecelerini  basariyla gosterdi. Sekilde goriildiigli  {izere
iki numarali kuyuda bulunan S1 proteinin (Acrobiosystems) molekiiler agirlig1 76,9 kDa,
ticiincli kuyuda bulunan S1 proteinin (Sino Biological) molekiiler agirlig1 76,45 kDa’dur
ve bu proteinler C terminalinde bir polihistidin etiketi tagirlar. Protein, glikosilasyon
nedeniyle indirgeyici (R) kosulda (SDS-PAGE) 100-125 kDa olarak goriiliir. SARS CoV-

2 S1 proteinlerinin jel goriintiileri literatiire uygun olarak gézlemlendi.

4.1.2. Deney hayvanlarimin immiinizasyonu

Immiinizasyon ¢alismalarinda alt1 haftalik disi BALB/c cinsi disi fareler (Sekil 4.2.)
kullanildi. Fareler 14 giinde bir periyodik olarak karin igerisinden bagisiklandi ve
immunizasyonlar1 takip eden 7°nci giinlerde kanlari almarak immiin yanit yani

serumlarindaki antikor diizeyleri dolaylt ELISA ydntemi ile belirlendi.

85



Sekil 4.2. Immiinize edilen Balb/c cinsi disi fareler
4.1.3. Immiin yanitin kontrolii

Immiin farelerin antikor aktivitelerini belirlemek amaciyla ELISA plaklarina kuyucuk
basima S1 ve RBD antijenleri; 25 pg (S1) /100 pl PBS ve 100 pg (RBD)/100 ul PBS
igerisinde kaplanarak +4°C’de gece boyu inkiibe edildi. Ertesi giin yontemler kisminda
anlatildig1 sekilde dolayli ELISA c¢aligmalar siirdiiriildi. Sekil 4.3.’te SARS-CoV-2 S1
(5 ng, Acro Biosystems) Sekil 4.4.te SARS-CoV-2 S1 (4 pg, Sino Biological) ile
immiinize farelerin immiin yanitlar1 Sekil 4.5.’te ise SARS-CoV-2 RBD (5 pg, Acro

Biosystems) proteini ile immiinize edilen farelerin immiin yanitlar1 yer alir.
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Sekil 4.3. 5 pug S1 proteini (Acro Biosystems, SIN-C52H3) ile immiinize farelerin antikor
yanitlari

Bu ¢aligmada, S1 (5 pg, Acro Biosystems) proteini ile immiinize edilen farelerden elde
edilen antikorlarin ELISA yanitlar1 degerlendirildi. Antikorlarin antijen spesifik yanitlari
incelenerek, 1/1000 serum diliisyonlarindaki ELISA sonuclarinda okunan absorbans

degerleri 1,00 ve iizerinde olan fareler flizyon calismalar icin sirasiyla belirlendi.

87



Immiinize edilen farelerin fiizyon galismalari, birinci farede besinci, ikinci farede iigiincii

ve liglincii farede besinci immiinizasyonun ardindan gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.4. 4 ng S1 proteini (Sino Biological,40591-V08B1) ile immiinize farelerin antikor
yanitlari
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SARS-CoV-2 S1 (4 pg, Sino Biological) proteini ile immiinize edilen farelerin fiizyon
caligmalari ise, sirasiyla birinci farede dordiinci, ikinci farede yedinci ve iigiincii farede

sekizinci immiinizasyonun ardindan gergeklestirildi.

5 pE RBD ile immlnize 1. Fare Serumlarn
LE]
4
EES
3
E
£
=3
=
[=] )
&
15
1
- I I
B - e
1 i i 2aesyon I mmidni eon 3. immidrdzasyon 4. imminizasyon
BLIH L1000 W 1K
5 ug RBD ile immiinize 2 Fare Serumlar
45
rl
3,5
3
£ 15
u
Bl
a 1
&
i5
1
B - ==
1. irem D daayer T i s 3. i A, il pasyen
WL WLI000 w1
5 hg RBD ile immlnize 3, Fare Serumlar
a5
r
35
3
E
T
=
s
a2 2
[+]
L5
1
B - . | ]
1. i asyien 2. immiinizasyen 3. imerdnizayon A, i seyien 5. imimiinizasyen & i gy
WL W00 w1

Sekil 4.5. 5 pg RBD proteini (Acro Biosystems, SPD-C5255) ile immiinize farelerin
antikor yanitlari
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SARS-CoV-2- RBD proteini (5 pg, Acro Biosystems) ile immiinize edilen farelerin
fizyon caligmalari, birinci ve ikinci farelerde dordiincili, tiglincli farede altinci

immiinizasyonun ardindan gerceklestirildi.

4.1.4. Fiizyon sonuclari

Fareler lizerindeki immiinizasyon protokoliiniin ardindan, en yiiksek immiin yanit veren
fareler ile sirasiyla fiizyon islemleri metodolojiye uygun olarak gergeklestirildi.
Gergeklestirilen fiizyon calismalari, fiizyonda kullanilan hiicre sayilari ile bu siirece ait

tiim sayisal veriler Cizelge 4.1.'de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. SARS-CoV-2 immiinizasyon sonrasi gerceklestirilen fiizyon galigmalarina
ait sayisal veriler ve elde edilen hibridoma sayilari

Dalak FO  savis Elde edilen
Fiizyon | Fiizyon " Antijen . . YIS Dalak/ hibridoma
. Antijen . hiicresi (ATCC ..
No Faresi miktari FO oram | hiicre
sayis1 CRL1646) hatlart
1 o SARS-Cov- | Spg | 0 | 140milyon | 15 0
l.Gr 2 S1 Protein 420y 13
2 2'Fa:ep (ACRO S5ug milyon | 140 milyon | 0
3 1.Grup 2151;1-13) 5ug 600 200 milyon 1:3 7D1
3.Fare milyon
4 %gfep SARS-Cov- | 4 M8 151?1(1) | 166 milyon I3 0
2.Grup | 251 Proteini 17 650 13 6E6, 4H9
5 > pa ep (SINO e Svon | 220milyon | emy
2.G 40591~ 4 630y 1:3
6 TUP - v08B1) e . 210 milyon | 0
3.Fare milyon
7 UMD | SARS-Cov- | M8 >0 | 1ssmiyon | 7 0
3.Gru 2 RBD 75 550y 1:3
8 > P ep Proteini e S voq | 185milyon | 0
3G (ACRO 5 430y 1:3
9 ITUP | opp.cB255) | 0 HE , 143 milyon | 0
3.Fare milyon

1. fiizyon ¢alismasinda; hiicre kiiltiirlinde yasanan mikoplazma kontaminasyonu

sebebiyle flizyon ¢aligsmasi sonlandirildi.

2. fiizyon calismasinda; 286 hibrit klon elde edildi, tekrarlanan ELISA kontrol
caligmalarinda bu klonlar arasinda antikor aktivitesi gosteren hibrit hiicre klonu tespit

edilemedi.
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3. flizyon g¢aligmasinda; 1 088 hibrit klon elde edildi, tekrarlanan ELISA kontrol
calismalarinda bu klonlar arasindan antikor aktivitesi gosteren 9 adet hibrit hiicre klonu
tespit edildi. Bu hiicrelerden bir tanesi (7D1) S1 antijenine kars1 spesifik antikor yanitini
stirdiirdiigii belirlendi. Bu hiicrelerle ileri ¢alismalar yapilarak alt klonlama, genis 6l¢cek

tiretim ve saflagtirilma ¢aligsmalar1 yapildi.

4. fiizyon g¢alismasinda; 396 adet hibrit klon elde edildi, tekrarlanan ELISA kontrol
caligmalarinda bu klonlar arasinda antikor aktivitesi gosteren hibrit hiicre klonu tespit

edilemedi.

5. fiizyon ¢alismasinda; Toplam 1 426 adet klon elde edildi. S1 fiizyonundan ise 6B2, 6E6
ve 4H9 isimli klonlar elde edildi.

6. flizyon calismasinda; 582 adet hibrit klon elde edildi. Tekrarlanan ELISA testi kontrol
calismalarinda bu klonlar arasindan antikor aktivitesi gdsteren hibrit hiicre klon tespit

edilemedi.

7. flizyon caligmasinda; hiicre kiiltiiriinde yasanan mikoplazma kontaminasyonu

sebebiyle flizyon ¢aligsmasi sonlandirildi.

8. flizyon calismasinda; Toplam 550 adet klon elde edildi. Tekrarlanan ELISA testi
kontrol ¢alismalarinda bu klonlar arasindan antikor aktivitesi gosteren hibrit hiicre klonu

tespit edilemedi.

9. fiizyon caligmasinda; hiicre Kkiiltiirlinde yasanan mikoplazma kontaminasyonu

sebebiyle flizyon ¢aligsmasi sonlandirildi.

Dolayli ELISA yontemi ile yiiksek antikor yaniti verenler tespiti edilerek, tekrarlayan
ELISA testleri ile stabil sekilde antikor iiretimini slirdiiren ve yliksek antikor yanit1 veren
hibridoma hiicrelerinin belirlenmesi saglandi. Tekrarli dolayli ELISA testleri bu
calismada ¢ok onemlidir. Hibrit hiicreler ortalama 80 kromozom igerdigi icin kararsiz
hiicrelerdir ve fiizyon sonrasi ilk giinlerde bu kromozomlarini kaybetme egilimleri vardir.
Kromozom kayiplar1 hem hiicrenin 6liimiine hem de iiremesinin durmasina ve antikor

sentezleme yeteneginin kaybolmasina sebep olabilir (Stewart, 2001).
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Fiizyon sonucunda elde edilen hibridoma hiicrelerinin 10’uncu giiniine ait mikroskop

goriintiileri Sekil 4.6.’da gosterildi.

Sekil 4.6. Flizyonun 10’uncu giiniinde gozlenen farkli biiyiikliiklerdeki hibrit hiicreleri
4.1.5. Monoklonal antikorlarin ¢capraz reaksiyon kontrolii

Tiim hibrit hiicrelere ait monoklonal antikorlarin farkli SARS-CoV-2 antijenik yapilari
(S2, NP, RBD) ve ACE-2 gibi farkli proteinlere ve PBS’e (negatif kontrol) kars1 ¢apraz
etkilesimini gormek i¢in dolayli ELISA testi kullanildu.

Bu kapsamda, ELISA plag: sirastyla 25 ng S1, 200 ng ACE-2, 25 ng NP, 100 ng RBD ve
negatif kontrol olarak da PBS ile kaplandi. SARS CoV-2 S1 antijenine kars1 gelistirilen

monoklonal antikorlar test edildi ve sonuglar1 Sekil 4.7.’de gosterildi.
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Sekil 4.7. SARS CoV-2 S1 antijenine spesifik yanit veren monoklonal antikorlarin ¢apraz
reaksiyon ELISA test sonuglari

Bu ¢alisma sonucunda 6E6 hibritinin hem S1 hem de RBD proteinlerini spesifik olarak
tanidig1 gosterildi. Pozitif kontrol olarak flizyon sirasinda toplanan S1, NP (projenin diger
caligmasi) ve RBD farelerinden elde edilen poliklonal kan serumu karigimi 1/1000
diliisyonda kullanildi. 4H9 hibritinin S1 proteinini spesifik olarak tanidig1 gozlendi ancak
7D1 antikorunun bu caligmada antikor yanitini kaybettigi tespit edildi. Hiicre kiiltiir

caligmalar1 devam ederken 6B2 hibriti ise kontaminasyon sebebiyle kaybedildi.

Hibrit hiicrelerin salgiladigi monoklonal antikorlarin spesifik antijenlerine olan ilgilerinin
gosterilmesi i¢in hibrit Uist sivilarinin azalan (100, 75, 50 ve 25 ul) konsantrasyonlart ile
indirekt ELISA testi yapildi (Sekil 4.8.). Bu ¢alisma ile diistik hibrid iist stvilarinda dahi
yiiksek antijenik yanitinin varligi ile antikorlarin antijenlerine olan ilgisinin ne kadar fazla

oldugu gosterildi.
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Sekil 4.8. Hibritlerin antijen ilgisinin ELISA ile gdsterilmesi

Iki hibrit hiicreye ait antikorun da azalan antijen ve hibrit {ist sivilarina (antikor bulunan)
ragmen yliksek absorbans degerlerine sahip olmasi sebebiyle yeni immiinizasyon
caligmalar1 yapilmadi, bu hiicrelerin tek monoklon/spesifik olabilmesi icin tek diisiirme
caligmalar1 ve akabinde bu hiicrelere ait antikorlarin saflastirma c¢aligmalari

gerceklestirildi.

4.1.6. Hibrid hiicrelerin tek diisiirme ¢calismalari

ELISA testlerinde spesifik antikor iireten tiim hibrit hiicreler, tek klondan (monoklon)
olusan hibritlere doniistiiriilmek amaci ile siirli seyreltme islemi protokole uygun olacak
sekilde yapildi ve tek diisiirme gerceklestirilen plaklar, inkiibatorde yaklasik on giin

muhafaza edildi. Daha sonra tek diisen hiicreler mikroskop altinda tek tek belirlendi ve
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ilgili antijenine spesifik olan tek klonlar dolayli ELISA yontemi kullanilarak belirlendi.
Tek diisen klonlara 2’nci ve 3’lincii tek diisiirme islemleri uygulandi. Bu siirecin sonunda,
yuksek antikor yanit1 veren hibrit hiicreler izole edilerek monoklonal hiicre hatlar1 elde

edildi (Sekil 4.9.).

6EG Hibritinin Tek Disen Klonlarmmn antijen Yamtinin ELISA ile

Gosterilmesi

©D 405 nm

25 0 RBD 25y 51 FBS

4H9 Hibritinin Tek Disen Klonlarinin antijen Yanitinin ELISA ile

Gosterilmesi

Sekil 4.9. 6E6 ve 4HO hibritlerinin tek klon diisirme ¢alismalari

Bu ¢alisma sonucunda elde edilen 6E6 ve 4H9 hibritlerinin tek diisen S1 ve RBD protein
yanitlar1 olusurken PBS bulunan kuyularda yanit alinmamustir. Bu da seg¢ili hibritlerin tek
diisiirme ¢alismalarmin basariyla gerceklestirildiginin kanitin1 olusturmaktadir (Sekil

4.10.).
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Sekil 4.10. Tek diisen kolonilerin mikroskop altindaki goriiniimii

A. 6E6-D10 hibriti, B. 4H9-BS hibriti
Tek diisen yani monoklon oldugu tespit edilen hibridoma hiicreleri daha sonra asamali
olarak 6 gozlii/ 24 gozlii hiicre kiiltiir kaplarina alinarak ¢ogaltildi. En son 25 cm?-75
cm?’lik hiicre kiiltiir siselerinde ¢ogaltilarak donduruldu. Hiicrelerin bir kismi da antikor

saflastirma adimina gegmek i¢in genis 6l¢ek tiretime alindi.

SARS-CoV-2'nin Spike proteinine yonelik gelistirilmis olan bu monoklonal antikorlar,
antijen-antikor 1iligkisine dayali ELISA ve Yanal akis (Lateral flow) gibi test

sistemlerinde, teshis kitlerinin gelistirilmesinde kullanilabilecektir.

4.2. Fare Anti-SARS-CoV-2 Monoklonal Antikorlarin Saflastirilmas1 ve
Karakterizasyonu

SARS-CoV-2 S1 proteinine ve SARS-CoV-2 S1/RBD proteinine karsi monoklonal
antikor iireten 4H9 ve 6E6 isimli hibrit hiicrelerin tek diistirme c¢alismalari
tamamlandiktan sonra laboratuvar 6l¢eginde liretim caligsmalar1 baglatildi. Bu kapsam da
hiicreler farkli biiyiikliikte (75 cm? ,150 cm? ve 175 c¢cm?) hiicre kiiltiir siselerinde

cogaltilarak genis Olcekte iiretim caligmalar1 yapildi.

4.2.1. immiinoglobulin alt gruplarimin belirlenmesi

Saflagtirma ¢alismalarina gecilmeden 6nce uygun saflastirma protokoliinii segebilmek
icin monoklonal antikorlarin immiinoglobulin tipleri BD Mouse Monoclonal Antibody
Isotyping antikor alt tipi belirleme kiti ile belirlendi. Sekil 4.11.’de gelistirilen anti-

SARS-CoV-2 monoklonal antikorlarina ait immunglobulin tipleri bulunmaktadir.
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Sekil 4.11. Tek diisiirme sonrasi hibritlerin alt izotiplerinin gdsterilmesi

Bu sonuglara gore 4H9 ve 6E6 monoklonal antikorlarinin IgG1 alt isotipinde oldugu

belirlendi.

4.2.2 Kolon kromatografisi

S1 antijenine spesifik (4H9) ve SI1/RBD antijenine spesifik (6E6) monoklonal
antikorlarin saflagtirma caligmalar1 yapildi. Her ikisi de IgGl alt izotipinde olan bu
antikorlarin saflastirma iglemlerinde ayni prensip uygulandi. Saflagtirma isleminden 6nce
amonyum siilfat (AS) ile hiicre kiiltiir list stvisinda bulunan tiim proteinlerin ¢oktiiriilmesi
islemi yapildi. Supernatant ise herhangi bir protein kagagi olup olmadiginin ELISA ile

test edilmesi i¢in kontrol amacli saklandi.
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Diyaliz edilen antikorlar IgGl1 tipinde olduklar1 i¢in Protein A kolonu kullanilarak
saflastirma islemine tabi tutuldu. AS ¢oktliirme sonrasi antikor/protein kesimi, kolonun
tikanmasini onlemek i¢in kolona yiiklenmeden 6nce 5 dakika siireyle 13 200 rpm'de
santrifiijlendi. Fare IgG1 antikorlari, protein A i¢in diisiik afiniteye sahip oldugundan,
antikorlarin hidrofobik etkilesimini arttirmak i¢in yiiksek tuz iceren baglama tamponu
kullanildi. Bu nedenle santrifiijlenen numune, 1:1 oraninda baglama tamponu ile
kanistirildi ve kolona yiiklendi. Saflastirma isleminde toplanan fraskiyonlarin antijen
spesifik yanitlar1 indirekt ELISA testi ile kontrol edildi. Sekil 4.12.’de 4H9BS5 ve 6E6D10
antikorlarina (tek diistiriilmiis olan) ait saflagtirma sonrasi yapilan antikor yanitlarinin
gbzlemlendigi 25 ng S1 proteini kapli kuyulardan elde edilen ELISA test sonuglari (OD
405 nm) ve protein miktarmin belirlendigi 280 nm UV absorbsiyon degerleri yer

almaktadir.

4H9 Hibritinin Protein A Kolon Saflastirma Grafigi
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Sekil 4.12. 4H9 ve 6E6 monoklonal antikorlarinin saflastirma grafigi

Saflagtirma sonrasi 6E6 hibrit hiicresi fare anti-SARS-CoV-2 SI/RBD MAM E6; 4H9
hibrit hiicresi fare anti-SARS-CoV-2 S1 MAM HO9 olarak isimlendirildi.
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4.2.3. Protein safliginin belirlenmesi (giimiis boyama)

Saflastirma calismasi sonrasi elde edilen eliisyon sonrasi kesimlerinden, fare anti-SARS-
CoV-2 S1 MAM H9 mAbina ait 13, 14, 15 ve 16 1nc1 fraksiyonlar, fare anti-SARS-CoV-
2 S1/RBD MAM E6 mAbia ait 12, 13, 14 ve 15’inci fraksiyonlarin saflik derecesi glimiis
boyama yoOntemi ile gosterildi. Calismada fraksiyonlar 100 kat diliie edilerek jele

yuklendi ve glimiis boyama ile saf bantlar jel iizerinde gosterildi (Sekil 4.13.).

Anti-SARS-CoV-2 | Anti-SARS-CoV-2
S1/RBD MAM E6 mAb STMAM H9? mAb
elisyon fraksiyonlar elisyon fraksiyonlar

M 1 2 3 4 5 6 7 8 Q
180 kDa PSS,
150 kDa 130 %03 - — ! - ¢
e —
e
|-
-
——

Sekil 4.13. Saflastirilan fraksiyonlarin glimiis boyama ile gosterilmesi

Sirasiyla; M: Marker (Thermo Scientific, 26616), 1: Anti-SARS-COV-2 S1/RBD MAM
E6 - 12. Fraksiyon, 2: 13. Fraksiyon, 3: 14. Fraksiyon, 4: 15. Fraksiyon, 5: Bos kuyu, 6:
Anti-SARS-CoV-2 S1 MAM H9 - 13. Fraksiyon, 7: 14. Fraksiyon, 8: 15. Fraksiyon, 9:
16. Fraksiyon.

Gilimiis boyama sonucunda saflig1 belirlenen eliisyon fraksiyonlari birlestirilerek diyaliz

edildi ve karakterizasyon ¢aligsmalarina devam edildi.

4.2.4. Protein konsantrasyon tayini

Saflastirma islemi sonrasinda, fare kokenli monoklonal antikorlar diyaliz ile aritildi ve
konsantrasyonlarinin tespiti i¢in Biginoninik Asit (BCA) yontemi kullanildi. Bu test
prosediirii kapsaminda, A ve B tamponlar1 50:1 oraninda homojen bir sekilde karistirildi
ve ardindan ELISA kuyucuklarina transfer edildi. Bu islemden sonra, konsantrasyonlari

olgiilecek olan monoklonal antikorlar ortama ilave edildi. Inkiibasyon siirecinin
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tamamlanmasinin  ardindan, absorbans degerleri 562 nm dalga boyunda

spektrofotometrik olarak okundu (Sekil 4.14.).

BSA figi ¥ =0,892x + 0,1432
gratigi S o ook
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BSA standartlar mg /ml
1. Deger | 2. Deger Ortalama |Konsantrasyon
Anti-SARS-CoV-2 51 MAM HO9 1,435 1,438 14365 1,440887892
mAb
Anti-SARS-CoV-2 S1/RBD 1,082 1,063 1,0725 1,041816143
'MAM EE mAb

Sekil 4.14. BCA testi ile belirlenen Anti-SARS-CoV-2 S1/RBD MAM E6 ve Anti-SARS-
COV-2 S1 MAM H9 monoklonal antikorlarinin konsantrasyonlari

Konsantrasyonu belirlenen monoklonal antikorlar kiigiik alikodlara ayrilarak liyofilize
edildi ve -20 C de stoklandi. Stoklanan antikorlar enzim kesim c¢aligmalari i¢in koruyucu

ilave edilmeden muhafaza edildi.

4.2.5. Antijen yanitlarinin belirlenmesi (Western Blot ve ELISA)

Saflagtirma ve konsantrasyon tayini gergeklestirilen antikorlar, karakterizasyon
testlerinin gergeklestirilmesi adina oncelikle, SDS-PAGE jel elektroforezi yontemiyle
ayrigtirildiktan sonra Coomassie Blue ile boyama iglemine tabi tutuldu (Sekil 4.15.). Bu
siire¢, antikorlarin saflik derecesinin gorsel olarak dogrulanmasi ve analiz edilmesi i¢in

kritik Gneme sahiptir.
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15kDa

Sekil 4.15. Anti-SARS-CoV-2 mAblarinin commassie blue boyama ile gosterilmesi

M: marker (Thermo Scientific,26616), 1: 2 pg BSA, 2: 1,5 pg Anti-SARS-CoV-2 S1
MAM H9 mAb, 3: 1,5 ug Anti-SARS-CoV-2 SI/RBD MAM E6 mAb

Saflastirilan monoklonal antikorlarin safligi, commassie blue boyama sonrasi, jel

tizerinde iki ve ii¢ nolu kuyularda yaklagik 150 kDa agirliga sahip olan saf monoklonal

antikorlar gosterildi.

Saflastirilan proteinlerin antijenik aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla Western Blot
analizi gerceklestirildi (Sekil 4.16.). Bu kapsamda, S1, RBD ve NP proteinleri oncelikle
SDS-PAGE jel elektroforezi yontemiyle ayristirildi. Anti-SARS-CoV-2 S1 MAM H9 ve
anti-SARS-CoV-2 S1/RBD MAM E6 monoklonal antikorlarinin spesifik protein
hedeflerine baglanmas1 sonrasinda, isaretlenmis ikincil antikorlar kullanilarak antikor-
protein kompleksleri etkilestirildi. Son agamada, membran {izerindeki protein bantlari

goriintiilendi.
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Sekil 4.16. Anti-SARS-CoV-2 mAblarinin Western Blot ile gosterilmesi

M: marker (Thermo Scientific,26616), 1: 100 ng S1 Acro Biosystems, SIN-C52H3, 2:
500 ng S1 Sino Biological,40591-V08B1, 3: 500 ng RBD Acro Biosystems, SPD-C5255,
4: 500 ng NP Synbiotik, AG-0104, 5: 500 ng S2 Sino Biological, 40590-V08B, 6: 500 ng
BSA A7030.

A membrani, Anti-SARS-CoV-2 S1 MAM H9 mAb’1ile muamele edilirken, B membrani,
Anti-SARS-CoV-2 SI/RBD MAM E6 mAb’1 ile muamele edildi. A membraninda
monoklonal antikor, S1 proteinine yiiksek spesifite ile baglanirken, RBD proteinine karsi
zayif bir baglanma profili gosterdi. Buna karsin, B membranindaki mAb hem RBD hem
de S1 proteinlerine kuvvetli bir baglanma gosterdi. Her iki proteinde NP, S2 ve BSA
proteinlerine baglanmadi. Bu analizler, saflastirilan proteinlerin antijenik 6zelliklerinin

belirlenmesi ve monoklonal antikorlarin hedef spesifitelerinin dogrulanmasi agisindan

kritik 6neme sahiptir.

Saflastirilan monoklonal antikorlarin antijen yanitlarinin gosterilmesi adina azalan
konsantrasyondaki antikorlar azalan konsantrasyonlardaki antijenik proteinlere karsi

dolayli ELISA ile test edildi (Sekil 4.17.).
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Sekil 4.17. Saflastirilan monoklonal antikorlarin ELISA ile antijen yanitlarinin
gosterilmesi

ELISA analizi ile elde edilen sonuc¢lar dogrultusunda, Anti-SARS-CoV-2 S1 MAM
H9mADb’1inin S1 proteinine 6zgii oldugu, Anti-SARS-CoV-2 S1/RBD MAM E6 mAb'in
ise hem S1 hem de RBD proteinlerine spesifik bir sekilde baglandig: belirlendi. Caligsma
sonucunda ELISA c¢alismalari i¢in her iki mab’in da 400 ng konsantrasyonda
kullanilabilir oldugu gosterildi. Antijenlerin kaplama konsantrasyonlar: ise S1 proteini

icin 25 ng RBD proteini i¢in 150 ng olarak belirlendi.

4.3. Konvalesan Serumdan insan Antikorlarinin Elde Edilmesi

Konvalesan serum, yani COVID-19'u atlattiktan sonra bireylerin kan plazmasinda
bulunan antikorlar, potansiyel bir tedavi segenegi olarak ortaya ¢ikmustir. Iyilesen
hastalarin plazmasinda bulunan antikorlar, viriise 6zgli bagisiklik tepkileri barindirir ve
bu antikorlar, viriisiin hiicre i¢i replikasyonunu engelleyecek sekilde notralizan 6zellik
gosterebilir. Bu calisma kapsaminda, konvalesan serumdan insan antikorlarinin
izolasyonu ve saflagtirilmasi, bu antikorlarin SARS-CoV-2'nin RBD'sine karsi
notralizasyon etkinlikleri incelendi. Elde edilen antikorlarin karakterizasyonu ve

fonksiyonel degerlendirilmesi, COVID-19'a kars1 gelistirilebilecek tedavi yontemlerine

103



iliskin degerli bilgiler sunabilir ve bu yontemlerin etkinligini artirmak i¢in énemli bir

adim olabilir.

4.3.1. Serumdan poliklonal antikorlarin saflastirilmasi

Etigi onaylanmis protokole uygun olarak, onam formu imzalatilarak COVID-19
enfeksiyonu gec¢irmis ve sonrasinda iyilesmis olan bireyden (FY) kan 6rnegi toplandi. Bu
calisma icin Saglik Bakanliginin Bilimsel Arastirma Platformuna yapmis oldugumuz
2020-11-24T15 38 14 nolu basvuru ile onay alimustir. Ayrica Istanbul Yedikule Gogiis
Hastaliklar1 ve Goglis Cerrahisi Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik
kurulundan (Karar No: 2021-125; 03/06/2021) onay alinmistir. Bu kan 6rnegi (FY)
santrifiij islemine tabi tutularak plazma fraksiyonu elde edildi. Plazmadaki 6zgiil
antikorlarin saflastirilmasi amaciyla, Protein G afinitesi yiiksek bir kromatografi kolonu
kullanildi. Bu islemle, plazmada bulunan antikorlar izole edildi. Elde edilen antikor
fraksiyonlari, S1 ve RBD proteinleri ile kapli olan ELISA kuyucuklarinda serolojik teste
tabi tutuldu ve antikorlarin baglanma afiniteleri ile notralizasyon etkinlikleri incelendi

(Sekil 4.18.).

Insan Antikoru Saflastirma Grafigi

Sekil 4.18. Insan konvalesan serumundan saflastirilan fraksiyonlarin ELISA ile test
edilmesi

OD 280: Saflagtirma sonrast elde edilen insan serum protein fraksiyonlarinin
spektrofotometrik oOl¢iimleri, OD 450: Dolayli ELISA testinde anti-SARS-CoV-2
antikorlarinin antijen yanitlarina ait absorbans degerleri.
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Saflagtirilan insan serumuna ait eliisyon fraksiyonlarmin S1 ve RBD proteinlerini
tanirken PBS’e kars1 yanit vermedigi gosterildi. Saflagtirma islemi sonrasi elde edilen
antikor fraksiyonlarinin saflik diizeyleri glimiis boyama yontemi ile gorsel olarak
degerlendirildi. Antikorlar, proteinlerin ¢oziiniirliiklerini ve saflik seviyelerini belirgin bir

sekilde gdzlemlemek i¢in giimiis boyama ile boyand (Sekil 4.19.).

M 1 131415

180 kDa
130 kDa

100 kDa
70 kDa

55 kDa

40 kDa

35 kDa

25 kDa

Sekil 4.19. Saflastirilan insan serumuna ait eliisyon fraksiyonlarinin giimiis boyama ile
gosterilmesi

Glimiis boyama sonras1 saflig1 gosterilen 13, 14 ve 15 nolu fraksiyonlar birlestirilerek
diyaliz edildi. Yapilan bu islemin ardindan, BCA proteini tayin testi kullanilarak
antikorlarin konsantrasyonu kantitatif olarak 4,7 mg/ml olarak belirlendi. Bu siirecler,
konvalesan plazmadan izole edilen antikorlarin biyokimyasal karakterizasyonu ve

sonraki biyolojik testler i¢in kullaniminin 6n kosullarint olusturmaktadir.

4.4. Antikorlarin Notralizasyon Kabiliyetlerinin Gosterilmesi

Monoklonal antikorlarin SARS-CoV-2 viriisiiniin RBD proteinine karsi gosterdikleri
noétralizasyon kabiliyetleri bu antikorlarin potansiyel terapotik kullanimlarini belirlemek
acisindan ¢ok 6nemlidir. SARS-CoV-2, COVID-19 hastaliginin etken maddesi olan bir
koronaviriistiir ve ACE-2 reseptorlerini hiicre girisi i¢in ana baglanma noktasi olarak
kullanir. Viriisiin bu reseptore baglanma yetenegi, enfeksiyonun baglamasi ve yayilmasi

icin kritik 6neme sahiptir. Dolayisiyla, RBD'ye kars1 gelistirilen monoklonal antikorlar,
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virlisiin  hiicreye girisini engelleyerek enfeksiyonun Onlenmesi veya siddetinin
azaltilmasinda 6nemli bir rol oynayacaktir. Bu kapsamda tez siirecin de gelistirilmis olan
Anti-SARS-CoV-2 antikorlarinin ve calisam kapsaminda saflastirilan insan serumunun
Notralizasyon Kabiliyetlerini gormek amaciyla gergeklestirilen RBD proteinlerinin HRP
enzimi ile isaretlenmesi, isaretli konjugatin ¢alisma kosullarinin belirlenmesi ve yarisiml

RBD nétralizan ELISA test sonuclar1 agagida yer almaktadir.

4.4.1. RBD proteinlerinin HRP enzimi ile isaretlenmesi

Yontemlerde detaylar1 verilmis olan RBD proteinlerinin, HRP enzimi ile konjiigasyonu
sonrasinda, bu isaretlenmis proteinlerin aktivitesinin dogrulanmasi amaciyla, direkt
ELISA yontemi kullanilarak bir dizi test yapildi. Test prosediirii, her bir kuyunun 200 ng
anti-SARS-CoV-2 MAM E6 mAb’1 ile kaplanmasiyla baslandi ve ardindan standart
dolayli ELISA protokolii takip edildi. Farkli diliisyon oranlarinda (1/500, 1/750, 1/1000,
1/2000, 1/3000, 1/5000, 1/10000, ve 1/50000, ayrica bir kontrol grubu olarak PBS
kullani1ld1) RBD-HRP konjiigasyonlu proteinler kuyucuklara uygulandi (Sekil 4.20.).

Direkt ELISA ile RED-HEP Konjugotmin Calisma Konsantrasyonun

Belirlenmesi

G0 450 nm

Sekil 4.20. 200 ng kapli anti-SARS-CoV-2 MAM E6 mAb’inin RBD-HRP etkilesimi

Analiz sonuglari, 1/1000 diliisyon oraninda isaretlenmis konjuge proteinin kullaniminin
en uygun c¢alisma konsantrasyonu oldugunu gosterdi. Konjiige edilen RBD-HRP, bu
optimal dillisyon oraninda, nétralizasyon testlerin de kullanilmak {izere alikotlar halinde
hazirlanmis ve -20 °C'de saklanmistir. Bu siireg, RBD-HRP konjligasyonunun

fonksiyonel aktivitesinin ve ELISA yontemiyle kullaniminin etkinliginin kantitatif olarak
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degerlendirilmesini saglayacak, bu da sonraki nétralizasyon testleri i¢in 6nemli bir temel

olusturacaktir.

4.4.2. Yarisimh RBD nétralizasyon ELISA testi

RBD-HRP proteinleri anti-SARS-CoV-2 mAb’larinin yani sira Insan anti-SARS-CoV-2
FY poliklonal insan antikoru, Ticari SARS-CoV-2 nétralizan antikoru, hi¢ hastalanmamis
insan serumu (negatif kontrol) ve PBS ile 6n inkiibasyona alindi. Bu 6n inkiibasyon
islemi, antikorlarin RBD proteinleri ile spesifik etkilesimlerini ve bu etkilesimlerin ACE-
2’ye baglanma bolgelerini ne dl¢giide bloke edebilecegini degerlendirmek icin tasarlandi.
Sekil 4.21.’de anti-SARS-CoV-2 antikorlarinin nétralizasyon kabiliyetlerinin yarigimli
RBD nétralizan ELISA ile gosterildigi sonuglar yer almaktadir.

Yargimle RBD Nétralizasyon ELISA Grafig

Sekil 4.21. Antikorlarin RBD Nétralizasyon kabiliyetlerinin ELISA ile gosterilmesi.

200 ng ACE-2 kaph kuyularda elde edilen yanitlar temel alinarak antikorlarin
notralizasyon kabiliyetleri yilizdesel olarak belirlendi (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2. Antikorlarin RBD proteinini notralize edebilme yiizdeleri

. Notralizasyon
Antikor Yiizdesi
Fare anti-SARS-CoV-2 S1 MAM H9 mAb 9,14
Fare anti-SARS-CoV-2 S1/RBD MAM E6 mAb 95,12
Insan anti-SARS-CoV-2 FY pAb 93,51
Ticari anti-SARS-CoV-2 nétralizan antikor (pozitif kontrol 96,83
Hig¢ hastalanmamis insan serumu (negatif kontrol) 0
PBS 0

Bu veriler, farkli antikorlarin SARS-CoV-2 viriisiine kars1 potansiyel koruyucu etkilerini

ve RBD proteinine karsi baglanma yeteneklerini gosterir. Ozellikle fare anti-SARS-COV-
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2 S1/RBD MAM E6mAb ve Insan anti-SARS-CoV-2 FY pAb’: yiiksek nétralizasyon
oranlar1 ile dikkat g¢ekerken, fare anti-SARS-CoV-2 SI MAM H9 mAb disiik

noétralizasyon orani ile sinirli bir etkinlik sergiledi.

Bu deneyin tasarimi, antikorlarin viriisiin hiicreye girigini bloke edebilme yeteneginin
kantitatif olarak Olc¢lilmesine olanak tanir. Boylece, saflastirilan antikorlarin ya da insan
serum Orneklerinde bulunan antikorlarin SARS-CoV-2 viriisiine karst potansiyel
ndtralizasyon etkileri, spesifik bir baglanma aktivitesi araciligiyla degerlendirilebilir.
Antikorlarin RBD proteinine baglanarak ACE-2 ile olan etkilesimini engellemesi, bu
antikorlarin nétralizasyon kabiliyetinin bir gostergesi olarak kabul edilir. Bu yiizdesel
degerlendirmeler, daha sonra antikorlarin profilaktik veya terapotik kullanimlarina dair

karar verme siirecinde 6nemli bir referans noktas1 olusturabilir.

4.5. Anti-SARS-COV-2 Antikorlarinin Papain Enzimi ile Proteolitik Kesimi

Bu ¢alismanin 6zgiil amaci, papain enzimi ile spesifik monoklonal antikorlarin proteolitik
kesimini gergeklestirerek, 6zellikle Fonksiyonel Antijen-Baglayici (Fab) fragmentlerinin
izolasyonunu saglamaktir. Papain, bir cysteine protease olarak, antikor molekiiliiniin
hinge bolgesinde kesim yaparak, antijenle etkilesimde bulunan Fab fragmentlerini ve
immiinomodiilator islevlere katkida bulunan Fc boliimiinii ayirir. Bu siirecin esas hedefi,
Fab fragmentlerinin saflastirilmasini maksimize ederek, bu fragmentlerin antijen tanima
ve baglama O6zelliklerinin kapsamli bir sekilde karakterize edilmesini saglamaktir. Fab
fragmentlerinin elde edilmesinin ardindan Balb/c cinsi disi farelere immiinize edilerek

anti-idiyotipik antikor gelistirme asamasinda kullanilmistir.

4.5.1. Papain enzimi ile antikor Kkesim protokoliiniin antikor:enzim
konsantrasyonunun optimizasyonu

Bu ¢alisma siiresince, fare anti-S1 4H9 ve anti-S1/RBD 6E6 monoklonal antikorlar ile
ayn1 donemde saflastirilan insan anti-RBD poliklonal antikoru (FY), papain enzimi
kullanilarak yontemlerde anlatildig {izere proteolitik fragmentasyona tabi tutuldu. Tim
antikorlar, kondansator yardimiyla 10 mg/ml konsantrasyona getirildi. Papain enzimi,
antikorlar1 kendi Fonksiyonel Fragment antikor bolgesi (Fab) ve Kristalize Fragment (Fc)
bolgelerine ayirmak i¢in kullanilan segici bir proteolitik ajandir. Antikorlar, belirlenen ti¢

farkli oranda (10:1, 20:1 ve 50:1) enzim ile birlestirilerek inkiibe edildi. Antikor-enzim
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karisimi, 37 °C'de 4 saat boyunca inkiibe edilerek antikorlarin uygun fragmentasyonunun
saglanmasi hedeflendi. Bu islem, antikorlarin antijen baglama bdlgelerinin ayr1 olarak
elde edilmesi ile anti-idiyotipik antikor gelistirme ¢alismasinda kullanilacaktir. Bu siirecte
kontrol edilen sicaklik ve siire, antikorlarin optimal fragmentasyon kosullarini saglamak

icin 6nemli parametrelerdir.

Inkiibasyon isleminin tamamlanmasimi takiben, antikor ve enzim karisimlarinin
fragmentasyon profilinin degerlendirilmesi amaciyla glimiis boyama yontemi kullanildi
(Sekil 4.22.). Bu yontem, proteolitik islemden sonra elde edilen Fab ve Fc fragmentlerinin
boyut ve bollugunu gorsellestirerek, enzim aktivitesinin etkinligi ve antikor
fragmentasyonunun basarisin1  belirlemek icin kullanilmaktadir. Glimiis boyama,
nanogram diizeyinde protein tespit edebilen duyarli bir teknik olup, proteolitik

fragmentasyon siirecinin dogrulamasi i¢in tercih edilen bir analiz yontemidir.
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Sekil 4.22. Papain enzimi ile farkli oranlarda sindirilen antikorlarin giimiis boyama ile
gosterilmesi

1: Marker (Thermo Fisher), 2: 500 ng BSA, 3: Fare Anti-SARS-CoV-2 S1 MAM H9
mADb, 4: Fare Anti-SARS-CoV-2 S1 MAM H9 mAb : Papain ile 10:1 oraninda sindirilirdi,
5: Fare Anti-SARS-CoV-2 S1 MAM H9 mAb : Papain ile 20:1 oraninda sindirilirdi, 6:
Fare Anti-SARS-CoV-2 S1 MAM H9 mAb : Papain ile 50:1 oraninda sindirilirdi, 7: Fare
Anti-SARS-CoV-2 SI/RBD MAM E6 mAb, 8: Fare Anti-SARS-CoV-2 S1/RBD MAM
E6 mAD : Papain ile 10:1 oraninda sindirilirdi, 9: Fare Anti-SARS-CoV-2 S1/RBD MAM
E6 mAD : Papain ile 20:1 oraninda sindirilirdi, 10: Insan Anti-SARS-CoV-2 FY pAb, 11:
Insan Anti-SARS-CoV-2 FY pAb : Papain ile 10:1 oraninda sindirilirdi, 12: insan Anti-
SARS-CoV-2 FY pAb : Papain ile 20:1 oraninda sindirilirdi, 13: insan Anti-SARS-CoV-
2 FY pAb : Papain ile 50:1 oraninda sindirilirdi.
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Calismada kullanilan antikorlar, -20 °C'de sivi formda derin dondurucuda depolanan
antikor stoklarindan alindi. Elde edilen sonuglara gore, antikor ve enzim arasindaki 20:1
oraninin, papain ile proteolitik kesim gerceklestirme islemi i¢in optimize edilebilecek bir
protokol oldugu gézlemlendi. Bununla birlikte, kesim isleminin verimini artirarak daha
net bir proteolitik kesim profilinin elde edilmesini saglamak amaciyla, ileri deneylerde
liyofilize antikorlarin kullanilmasi planlandi. Liyofilizasyon islemi, antikorlarin uzun
siireli stabilitesini artirirken, enzimatik sindirim i¢in kullanildiklarinda daha tutarh
sonuclar elde edilmesine olanak taniyabilir. Bu degisiklik, deneylerin tekrarlanabilirligi
ve gilivenilirligini artirma potansiyeline sahiptir ve bdylece deneysel prosediirlerin

optimizasyonuna katkida bulunacaktir.

Liyofilize antikorlar ayni kosullarda sindirim islemine tabi tutulmustur ve sonuglari
glimiis boyama ile gosterilmistir. Fare anti-SARS-CoV-2 S1 MAM H9 antikorunun Sekil
4.23.’te; Fare anti-SARS-COV-2 S1/RBD MAM E6 antikrounun Sekil 4.24.; Insan anti-
SARS-CoV-2 FY antikorunun enzimatik kesim sonrasi giimiis boyama goriintiisii ise

Sekil 4.25.’te gosterilmektedir.

180 kDe
130 kDo

100 kDe

70 kDa

55 kDe

40 kDa

35 kDo

25 kDa

Sekil 4.23. Liyofilize Fare Anti-SARS-CoV-2 S1 MAM H9 mAb’inin papain enzimi ile
proteolitik kesimi

1: Marker (Thermo Fisher), 2: 500 ng BSA, 3: Fare Anti-SARS-CoV-2 S1 MAM H9
mADb, 4: Fare Anti-SARS-CoV-2 S1 MAM H9 mAb: Papain ile 10:1 oraninda sindirildi,
5: Fare Anti-SARS-CoV-2 S1 MAM H9 mAb: Papain ile 20:1 oraninda sindirildi, 6: Fare
Anti-SARS-CoV-2 S1 MAM H9 mAb: Papain ile 50:1 oraninda sindirildi.
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35 wDe

25 wDe

Sekil 4.24. Liyofilize Fare Anti-SARS-CoV-2 S1/RBD MAM E6 mAb’min papain
enzimi ile proteolitik kesimi

1: Marker (Thermo Fisher), 2: 500 ng BSA, 3: Fare Anti-SARS-CoV-2 S1/RBD MAM
E6 mAD, 4: Fare Anti-SARS-CoV-2 S1/RBD MAM E6 mAb: Papain ile 50:1 oraninda
sindirildi, 5: Fare Anti-SARS-CoV-2 SI/RBD MAM E6 mAb: Papain ile 20:1 oraninda
sindirildi, 6: Fare Anti-SARS-CoV-2 SI/RBD MAM E6 mAb: Papain ile 10:1 oraninda
sindirildi.

180 kDo
130 kDo

100 kDo

70 kDa

55 kDa

£0 kDo

335 kDa

25 kDa

Sekil 4.25. Liyofilize insan Anti-SARS-CoV-2 FY pAb’inin papain enzimi ile proteolitik
kesimi

1: Marker (Thermo Fisher), 2: 500 ng BSA, 3: Insan Anti-SARS-CoV-2 FY pAb, 4: insan
Anti-SARS-CoV-2 FY pAb: Papain ile 50:1 oraninda sindirildi, 5: insan Anti-SARS-
CoV-2 FY pAb: Papain ile 20:1 oraninda sindirildi, 6: Insan Anti-SARS-CoV-2 FY pAb:
Papain ile 10:1 oraninda sindirildi.
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Arastirma siirecinde elde edilen verilerin analizi neticesinde, proteolitik kesim
verimliligini artirmak i¢in liyofilize antikorlarin kullaniminin uygun olacagi sonucuna
varildi. Bu dogrultuda, papain ile yapilan proteolitik kesim iglemleri i¢in antikor: enzim
oraninin 37 °C'de, 1:20 olarak belirlenmesi, optimal ¢alisma konsantrasyonu olarak kabul
edildi. Liyofilize antikorlar, ¢ozelti igerisindeki stabilite faktorlerini iyilestirebilecek ve
enzimatik reaksiyonlarin tutarliligini artirabilecek sekilde secildi. Bu degisiklik,
metodolojinin rafine edilmesine ve elde edilecek sonuglarin giivenilirliginin maksimize

edilmesine yardimci olmak i¢in stratejik bir adim olarak belirlendi.

4.5.2. Papain enzimi ile antikor kesim protokoliiniin zaman optimizasyonu

Antikor sindirim protokollerinde, sindirim siiresinin enzim aktivitesi ve antikor
fragmentasyon verimliligi izerinde 6nemli bir etkisi vardir. Bu ¢alisma kapsaminda, 37
°C'de papain enzimi ile antikor sindirimi gerceklestirildi ve sindirim siiresinin
optimizasyonu tizerine odaklanildi. Belirli bir sicaklikta (bu durumda 37 °C), sindirim
stiresi antikorlarin Fab ve Fc fragmentlerine ayristirilmasinda kritik bir faktordiir. Cok
kisa siireler, tam olmayan sindirime ve dolayisiyla yetersiz fragmentasyona yol
acabilirken, ¢ok uzun siireler asir1 sindirime ve potansiyel olarak istenmeyen yan

tirlinlerin olusumuna neden olabilmektedir.

Optimal sindirim siiresinin belirlenmesi i¢in, antikor-enzim karigiminin farkli zaman
araliklarinda 37 °C'de inkiibe edildigi bir seri deney diizenlenmisdir. Bu deneyler,
sindirim siirecinin baslangicinda ve sonunda ve ayrica belirlenen ara zaman noktalarinda
durdurulmus, sindirim profilinin nasil degistigini gozlemlemek icin glimiis boyama

analizi yapilmisgdir (Sekil 4.26.).
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Sekil 4.26. Farkli zaman araliklarinda durdurulan reaksiyonlar sonrasi antikor:enzim
komplekslerinin giimiis boyama ile gosterilmesi

A: Fare Anti-SARS-CoV-2 S1 MAM H9 mAb sindirim optimizasyonu, B: Fare Anti-
SARS-CoV-2 SI/RBD MAM E6 mAb sindirim optimizasyonu.

1: Marker (ThermoFisher), 2: 500 ng BSA (Sigma), 3: Fare Anti-SARS-CoV-2 S1 H9
MAM mAb, 4: Antikor:Enzim 10:1, 4 saat inkiibasyon, 5: Antikor:Enzim 1:20, 4 saat
inkiibasyon, 6: Antikor:Enzim 1:30, 4 saat inkiibasyon, 7: Antikor:Enzim 1:50, 4 saat
inkiibasyon, 8: Fare Anti-SARS-CoV-2 S1 H9 MAM mAb, 9: Antikor:Enzim 10:1, 16
saat inkiibasyon, 10: Antikor:Enzim 1:20, 16 saat inkiibasyon, 11: Antikor:Enzim 1:30,
16 saat inkiibasyon, 12: Antikor:Enzim 1:50, 16 saat inkiibasyon, 13: Fare Anti-SARS-
CoV-2 S1/RBD E6 MAM mAb, 14: Antikor:Enzim 10:1, 4 saat inkiibasyon, 15:
Antikor:Enzim 1:20, 4 saat inkiibasyon, 16: Antikor:Enzim 1:30, 4 saat inkiibasyon, 17:
Antikor:Enzim 1:40, 4 saat inkiibasyon, 18: Antikor:Enzim 10:1, 16 saat inkiibasyon,
19: Antikor:Enzim 20:1, 16 saat inkiibasyon, 20: Antikor:Enzim 1:30, 16 saat
inkiibasyon, 21: Antikor:Enzim 1:40, 16 saat inkiibasyon, 22: Antikor:Enzim 1:50, 16
saat inkiibasyon.

Jel goriintiisiine gore Fc/Fab fragmentlerinin varligi yaklasik 40 kDa olarak gosterildi.
Ancak sindirim protokoliine gére deney sonucunda tam yapida kalan fragmentlere
ayrilmayan 150 kDa’luk antikorlarin varlig1 da gozlemlendi. Elde edilen veriler, Fab ve
Fc fragmentlerinin saflig1 ve bollugu acisindan degerlendirildi ve en verimli antikor
kesim stiresi olarak 16 saat boyunca 50:1 Antikor: Enzim konsantrasyonunda ve 37 °C

bekleme kosullarinin olduguna karar verildi.

Zaman optimizasyonu siirecinde, insan kaynakli poliklonal serum antikorlarin kesim
stiresi dogrudan deneysel bir optimizasyona tabi tutulmadi. Daha 6nceki deneyimler ve
elde edilen 6n verilere dayanarak, bu antikorlarin papain enzimi ile kesimi i¢in dort saatlik

bir inkiibasyon siiresinin optimal kosullar1 sagladigi belirlendi.
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Bu siire zarfinda, insan kaynakli poliklonal antikorlar ile papain enzimi arasindaki
reaksiyonun, Fab ve Fc fragmentlerine verimli bir sekilde ayristig1 ve asir1 proteolize
ugramadan istenilen fragmentasyon profiline ulasildigi gozlemlendi. Bu yaklagim,
standartlastirilmis bir protokol olusturmay1 ve laboratuvar ici tekrarlanabilirlik saglamay1

amaclamaktadir.

Optimal siire, sindirim reaksiyonunun yeterli seviyede tamamlanmasini ve ayni zamanda
enzimin asir1 aktivitesinden kaynaklanabilecek proteoliz iirlinlerinin minimize edilmesini
saglamaktadir. Bu siireg, antikor sindirim protokoliiniin standardizasyonuna énemli katki
saglayarak ileriye doniik uygulamalarda antikor fragmentasyonunun tekrarlanabilir ve

giivenilir sonuclar elde edilmesini garanti altina alir.

4.5.3. Antikor fab fragmanlarinin saflastirnlmasi

Fab fragmanlari, antikorun antijenle etkilesimde bulunan bdlgesini olusturur ve bu
ozellikleri, hastalik tanimlama, immiinoterapi ve antikor miihendisligi gibi alanlarda
uygulamalar i¢in 6nem arz eder. Bu nedenle, spesifik antijenlere kars1 yiiksek secicilik ve
afinite gdsteren Fab fragmanlarinin saflastirilmasi, fonksiyonel ve yapisal ¢caligmalar i¢in

temel bir adimdir.

Antikor molekiiliiniin Fab ve Fc boéliimlerine ayrilmasinin ardindan elde edilen
fragmanlarin saflastirilmasi i¢in ¢esitli kromatografik teknikler uygulanabilir. Bu
teknikler arasinda jelfiltrasyon kromatografisi, iyon degisim kromatografisi ve affinite
kromatografisi bulunur. Bu metodlar, boyut, yiik ve spesifik ligand-antikor etkilesimleri
temelinde fragmentlerin ayrilmasini saglayarak, ytliksek saflikta Fab fragmanlarinin elde

edilmesine olanak tanir.

Saflastirma protokoliinde, ilk adimda, kolona uygulanan 6rnekten kolona baglanmayan
Fab fragmentleri elde edildi. Bu Fab fragmentleri, Protein A'nin Fc bolgesine olan
spesifik baglanma 6zelligi sayesinde kolondan gecerken tutulmamais ve boylece 6n kesim
fraksiyonunda toplanmistir. Bu siire¢, Fab fragmentlerinin, Fc bolgeleri ve kesilmemis
tam boyutlu antikorlardan ayrilmasini saglamaktadir. Eliisyon fraksiyonlarinda ise,
kesilememis tam yapili antikorlar ve kesilmis Fc fragmentleri elde edilmektedir.

Saflagtirma sonrasi safligin kontrolii i¢in yapilan glimiis boyama sonuglar1 fare anti-
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SARS-CoV-2 S1 MAM H9 antikoru i¢in Sekil 4.27.”de; fare anti-SARS-COV-2 S1/RBD
MAM E6 antikrou i¢in Sekil 4.28.’de; insan anti-SARS-CoV-2 FY antikoru i¢in ise Sekil
4.29’da gosterilmektedir.

180 kDa
130 kDa

100 kDo

70 kDo

55 kDe

40 kDo

35 kDo

25 kDo

Sekil 4.27. Fare anti-SARS-CoV-2 S1/RBD MAM E6 mAb’inin enzimatik sindirim
sonrasi saflastirilan Fab fragmanlarinin giimiis boyama ile gosterilmesi

M: marker, 1: Fare anti-SARS-CoV-2 SI/RBD MAM E6 mAb, 2: BSA (500 ng), On
kesim: Saflastirilan Fab fragmanlari.

180 kDa
130 kDo
100 kDa

70 kDa
55 Da
40 kDo

35 kDa

25 Do

Sekil 4.28. Fare anti-SARS-CoV-2 S1 MAM H9 mAb’min enzimatik sindirim sonrasi
saflagtirilan Fab fragmanlarinin giimiis boyama ile gosterilmesi

M: marker, 1: Fare anti-SARS-CoV-2 S1 MAM H9 mAb, 2: BSA (500 ng), On kesim:
Saflastirilan Fab fragmanlari.
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180 kDo
130 kDa
100 kD

70 vDo

35 kDo

40 vDo

35 De

25 kDo

Sekil 4.29. Insan anti-SARS-CoV-2 Fy pAb’min enzimatik sindirim sonrasi saflagtirilan
Fab fragmanlariin giimiis boyama ile gosterilmesi )

M: marker, 1: Insan anti-SARS-CoV-2 Fy pAb, 2: BSA (500 ng), On kesim: Saflastirilan
Fab fragmanlar1

Antikorlarin sindirim sonrasi protein A kolon kullanilarak saflagtirilmasinin ardindan

baglanmayan 6n kesimde bulunan yaklasik 40 kDa agirhigindaki Fab fragmentleri
birlestirilerek diyaliz edildi ve ELISA, giimiis boyama ve Western Blot ile goriintiilendi.

4.5.4. Fab fragmanlarinin idiyotip bélgelerinin etkinliginin gosterilmesi

Protein A affinite kromatografisi sonrasi saflastirilan antikor Fab fragmentleri, dolayli
ELISA yontemiyle test edildi. Dolayli ELISA, spesifik antijen-antikor etkilesimlerinin
karakterizasyonu ve antikorlarin fonksiyonel validasyonu i¢in genis ¢apta kabul goren bir
yontemdir. Bu test, Fab fragmentlerinin antijen baglama kapasitelerini ve spesifitelerini

degerlendirmek i¢in kullanildi.

Dolayli ELISA prosediiriinde, PBS yerine pH 9,5 degerinde sodyum karbonat tamponu
kullanilarak antijen kaplama islemi gerceklestirildi. SARS-CoV-2 S1 ve RBD
proteinlerinin kaplamasi, 4 °C'de gece boyunca inkiibasyon yoluyla yapildi. Geleneksel
yontemden farkli olarak, bloklama ve Fab fragmentlarmin (saflastirma 6n kesim
fraksiyonlar1) kuyucuklara ilavesi adimlari, oda sicakliginda 2 saat inkiibe edilerek
tamamlandi. Bu siirecte, Fare anti- SARS-CoV-2 S1 MAM HO Fab antikoru S1 antijenine
kars1, Fare anti- SARS-CoV-2 S1/RBD MAM E6 Fab ve Insan anti- SARS-CoV-2 FY
Fab antikorlar1 ise RBD proteine kars1 test edildi. ELISA okumalar1 405 nm'de yapildi ve
elde edilen sonuglar grafik lizerinde 280 nm'deki degerlerle beraber gosterildi, pozitif
kontrol olarak tam yapidaki antikor yapilari, negatif kontrol olarak PBS kullanild1 (Sekil
4.30.).
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Bu metodoloji, Fab fragmentlerinin antijen spesifitelerinin kantitatif analizini saglayarak,

antikorlarin fonksiyonel 6zelliklerinin degerlendirilmesinde arag olarak kullanildi.

Anti-SARS-CoV-2 51 MAM HY Fab
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Sekil 4.30. Fab fragmentlerinin antijen yanitlarinin dolaylit ELISA ile gosterilmesi
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Dolayli ELISA analizinde, Fare anti-SARS-CoV-2 MAM H9 Fab fragmentlerinin S1
proteini ile etkilesimine yonelik absorbans degerleri yaklasik bir olarak 6l¢iildii. Bunun
yani sira, Fare anti-SARS-CoV-2 SI/RBD MAM E6 Fab fragmentlerinin RBD proteini
ile olan etkilesimine dair absorbans degerleri ise yaklasik iki olarak tespit edildi. Insan
anti-SARS-CoV-2 FY Fab fragmentlerinin RBD proteini ile etkilesim gosterdigi durumda
Olciilen absorbans degerleri ise yaklasik birin iizerinde kaydedildi. Bu sonuglar, antikor
fragmentlerinin  hedef  proteinlere  karst  afinite ve baglanma  giiciiniin

degerlendirilmesinde 6nemli bir kantitatif 6l¢iit saglamaktadir.

Saflastirma isleminden sonra antijen baglanma ve yliksek saflik dereceleri onaylanan 6n
kesim fraksiyonlari, birlestirilerek diyaliz islemine tabi tutuldu. Diyaliz sonrasi, Fare anti-
SARS-CoV-2 MAM H9, Fare anti-SARS-CoV-2 S1/RBD MAM E6 ve Insan anti-SARS-
CoV-2 FY antikorlariin ve ilgili Fab fragmentlerinin karsilastirmali protein profilleri
incelendi. Bunun i¢in, bu antikorlar ve fragmentler, SDS-PAGE iizerinde ayni jelde
yiriitiildi. Protein bantlarinin gorsellestirilmesi, glimiis boyama teknigi kullanilarak

gerceklestirildi (Sekil 4.31.).

Sekil 4.31. Anti-SARS-CoV-2 Antikorlariin ilgili Fab fragmentleri ile karsilastirmali
giimiis boyama goriintiisii

M: Marker, 1: Fare anti-SARS-CoV-2 MAM H9 Mab, 2: Fare anti-SARS-CoV-2 MAM
H9 Fab, 3: Fare anti-SARS-CoV-2 S1/RBD MAM E6 Mab, 4: Fare anti-SARS-CoV-2
S1/RBD MAM E6 Fab, 5: Insan anti-SARS-CoV-2 FY PaB, 6: Insan anti-SARS-CoV-2
FY Fab, 7: 500 ng BSA

Daha sonra, proteinlerin antijenik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢cin Western Blot analizi
uygulandi. Western Blot, antikor ve Fab fragmentlerinin antijen baglayici aktivitelerinin

yani sira safliklarinin da teyit edilmesi i¢in kullanildi. Bu analizler, saflastirilan antikor
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ve fragmentlerinin biyolojik aktivitelerinin ve uygulama potansiyellerinin detayli bir

sekilde degerlendirilmesine imkan tanimaktadir.

Yiiriitiilen jelde, ayrilmis antikor ve Fab fragmentleri, HRP ile isaretli S1 ve RBD
antijenleri i¢eren protein karigimi ile inkiibe edilerek membran ile muamele edilmesi
saglandi. Substrat uygulamasi sonrasinda, antikor ve fragmentlerin antijen baglayici

aktivitelerini ve safliklarini teyit eden bantlar goriintiilendi (Sekil 4.32.).

4 5 6

Sekil 4.32. Antikorlarin ilgili Fab fragmentleri ile karsilastirmali Western Blot goriintiisii
M: Marker, 1: Fare anti-SARS-CoV-2 MAM H9 Mab, 2: Fare anti-SARS-CoV-2 MAM
H9 Fab, 3: Fare anti-SARS-CoV-2 S1/RBD MAM E6 Mab, 4: Fare anti-SARS-CoV-2
S1/RBD MAM EG6 Fab, 5: Insan anti-SARS-CoV-2 FY PaB, 6: Insan anti-SARS-CoV-2
FY Fab

Calisma sonucunda gosterilen bu bantlar, antikorlarin ilgili antijenleri tanima ve baglama

yeteneklerinin korundugunu ve istenen spesifiteye sahip olduklarini gosterdi.

4.6. Anti-SARS-CoV-2 Antikorlarinin Diger Proteolitik Enzimlerle Kesim
Cahismalari; Fisin Enzimi ile Antikor Kesimi

Tez calismasinda farkli proteolitik enzimlerle kesim c¢alismalar1 yapildi. Fisin ile
gerceklestirilen bu calismaninda spesifik amaci, fisin enzimi kullanarak monoklonal
antikorlarin hedeflenmis proteolitik sindirimini gerceklestirmek, yerli ve yeni izole edilen
bir Bacillus susundan elde edilen proteolitik enzimin antikor sindirim etkinligi ile

karsilagtirmasinda kullanabilmektir. Fisin, bir cysteine proteazdir ve benzersiz substrat
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spesifitesi sayesinde antikorlarin belirli bdlgelerinde kesim yaparak Fab ve Fc

fragmentlerinin ayrigmasini saglar.

Bu islemin temel hedefi, antikorlarin enzimatik reaksiyonla sindirilerek antijenle
etkilesimde bulunan Fab fragmentlerinin elde edilmesini saglamak ve bu fragmentlerin
antijen tanima, baglama oOzellikleri ile affinitelerinin detayli bir bicimde karakterize

edilmesini saglamaktir.

4.6.1. Fisin enzimi ile antikor Kkesim protokoliiniin Antikor:Enzim
konsantrasyonunun optimizasyonu

Bu c¢alisma icin, Fare anti-SI/RBD MAM E6 monoklonal antikoru, fisin enzimi
kullanilarak proteolitik fragmentasyona tabi tutuldu. Antikor, kondansasyon islemi ile 2
mg/ml konsantrasyona ulastirildiktan sonra, fisin enzimi ile ii¢ farkli oranda (10:1, 30:1
ve 50:1) birlestirilerek inkiibe edildi. Bu spesifik proteoliz siirecinde, antikorun Fab
bolgesini ve Fc bolgesinin ayrilmasi hedeflendi. Karigim, 37 °C'de dort saat boyunca
inkiibe edilerek fare anti-SARS-CoV-2 S1/RBD MAM E6 antikorunun etkin bir sekilde
fragmentasyona ugramast saglandi. Bu siireg, 0Ozellikle Fab fragmentlerinin elde

edilmesine odaklanmis olup, bu ¢alismanin yerli enzim ile karsilastiriimasinda kullanildi.

Inkiibasyon isleminin tamamlanmasinin ardindan 100 mM N-Ethil Maleimid ile
reaksiyon durduruldu. Fare anti-SARS-CoV-2 S1/RBD MAM E6 antikorunun fisin ile
sindirim sonrasi elde edilen fragmentasyon profili, giimiis boyama (Sekil 4.33.) ve

Western Blot (Sekil 4.34.) yontemleri ile degerlendirildi.

Sekil 4.33. Fisin ile kesilen monoklonal antikorlarin glimiis boyama ile gdsterilmesi
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M: marker, 1: Fare anti-SARS-CoV-2 S1/RBD MAM E6 mAb, 2: Antikor 50:1 Enzim +
25 mM L-sistein, 3: Antikor 50:1 Enzim + 10 mM L-sistein, 4: Antikor 50:1 Enzim + 1
mM L-sistein, 5: Antikor 30:1 Enzim + 25 mM L-sistein, 6: Antikor 30:1 Enzim + 10
mM L-sistein, 7: Antikor 30:1 Enzim + 1 mM L-sistein, 8: Antikor 10:1 Enzim+ 25 mM
L-sistein, 9: Antikor 10:1 Enzim + 1 mM L-sistein

Fisin enzimi ile proteolitik olarak sindirime ugratilan antikorlarin 25 mM L-sistein
varliginda yaklasik 40 kDa’luk Fab/Fc fragmentleri elde edilirken 10 mM ve 1 mM L-
cyctein varliginda hem 40 kDa’luk fragmentler hem de 110 kDa’luk F(ab ), fragmentleri

elde edildigi giimlis boyama ile gosterildi. Bu deney ile elde edilen Fragmentlerin

literatlire uygun agirliklda oldugu tespit edildi.

Ek olarak sindirim sonrasi antikor fragmentlerinin antijen yanitlarinin devam ettigin
gosteirlmesi igin Western Blot caligmasi yapildi. Sindirim sonrasi fragmentler SDS-

PAGE ile jelde yiiriitiildiikten sonra PVDF membrana transferi geceklestirildi ve HRP

5 6 7 8

igsretli RBD proteini ile muamele edildi (Sekil 4.34.).

M 1 2 3 4

Sekil 4.34. Fisin ile kesilen monoklonal antikorlarin Western Blot ile gosterilmesi

M: marker, 1: Fare anti-SARS-CoV-2 S1/RBD MAM E6 mAb, 2: Antikor 50:1 Enzim +
25 mM L-sistein, 3: Antikor 50:1 Enzim + 10 mM L-sistein, 4: Antikor 50:1 Enzim + 1
mM L-sistein, 5: Antikor 30:1 Enzim + 25 mM L-sistein, 6: Antikor 30:1 Enzim + 10
mM L-sistein, 7: Antikor 30:1 Enzim + 1 mM L-sistein, 8: Antikor 10:1 Enzim+ 25 mM
L-sistein, 9: Antikor 10:1 Enzim + 1 mM L-sistein

Enzimatik sindirim sonucunda elde edilen fragmentler isaretli RBD ile muamele
edildiginde antikorlarin antijenik yanitlarin devam ettirdikleri gosterildi. Bu da kesim
protokoliiniin uygun kosullar altinda ger¢eklestirildiginin kanit1 oldu. Buradan elde edilen
bilgiler 15181nda yerli topraklarda izole edilen bir proteolitik enzimin antikor sindirim

aktivitesinin gosterilebilmesi i¢in farkli kesim prtokolleri denemesi basar1 ile

tamamlanmis oldu.
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4.7. Anti-SARS-CoV-2 Antikorlarimin Yerli ve Yeni Bacillus susundan Izole
Edilen Enzim ile Antikorlarin Proteolitik Olarak Kesilmesi

Bu ¢alismanin temel amaci, yerli toprak (Kiitahya)’tan izole edilen ve 16S rRNA gen dizi
analizi ile isimlendirilen Bacillus subtilis 168 E6-5 (GenBank erisim numarasi
OMO004560)’den (Demirkan ve ark., 2020) iiretilen proteaz enzimin alternatif ¢alisma
alan1 olup olmadig1 belirlenerek antikor kesim ¢aligmalarinda etkinligi test edilmesi ve
rutin de antikor kesiminde kullanilan papain ve fisin enzimleri ile gerceklestirilen kesim
sonuglartyla karsilastirmaktir. Bu karsilagtirmali analiz, yeni izole edilen Bacillus susuna
ait proteolitik enzimin, antikor molekiillerini sindirme kapasitesi ve etkinliginin
arastirilmasi lizerine gergeklestirildi. Daha etkin bir proteolitik enzimin kesfi, Fab
fragmentlerinin ve Fc boliimlerinin saflastirilmas1 ve karakterizasyonu, antikorlarin
antijen tanima Ozelliklerinin, baglanma affinitelerinin ve immiinomodiilator

fonksiyonlarmin derinlemesine incelenmesine olanak tantyacaktir.

4.7.1. Yerli ve yeni Bacillus susundan enzimin saflagtirilmasi

Calisma kapsaminda oncelikle Bursa Uludag Universitesinden liyofilize halde temin
edilen enzimin saflastirma ¢aligmalar1 yapildi. Bu amagla, yontemde detaylar1 anlatildig:
tizere, AS ile ¢oktiiriiliip diyaliz edilen yerli enzim G-50 jel kromatografisi kullanilarak
saflastirildi. 100 fraksiyon drnek toplandi. Islem 4 °C’de gergeklestirildi. Fraksiyonlarm
OD’leri 280 nm de okundu (Sekil 4.35.). Daha sonra SDS PAGE ile segili fraksiyonlar
glimiis boyama ile goriintiilenerek safliklar1 gosterildi (Sekil 4.36.).

Sekil 4.35. Saflastirilan enzim fraksiyonlarinin 280 nm’de spektrofotometrik okumasi
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Saflastirma ¢aligmasinde proteinler biiyiiklikklerine gore ayrildigi igin farkli kesimlerde

gelen prtoinlerin bulundugu fraksiyonlar gliimiis boyamada tespit edilmek tizere secildi.

180 kDa
130kDa

100 kDa

T0kDa

S5k0a

40kDa

35kDa

25kDa

10 11 12 13 14

Sekil 4.36. Enzim fraksiyonlarinin giimiis boyama ile gosterilmesi

Saflastirilan fraksiyonlardan 2, 3 ve 4 numaralar tiipler pool 1; 5, 6 ve 7 numarali tiipler

pool 2 seklinde adlandirilarak birlestirildi.

Saflastirilan enzimin ve ham enzimin

aktivasyon tayini i¢in trozin standartlar1 hazirlandi. 660 nm’de spektrofotometrik okuma

sonrast enzim aktivitesi belirlendi (Sekil 4.37.).

OD 660 nvm

v 0 & 0 & A 60

0,0065x - 0,009
"

Tirozin miktan ug/ml)
I sl
l-hclm
Ham enzim 1212308 50ml
AS gokturulen enzim 0,43 2701,538 4ml
Pool 1 0,073 5046154 6ml
Pool 2 0,056 400 6ml

¥, 5999

Sekil 4.37. Tirozin standartlarinin hazirlanmasit ve enzim aktivasyon degerinin

belirlenmesi (pg/ml)
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[lk tiip yani pool 1 igin belirlenen aktivite 504,615 U iken pool 2 i¢in belirlenen aktivite
degeri 400 U olarak belirlendi.

Yerli enzimin zimogram analizi substrat (jelatin) iceren SDS-PAGE calismasi ile
gerceklestirildi. Proteotilik hidrolizin oldugu bantlar, zimogram jellerinde boyanmamis
bolgeler olarak goriintiilendi. Zimogram, Jel elektroforezi tamamlandiktan sonra
commassie blue ile boyama yapildi ve enzimin substrat ile olan etkilesimi boyanmayan

seffaf kisimlar {izerinden belirlendi (Sekil 4.38.).

Sekil 4.38. Saflastirilan fraksiyonlarin zimogram jel goriintiisii

M: Marker (Thermo Scientific), B: 500 ng BSA (Sigma), S: Saflastirilan Pool 1, 2-8:
Gilimiis boyamada ytiriitiilen saflastirilan fraksiyonlar.

Calisma sonucuna gore, saflastirilan enzimin substratini parcaladigi ve aktif olarak

islevselliginin goriildigl alan jel iizerinde seffaf bantlar olarak gozlendi. Enzimatik

sindirim ¢alismasi i¢in pool 1 enzim stogunun kullanilmasina karar verildi.

4.7.2. Yerli ve Yeni Bacillus susundan izole edilen enzimi ile antikor sindirim
protokoliiniin Antikor:Enzim konsantrasyonunun optimizasyonu

Bu calisma icin, Fare anti-SARS-CoV-2 SI/RBD MAM E6 mab’min, yerli enzim
kullanilarak proteolitik fragmentasyona tabi tutuldu. Antikor, kondansasyon iglemi ile 2
mg/ml konsantrasyona ulastirildiktan sonra, yerli enzim i¢in (mg/ml) farkli sindirim
tamponlart hazirlandi. Sindirim tamponlar1t 5 mM L-sistein igerecek ve L-sistein

icermeyecek sekilde kullanilmistir. (Cizelge 4.3.).
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Cizelge 4.3. Yerli ve yeni enzimin antikor sindirimi ¢alisilmalarinda kullanilan tampon
i¢erikleri

Z
o

Tampon icerigi pH degeri L-sistein varhgi
9,0 -
8,5 -
8,0 -
7,5
7,0
9,0
8,5
8,0

Sodyum Fosfat Tamponu

RIQA[N N[ |WIN|[—
]

Enzimin kesim aktivitesi belirli olmadigi i¢in once yiksek Enzim:Antikor
konsantrasyonu kullanildi. 1 hacim enzim: 5 hacim antikor olacak sekildeki ortam
hazirlandi. Enzim: Antikor karisimlari, 37 °C’de 16 saat (Sekil 4.39-A) ve 4 saat (Sekil
4.39-B) siire ile inkiibe edildi ve Western Blot ile goriintiilendi. Bu spesifik proteoliz
stirecinde, antikorun Fab bolgesi ve Fc bolgesinin ayrilmasi i¢in gerekli siirenin

belirlenmesi hedeflendi.

M 1 2 3 4 5 6 7 8
AeFnnnan

Sekil 4.39. Yerli enzim kullanilarak antikorun enzimatik sindirim siiresinin Western Blot
ile belirlenmesi

A: Enzim: Antikor karisimlari, 37 °C’de 16 saat. B: Enzim: Antikor karigimlari, 37 °C’de
4 saat inkiibe edildi.

Enzimatik sindirim siiresi 4 saatten 16 saate uzadik¢a. Kesim alanlarinin arttig1 ve farklh

boyutlarda fragmentlerin olusumunun artti§1 goézlendi. Bu amagla sindirim reaksiyonun

stiresi 4 saat olarak belirlendi.

125



Calismanin ikinci asamasinda, 2mg/ml antikor konsantrasyonu sabit tutuldu, Antikor:
Enzim karisimi i¢indeki enzim miktar1 daha diliie oranlarda kullanildi.  Sindirim

tamponlar1 5 mM L-sistein igerecek ve L-sistein icermeyecek sekilde kullanildi (Cizelge
4.4)).

Cizelge 4.4. Yerli ve yeni enzimin antikor sindirimi ¢alisilmalarinda kullanilan tampon
icerikleri 2

Z
o

Tampon icerigi pH degeri L-sistein varhgi
9,0 -
8,5 -
8,0 -
7,5 -
6,5
Sodyum Fosfat Tamponu 9,0
8,5
8,0
7,5
7,0
6,5

OO |INO OB W|IN|F-

|+ [+

|
k=]

Enzimatik sindirim i¢in ayarlanan Enzim:Antikor konsantrasyonu 1:30’dur. Yerli enzim
ve Anti-SARS-CoV-2 S1/RBD MAM E6 antikoru sindirim tamponu igerisinde
hazirlandi. Enzim: Antikor karisimi, 37 °C’de 4 saat inkiibe edildi. Bu spesifik proteoliz

stirecinde, antikorun Fab bolgesi ve Fc bolgesinin ayrilmasi hedeflendi.

Anti-SARS-CoV-2 SI/RBD MAM E6 antikorunun yerli enzim ile sindirim sonrasi elde
edilen fragmentasyon profili, Western Blot (Sekil 4.40.) yontemi ile degerlendirildi.
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6 7 8 9 10 1112

Sekil 4.40. Yerli enzim kullanilarak antikorlarin enzimatik olarak sindiriminin Western
Blot goriintiisti

M: Marker, 1-11 numaralari, Cizelge 4.4’teki 1’den 11°e kadar olan farkli tampon
igerikleridir. 12. Anti-SARS-CoV-2 S1/RBD MAM E6 mAb.

Kesim sonrasi L-cystein igermeyen sindirim tamponlari ile yaklagik 110 kDa’luk antikor
fragmentleri elde edilirken, L-sistein igeren sindirim tamponlarinin kullanimi ile yaklasik
110 kDaluk fragmentlere ek olarak yine yaklasik 40 kDa’luk fragmentler elde edildi.

Ayrica bu calisma sonucunda elde edilen bilgilere gére pH degeri 6,5 olan tampon

igerisinde enzimatik sindirim gézlenmedi.

Daha sonra L-sisten icermeyen Sodyum Fosfat Tamponu pH 8,0 icerisinde hazirlanan
farkli karisim oranlarinda enzim: antikor karisimlart farkli oranlarda (1:10, 1:20, 1:30,

1:40 ve 1:50) denendi (Sekil 4.41.).
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25kDa

Sekil 4.41. Farkli Enzim:Antikor sindirim oranlarinin Western Blot goriintiisii.

M: marker, 1: Anti-SARS-CoV-2 S1/RBD E6 MAM mADb, 2. 1:10 Enzim:Antikor orani,
3. 1:20 Enzim:Antikor orani, 4. 1:30 Enzim:Antikor orani, 5. 1:40 Enzim:Antikor orani,
6. 1:50 Enzim:Antikor orani.

Enzim:Antikor oranlarinin belirlenmesi i¢in yapilan ¢alisma sonucunda, yaklasik 110

kDa’luk Fragmentin elde edilmesi i¢in 1:20 c¢aligma oraninin uygulanabilir oldugu

gosterildi.

Ayni ¢aligma L-sisten iceren Sodyum Fosfat Tamponu pH 7,0 igerisinde hazirlanan farkli
karisim oranlarinda Enzim: Antikor karisimlar1 farkli oranlarda (1:10, 1:20, 1:30, 1:40 ve

1:50) denendi (Sekil 4.42.).

180 kDa
130 kDa

100kDa

70 kDa

55 kDa

40 kDa

35kDa

25kDa

Sekil 4.42. Farkli Enzim:Antikor sindirim oranlarinin Western Blot goriintiisii

M: Marker, 1: Anti-SARS-CoV-2 S1/RBD MAM E6 mAb, 2: 1:10 Enzim:A ntikor orani,
3: 1:20 Enzim:Antikor orani, 4: 1:30 Enzim:Antikor orani, 5: 1:40 Enzim:Antikor orani,
6: 1:50 Enzim: Antikor orani.
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Bu c¢alismanin sonucuna gore; L-sistein i¢ceren pH 7,0 tamponunda 1:10 ve 1:20
Enzim:Antikor oranlarinda ¢alisildiginda , yaklasik 110 kDa ve 40 kDa luk fragmentler
ayn1 anda gozlendi ancak artan oranlarda enzim varliginda calisildiginda, sadece 40
kDa’luk fragmentlerin elde edildigi gozlendi. Bu sonuglara gore yerli ve yeni bir Bacillus
susundan izole edilen proteolitik enzim ile antikor kesim ¢alismalarinin miimkiin ve

kullanilabilir oldugu ortaya konulmustur.

4.8. SARS-CoV-2 Fare Anti-Idiyotipik Monoklonal Antikorlarimin Gelistirilmesi

Hibridoma teknolojisinin  kullanilmasi, anti-idiyotipik monoklonal antikorlarin
gelistirilmesi siirecinde kullanilan bir metodolojidir. Bu yontem, Anti-SARS-CoV-2
monoklonal antikorlarinin gelistirildigi yontem ile ayn1 yontem olup 6zgiil bir antijenik
determinanta (idiyotop) karsi immiin yanit1 uyarilmis tek bir B lenfositin, 6liimsiiz bir
myeloma hiicre hatt1 ile somatik hiicre fiizyonu araciligiyla entegrasyonunu igerir. Aid
Mab iireten hibridoma hiicreleri de laboratuvar kosullarinda stirekli ve homojen bir

sekilde hedef molekiile 6zgii monoklonal antikor {iretme kapasitesine sahip hiicrelerdir.

Bu boliim de, Anti-idiyotipik monoklonal antikor iiretim ¢aligmalart kapsaminda, SARS
CoV-2 yiizey antijenine (S1,RBD) kars1 nétralizan etki gosteren monoklonal antikorlarin
(6E6, 4H9 ) ve enfekte olup iyilesme gosteren insandan elde edilen notralizan antikorlarin
(FY) ayn ayr1 papain enzimi ile kesilmesi sonrasinda elde edilen saflastirilmis Fab
fragmanlari ile gergeklestirilen immiinizasyon ve en yiliksek bagisik cevabi gosteren

fareler ile gergeklestirilen flizyon ¢alismalarina ait sonuglar yer almaktadir.

4.8.1. Deney hayvanlarinin immiinizasyonu

Immiinizasyon prosediirleri, 6-8 haftalik BALB/c disi fareler iizerinde gergeklestirildi.
Farelerin sayilar1 ve maruz kaldiklar1 antijen dozlar Cizelge 3.16.'da siralanmistir. i1k
asilamada Freund’s complete adjuvan kullanilirken, devamindaki asilamalar 2 haftalik
araliklarla Freund’s incomplete adjuvan kullanilarak yapildi. Her 10 giinde bir
intraperitoneal yolla asilanan farelerden, immiinizasyonlarin 7°nci giiniinde serum

ornekleri alinarak dolayli ELISA ile antikor seviyeleri 6l¢iildii.
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4.8.2. Immiinizasyon gruplarinin olusturulmasi

Antijen hazirliklari, immiinizasyon dozlarinin hazirlanmasiyla basladi ve her bir antijen,
adjuvant ile esit hacimlerde (1:1 oraninda) karistirilarak farelerin periton bosluguna
enjekte edildi. Immiinizasyon icin her kafese iicer fare yerlestirildi ve takip kolaylig1 icin
bireysel olarak isaretlendi. Alt1 farkli antijen kullanilarak toplamda alt1 grup olusturuldu
ve her bir grup spesifik bir antijene ayrildi. Immiinizasyon siireci, on giinliik araliklarla
diizenli olarak tekrarlandi, bu periyodik uygulama ile optimal antikor yanitinin elde
edilmesi ve immiinolojik hafiza hiicrelerinin gelistirilmesi amaglandi. Bu yaklasim, uzun
vadeli immiin yanitin tesvik edilmesini ve potansiyel as1 adaylarinin etkinliginin

maksimize edilmesini hedeflemektedir.

4.8.3. Immiin yamitin kontrolii

Immiinize edilen farelerin serumlarindaki antikor aktiviteleri, dolayli ELISA yontemi
kullanilarak degerlendirildi. ilk asamada gelistirilen antikorlar anti-S1/RBD antikorlari
oldugu icin bu antikorlarin antijen olarak kullanilmasi anti-anti-RBD antikor yanitinin
olusmasini saglayacaktir. Bu sebeple dolayli ELISA plaklarinin RBD reseptorii olan
ACE-2 proteini ile kaplanmasmna karar verildi. Bu strateji, SARS-CoV-2 Spike

proteininin RBD kars1 gelistirilen antikorlarin islevselligini degerlendirmeye yoneliktir.

ACE-2, insan hiicrelerinde SARS-CoV-2'nin giris noktas1 olarak hizmet eden ve viriisiin
RBD'si ile yiiksek afiniteli etkilesim gosteren bir reseptordiir. Dolayisiyla, ELISA
plaklarinin ACE-2 ile kaplanmasi, anti-idiyotipik antikorlarin RBD proteinini taklit etme
yeteneklerinin degerlendirilmesinde dnem tasir. Bu yaklasim, anti-idiyotipik antikorlarin,
RBD-ACE-2 etkilesimini bloke etme veya taklit etme potansiyellerini ortaya koyarak, bu
antikorlarin terapotik veya profilaktik ajanlar olarak kullanimi agisindan potansiyelini
belirlemeyi amaglar. Bu metodoloji, ayn1 zamanda RBD'ye 6zgii antikorlarin antijenik

spesifitelerinin ve baglanma 6zelliklerinin incelenmesi icin de kritik bir 6neme sahiptir.

Her kuyu 200 ng ACE-2 ile kapland1 ve metod kisminda anlatildig1 gibi standart dolayl
ELISA protoklii uygulandi. Calismada, anti-SARS-CoV-2 SI MAM H9 mAb, anti-
SARS-CoV-2 S1/RBD MAM E6 mab ve anti-SARS-CoV-2 FY pAb tiim yapidaki
antikorlar ile immiinize edilen farelerin serum yanitlar1 incelendi (Sekil 4.43.) Ayrica anti-

SARS-CoV-2 S1 MAM H9 Fab, anti-SARS-CoV-2 S1/RBD MAM E6 Fab ve anti-
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SARS-CoV-2 FY, fragmentleri ile immiinize edilen farelerin serum yanitlar1 da dolayl
ELISA ile incelendi (Sekil 4.44). Bu yontem, s6z konusu antikorlarin RBD'ye karsi
gelistirdikleri spesifik immiin yanitin yani sira, anti-idiyotipik antikorlarin gelistirilmesi

ve degerlendirilmesi i¢in temel bir aragtir.

Fare anti-5ARS-CoV-2 51 MAM HY mab e immiinize edilen fareler
25
2
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1. ism 2. s 2. i 1. e . s 2.l 1. s 2. i 3. bn
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A IR =] 1000 =SS0
Fare anfi-SARS-CoV-2 51 /RBD MAM ES mab ile imminize edilen fareler
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- I I I I I I
Ulllllllll e ([
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insan anti-SARS-Co¥-2 FY mab ile imminize edilen fareler
2.5
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"
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{, l I l
L s X m 1. o 2. bmm 3 mm 2. i 3. imm
1. Fare 2, Fare 3. Fare
Imminize edilen foreher ve mamdnizosyon soyis
1: wi 10 w1000 w5000

Sekil 4.43. Fare anti-SARS-CoV-2 MAM HO9, Fare anti-SARS-CoV-2 MAM E6 ve Insan
anti-SARS-CoV-2 FY tam yapidaki antikorlar ile immiinize edilen farelerin ACE-2
yanitlarina ait dolayli ELISA test sonuglari
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Sekil 4.44. Fare anti-SARS-CoV-2 MAM HO9, Fare anti-SARS-CoV-2 MAM E6 ve Insan
SARS-CoV-2 FY Fab fragmentleri ile immiinize edilen farelerin ACE-2 yanitlarina ait
dolayli ELISA test sonuglari

Immiinizasyon setlerinde bulunan deney hayvanlarinin serumlarinin dolayli ELISA ile ile

test edilmesi sonrasi, yeterli antikor yanitlar1 olusturdugu goézlenen fareler ile fiizyon

calismasi baslatildi.
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4.8.4 Fiizyon ¢calismalari

Immiinizasyonu takiben, hedef antijene duyarli hale gelen fare B hiicreleri dalaktan izole
edildi ve in vitro kosullarda myeloma hiicreleri ile PEG araciligiyla somatik hiicre
flizyonuna tabi tutuldular. Toplam yedi fiizyon ¢alismasi yapilmistir. Gergeklestirilen

Fiizyon ¢aligmalarina ait bilgiler Cizelge 4.5.’te gosterilmistir.

Cizelge 4.5. Filizyon ¢alismalarina ait bilgiler

Fiizyon No 1 2 3 4 5 6 7
Fiizyon 1.grup 2.grup 3.grup 4.grup S.grup 2. | 6.grup 2. | 6.grup 1.
Faresi 2. fare 3. fare 1. fare 2. fare fare fare fare
Antijen Fare Fare Far.e Far.e
anti- anti- anti- anti- Insan Insan Insan
SARS- SARS- %%5_52_ %25_82_ anti- anti- anti-
CoV-2 CoV-2 S 3] SARS- SARS- SARS-
S1/RBD | S1/RBD MAM MAM CoV-2 Fy | CoV-2 Fy CoV-2
MAM MAM HO HO Fab pADb Fab Fy Fab
E6mAb | E6 Fab a
mAb
Antijen 50 ug 50 ug 50 ug 50 ug 50 pg 50 pg
. 50 ug
miktari
Dalak
hiicresi 675000 | 807 000 | 789 000 | 948 000 965 000 1225 1011
000 000 000 000 000 000 000 000 000
sayisi
F(g;?ggl 225000 | 269 000 | 263 000 | 316 000 321 000 408 000 337 000
CRL1646) 000 000 000 000 000 000 000
Dalak/ F0 1:3 1:3 1:3 1:3 1:3 1:3 1:3
orani
Elde edilen
o er yue 1 2 (2F3,
hibrit hiicre 0 (11G7) 0 6F10) 1 (1D4) 0 17
hatlan

Iki numarali fiizyonda; Fare anti-SARS-CoV-2 SI/RBD MAM E6 Fab fragmenti ile
immiinize edilen farelerden elde edilen 11G7 ve 2D8 monoklonal antikorlariin SARS-
CoV-2 antijenleri ile ¢apraz reaksiyona girmedigi gosterildi. Ancak ¢alisma sonras1 2D8

mADb’1 antikor yanitini kaybetmistir.

Dort numarali fiizyonda; Fare anti-SARS-CoV-2 S1 MAM H9 Fab fragmenti ile
immunize edilen farelerden elde edilen 2F3 ve 6F10 monoklonal antikorlarinin SARS-

CoV-2 antijenleri ile ¢apraz reaksiyona girmedigi gosterildi.

Bes numarali fiizyonda; Insan anti-SARS-CoV-2 FY pAb ile immiinize edilen farelerden

elde edilen 1D4 monoklonal antikorunun SARS-CoV-2 antijenleri ile ¢apraz reaksiyona
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girmedigi ancak, SES, 7B3, 8H7 ve 9A12 monoklonal antikorlarinin ¢apraz reaksiyon

sebebiyle ¢alismaya uygun olmadiklar1 gosterildi.

Yedi numarali fiizyonda; insan anti-SARS-CoV-2 FY Fab fragmenti ile immiinize edilen
farelerden elde edilen 1B4, 2A6, 4A6, 4D11, 5D6, 5SH4, 6H4, 6H12, 7E5, 8C12, 8H3 ve
8E11 monoklonal antikorlarinin SARS-CoV-2 antijenleri ile ¢apraz reaksiyona girmedigi
ancak, 3E7, 6A6, 6D6, 7B1, 10E12 ve 10F6 monoklonal antikorlarinin ¢apraz reaksiyon
sebebiyle ¢aligmaya uygun olmadiklart gosterildi. Ancak 8H3 monoklonal antikoru tek

diistirme ¢aligmalar1 sirasinda kontaminasyon sebebiyle kaybedildi.

Gergeklestirilen yedi flizyon c¢alismasi neticesinde, toplamda on dort adet ACE-2
proteinine baglanan monoklonal antikor iireten hibridoma hiicresi elde edildi. Sekil
4.45’te tiim hibrit hiicrelere ait monoklonal antikorlarin ACE-2 proteini ile farkli SARS-

CoV-2 antijenik yapilar1 (S2, NP, RBD) ile capraz etkilesimleri yer almaktadir.
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Sekil 4.45. Fiizyon c¢alismalar1 sonrasi elde edilen hibrit hiicrelere ait monoklonal

antikorlarin antijenik yanitlarinin dolayli ELISA ile gosterilmesi
A. 2 numarali flizyon c¢aligsmasina ait hibritler, B. 4 numaral fiizyon ¢aligmasina ait
hibritler, C. 5 numarali fiizyon ¢aligmasina ait hibritler, D. 7 numarali fiizyon ¢alismasina

ait hibritlerin antikor yanitlari
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Bu sonuglara gore; iic adet fare anti-SARS-CoV-2 Fab fragmanina karsi gelistirilmis
monoklonal antikorlar (2F3, 6F10 vellG7) ile 11 adet de SARS-CoV-2 gegirerek
iyilesmis insan antikoruna ait Pab (tiim antikor yapisi) ve Fab fragmanlarina karsi
gelistirilmis monoklonal antikor (1B4, 2A6, 4D11, 5D6, SH4, 6H4, 6H12, 7ES, 8C12,
8H3 ve 8E11) iireten hibridoma hiicreleri elde edilmistir.

Bu hiicrelerin tek diisiirme ¢aligmalar1 tamamlandiktan sonra antikor alt isotipleri BD

Mouse Isotyping ELISA kiti kullanilarak belirlenmistir. (Cizelge 4.6.).

Cizelge 4.6. Monoklonal antikorlarin immiinoglobulin alt izotipleri

Fiizyon Faresi Hibrit Ad1 | Alt-izotip | Zincir
. HIF3 19G3 Kappa
Anti-SARS-CoV-2 S1 MAM H9 Fab 2. Fare HOE10 1gG1 Kappa
Anti-SARS-CoV-2 S1/RBD MAM E6 Fab 3. Fare | E6GY 1gG1 Kappa
Anti-SARS-CoV-2 FY pAb 2. Fare F1D8 1gG1 Kappa
F1B4 IgG1 Kappa

F2A6 Ig2b Kappa

F4A6 IgG1 Kappa

F5D6 1gG1 Kappa

. F5H4 Ig2b Kappa
Anti-SARS-CoV-2 FY Fab 1. Fare FoHa 19G3 Kappa
F6H12 IgM Kappa

F7E5 19G2a Kappa

F8H3 19G2a Kappa

F8E11l IgG1 Kappa

Immiinoglobulin alt izotipleri belirlenen monoklonal antikorlarin saflastirma calismalari

yapildu.

4.9. SARS-CoV-2 Fare Anti-id Monoklonal Antikorlarin Saflastirilmasi

Immiinoglobulin alt izotipleri tanimlanmis olan monoklonal antikorlarin saflagtiriimasi
siireci, her bir alt izotipe 6zgl affinite ve kimyasal 6zelliklere dayali olarak 6zellestirilmis
saflastirma tekniklerinin ve kolon kromatografisi yontemlerinin secilmesiyle baslandi. Bu
asamada, IgG, IgM, IgA gibi farkli immiinoglobulin siniflarinin ve alt izotiplerinin fiziko-
kimyasal ve biyolojik 6zellikleri dikkate alinarak, en etkili saflagtirma stratejisi belirlendi.
Calismada gelistirilen, IgG alt izotipleri i¢in Protein A veya Protein G gibi affinite
kromatografisi kolonlari tercih edildi. Bu yontemler, antikorlarin Fc bolgesindeki spesifik
proteinlere yliksek affinite gosteren ve boylece IgG molekiillerini segici bir sekilde

yakalayan ve saflastiran yontemlerdir. Diger taraftan, IgM gibi immiinoglobulin siniflari
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icin, molekiiler boyut veya yiik farkliliklarini temel alan gel filtrasyon kromatografisi

veya iyon degisim kromatografisi gibi alternatif yontemler uygulandi.

Bu islemler sirasinda, antikorlarin antijen baglama kapasitelerini ve fonksiyonel
biitiinliiklerini korumak esas alindi. Antikorlarin saflagtirilmasi sonrasi, elde edilen

preparatlarin saflik dereceleri ve antijen baglama 6zellikleri degerlendirildi (Sekil 4.46.)
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Sekil 4.46. Gelistirilen aid-monoklonal antikorlara ait kolon kromatografisi sonrasi
saflastirma fraksiyonlarinin absorbans 280 nm okumalari ve dolayli ELISA yanitlarinin
birlikte gosterimi
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Calismada, S1 proteininin antijenik 6zelliklerinin incelenmesi amaciyla, saflastirma
fraksiyonlar1 25 ng S1 proteini ile kaplanmig ELISA kuyularinda test edilmistir.
Kolorimetrik okumalar, 450 nm dalga boyunda yapilarak, antijen-antikor etkilesimlerinin
varligin1 ve yogunlugunu olgmiistiir. Bu okumalar, 6zellikle eliisyon fraksiyonlarinda
belirgin antijen yanitlarmin alindigin1  gostermistir. Diger yandan, ©6n kesim
fraksiyonlarinda herhangi bir antijen yanitinin tespit edilmemesi, bu fraksiyonlarin
istenmeyen bilesenlerden arindirildigimi  ve saflastirmanin  basarili  oldugunu

gostermektedir.

Ek olarak, 280 nm dalga boyunda yapilan spektrofotometrik okumalar, protein
konsantrasyonlar1 hakkinda bilgi saglamistir. Bu okumalar, saflastirilan fraksiyonlarin
protein igerigini ve dolayisiyla saflastirma isleminin verimliligini degerlendirmek igin

Onemli bir aragtir.

Elde edilen sonuclar, saflagtirma siirecinin, hedef protein olan S1 proteini agisindan

zenginlestirilmis fraksiyonlar iiretmede basarili oldugunu gostermektedir.

Bu c¢aligmanin sonuglari, elde edilen her iki okuma tipinin sonuglarinin grafikler tizerinde
gosterilmesiyle sunulmustur. Bu grafikler, saflastirma isleminin etkinligini ve spesifik

fraksiyonlarda antijen varligini agikca gostermektedir.

Saflagtirma sonrasi protein konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in BCA tayini yapildu.

Her bir monoklonal antikora ait antikor konsantrasyonu belirlendi (Sekil 4.47.).

mAb Adi mg/ml
H9F3 0,49
H9F10 0,49
EGGT 0,54
F1D8 | 0,24
g 1 F1B4 073
F2AB | 0,77
A i F4 A6 0,37
8 ’ F506 | 0,35
? F5H4 _ 0,41
- FEH4 0,26
. FEH12 0,55
F7ES 0,94
T F8H3 | 0,93
FBE11 | 1,07

Sekil 4.47. Anti-idiyotip monoklonal antikorlarin konsantrasyon tayini
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Bu caligma sonucunda elde edilen bilgiler 1s18inda uygun kromatografik yontemin

belirlenmesi ile anti-id monoklonal antikorlarin saflagtirma ¢alismalart yapildi.

4.10. Anti-Idiyotip Antikorlarin Nétralizasyon Kabiliyetlerinin Gosterilmesi

Bu calismanin odak noktasi, SARS-CoV-2 virlisiine ait RBD proteininin, insan
hiicrelerindeki ACE-2 reseptoriine baglanma bolgesindeki epitoplar taklit edebilme
kapasitesine sahip anti-idiyotipik monoklonal antikorlarin gelistirilmesi ve bu

antikorlarin as1 aday1 olarak potansiyellerinin arastirilmasidir.

Bu ¢alismada, RBD proteinine kars iiretilen monoklonal antikorlarin idiyotip bolgelerine
yonelik anti-idiyotipik antikorlar, RBD'nin ACE-2 ile olan etkilesimini taklit edebilir

sekilde tasarlanmistir.

Gelistirilen aid-mAb'lerin (RBD yi taklit eden Mab) RBD ile rekabet ettigini gostermek
icin kompetitif (Rekabetgi) ELISA teknigi kullanmilmistir. Dolayisiyla bu ELISA
sisteminde gerekli olan ACE-2 proteinlerinin biotin enzimi ile isaretlenmesi ¢alismalari

yapilmistir.

4.10.1. ACE-2 proteinlerinin biotin enzimi ile isaretlenmesi

Calismanin baglangicinda, ACE-2 proteinlerinin Biotin enzimi ile konjligasyonu
yontemlerde anlatildig1 sekilde gerceklestirildi. Isaretlenmis konjuge protein aktivitesinin
dogrulanmasi amaciyla, direkt ELISA yontemi ile test edildi. Test prosediirii, her bir
kuyunun 25 ng RBD proteini ile kaplanmasiyla baslandi ve ardindan standart ELISA
protokolii takip edildi. Farkli diliisyon oranlarinda (1/500, 1/750, 1/1000, 1/2000, 1/3000,
1/5000, 1/10000, ve 1/50000, ayrica bir kontrol grubu olarak PBS kullanildi) ACE2-
Biotin konjiigasyonlu proteinler kuyucuklara uygulandi (Sekil 4.48.).
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Sekil 4.48. ACE-2-Biyotin konjugat proteininin c¢alisma konsantrasyonunun direkt
ELISA ile belirlenmesi

Analiz sonuglari, 1/250 diliisyon oraninda isaretlenmis proteinin kullaniminin en uygun
calisma kosulu oldugunu gosterdi. Bu optimal diliisyon oraninda konjiige edilen ACE-2-
Biyotin, notralizasyon testleri i¢in alikotlar halinde hazirlanmis ve -20 °C'de saklandi. Bu
siire¢, ACE-2-Biyotin konjligasyonunun fonksiyonel aktivitesinin ve ELISA yontemiyle
kullaniminin etkinliginin kantitatif olarak degerlendirilmesini sagladi, bu da sonraki

ndtralizasyon testleri i¢in dnemli bir temel olusturdu.

4.10.2. Yarisimh ACE-2 nétralizasyon ELISA testi

Aid mAblarinin hem ELISA yontemi ile hem de BALB/c fareler lizerinde anti-RBD
antikorlaria tepki olusturma ve antijeni taklit etme yetenegi arastirildi.  Rekabetci
ELISA ile, gelistirilen on ii¢ aid mAbinin (1D8 hiicre hatt1 kaybedildi) serbest ortamda
biyotin isaretli ACE-2 ile etkilesime girdikten sonra, ELISA plak kuyusunda kapli olan

RBD proteinine baglanmay1 inhibe etme yetenekleri test edildi.

Saf fare monoklonal antikorlar1 (250-1000 ng), Biotin etiketli ACE-2 ile ayr1 ayr1 6n
inkiibasyonda tutuldu ve RBD kapli ELISA plaka kuyularina eklenerek test edildi. 100
ng RBD kapli kuyularda gerceklestirilen rekabet¢ci ELISA test sonuclar1 asagida yer
almaktadir (Sekil 4.49.).
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Sekil 4.49. Anti-id monoklonal antikorlarin RBD nétralizasyon kabiliyetlerinin yarigimh
ACE-2 noétralizasyon ELISA ile gdsterilmesi

Calismada negatif kontrol olarak PBS; pozitif kontrol olarak ise ticari RBD molekiilii
kullanildi. Deneysel sonuglara gore antikorlarin RBD proteinini 200 ng ACE-2 kaph
ELISA kuyucugunda nétralize etme yetenekleri belirlendi (Sekil 4.50.).

Anti<id mAL

Sekil 4.50. Antikorlarin RBD proteinini notralize edebilme yiizdeleri

Test edilen 13 aid antikorundan 6 tanesinin digerlerinden daha ytiksek yilizdelerde ACE-
2 ylizeyindeki RBD baglanma alanini blokladig gosterildi (E6G7, H7ES, H1B4, H8H3,
H2A6, HOF3 aid mAblari).

4.11. Anti-idiyotip Antikorlarin In Vive Etkinliklerinin Gosterilmesi

RBD yi taklit eden anti-idiyotipik monoklonal antikorlar ile immiinize edilen farelerden
alinmas1 beklenen immiin yanitin RBD proteinine karsi olusmasi beklenmektedir.
Boylece anti-idiyotip mAblarin as1 adayr molekiiller olarak kullanilabilir oldugu

gosterilmis olacaktir.
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Belirlenen alt1 adet Aid- monoklonal antikor ile fare immiinizasyonlar1 baglatilarak aid
mADb larinin in vivo etkileri arastirildi. Calismada pozitif kontrol olarak ticari RBD
proteini ile immiinizasyon grubu olusturuldu. Alt1 farkli antikor ile alt1 farkli asilama
grubu olusturuldu. Her grupta tiger fare bagisiklandi. Bagisiklama dozu olarak 50 pg Fab
fragmani kullanildi. Deneyin kontrol grubu olmasi i¢in 4 pg RBD proteini ile agilanmis

7. grup olusturuldu (bkz. Cizelge 3.16.).

Farelerin RBD antijene kars1 gelistirdikleri immiin yanitlar, dordiincii, besinci ve altinci
immiinizasyon islemlerinin ardindan, elde edilen kan serumlar1 kullanilarak dolayli
ELISA yontemi ile degerlendirildi. immiinize edilen farelerden alinan serum drnekleri,
250 kat oraninda sulandirilarak analizde kullanildi. ELISA plaklari, SARS-CoV-2
viriisiiniin Ingiltere, Wuhan ve Delta varyantlarina 6zgii antijenler ile ayr1 ayr1 kaplandh,
boylece farkli viriis suslarina karsi gelistirilen spesifik immiin yanitlarin karsilastirilmasi

saglandi (Sekil 4.51).

Analizde pozitif kontrol olarak, bilinen nétralizasyon kapasitesine sahip Fare anti-SARS-
CoV-2 S1/RBD E6 MAM monoklonal antikoru, 1/1000 diliisyon oraninda kullanildi. Bu,
elde edilen immiin yanitlarin giivenilirligini ve spesifisitesini dogrulamak i¢in referans
bir deger sunar. Negatif kontrol olarak ise, herhangi bir antikor icermeyen PBS kullanildi,
bu da arka plan sinyalinin belirlenmesi ve 6l¢timlerin spesifisitesinin artirilmasi agisindan

onemlidir.
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Sekil 4.51. Anti-idiyotipik monoklonal antikorlarinin in vivoda anti-RBD yaniti

olusturma etkinliklerinin gosterilmesi
A-Ingiltere, B- Wuhan ve C- Delta varyantlari ile kaplama yapilmis sonuglaridir.
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In vivo galigmalardan elde edilen verilerin grafiksel analizi, aid-E6G7, aid-H7ES ve aid-
H8H3 olarak tanimlanan anti-idiyotipik monoklonal antikorlarin, RBD molekiilii ile
immiinize edilmis farelerde elde edilen antikorlarla karsilastirildiginda, RBD
molekiiliiniin antijenik 6zelliklerini taklit ettigini ortaya koymustur. Bu bulgular,
hibridoma teknolojisi kullanilarak gelistirilen anti-idiyotipik monoklonal antikorlarin,
SARS-CoV-2 viriistiniin ACE-2 reseptoriine baglanan RBD bdlgesine 6zgii antijenik

determinatlari taklit edebilecek biyomimetik molekiiller oldugunu géstermektedir.

Sonug olarak, hibridoma teknolojisi aracilifiyla, RBD antijenini taklit edebilme
kapasitesine sahip anti-idiyotipik monoklonal antikorlar basariyla gelistirilmistir. Bu
antikorlar, in vivo deneylerde, ticari olarak temin edilen RBD antijenlerine benzer
antijenik Ozellikler sergileyerek, potansiyel bir as1 adayr veya terapotik ajan olarak
kullanilabilirligini  kanitlamistir. Bu ¢alisma, anti-idiyotipik antikorlarin, viral
proteinlerin antijenik epitoplarinm taklit ederek, SARS-CoV-2'ye kars1 spesifik ve etkili
bir immiin yanit gelistirilmesinde 6nemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir. Bu
yaklasim, COVID-19'a kars1 yeni ve yenilik¢i immunoprofilaktik ve immiinoterapdtik

stratejilerin gelistirilmesi i¢in temel bir platform sunar.

4.12. SARS-CoV-2 Tavsan Anti-Idiyotipik Monoklonal Antikorlarinin Gelistirilmesi

Bu caligmanin odak noktasi, SARS-CoV-2'nin RBD'sine 6zgii monoklonal antikorlara
kars1 iiretilen anti-idiyotipik antikorlardir. Bu ¢alisma kapsaminda, 6zellikle Tiirkiye'de
ilk kez gercgeklestirilecek, yenilik¢i bir yontem olan tavsan monoklonal antikorlarinin
hibridoma teknolojisi ile gelistirilmesi tizerine odaklanildi. Tavsan antikorlari, yiiksek
affinite ve 6zgiilliikkleri nedeniyle 6zellikle antikor arastirmalarinda degerli birer aractir.
Bu tez caligmasiyla, tavsan monoklonal antikorlarinin gelistirilmesi ve karakterizasyonu
stirecindeki teknik zorluklarin iistesinden gelinmesi ve bu antikorlarin SARS-CoV-2'nin
RBD'sini taklit edebilen anti-idiyotipik antikor iiretiminde kullanim potansiyelinin
arastirilmas1 hedeflendi. Bu calismanin gerceklestirilmesi i¢in Loyala Universitesi
ogretim liyesi Katherine Knigt tarafindan goénderilen 240E1:1 tavsan myeloma hiicre hatti

hibridoma partneri olarak kullanildu.
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4.12.1. Deney hayvanlarinin immiinizasyonu

Immiinizasyon prosediirleri, 2-4 aylik Yeni Zelanda cinsi disi tavsanlar iizerinde
gergeklestirildi. Calismada 2 adet tavsan kullanildi ve ilk asilamada Freund’s complete
adjuvan kullanilirken, devamindaki asilamalar 2 haftalik araliklarla Freund’s incomplete
adjuvan kullanilarak yapildi. Her 15 giinde bir subkutan yolla asilanan tavsanlardan,
immiinizasyonlarin 10’uncu giiniinde kulak veninden kan oOrnekleri alinarak

serumlarindaki antikor seviyeleri dolayli ELISA ile 6l¢iildii.

4.12.2. Immiinizasyon gruplarinin olusturulmasi

Antijen hazirliklari, immiinizasyon dozlarinin hazirlanmasiyla bagladi ve her bir antijen,
adjuvant ile esit hacimlerde (1:1 oraninda) karistirilarak tavsana subkutan olarak enjekte
edildi. Immiinizasyon i¢in her kafese bir tavsan yerlestirildi. Immiinizasyon siireci, 15
giin araliklarla diizenli olarak tekrarlandi, bu periyodik uygulama ile optimal antikor

yanitinin elde edilmesi ve immiinolojik hafiza hiicrelerinin gelistirilmesi amaglandi.

4.12.3. immiin yanitin kontol edilmesi

Immiinize edilen tavsanlarin serumlaridaki antikor aktiviteleri, dolayli ELISA yontemi

kullanilarak degerlendirildi.

Bu kapsamda ELISA plaklarina 200 ng ACE-2 ile kapland:1 ve anti-SI/RBD MAM E6
mab ve anti-S1/RBD FY pAb immiinize tavsan serumundan elde edilen antikorlar, 1:100,
1:1000 ve 1:5000 diliisyonlarinda inkiibe edildi. ikincil antikor olarak, 1:2000 oraninda
seyreltilmis alkalen fosfataz ile isaretlenmis anti-rabbit IgG antikoru kullamildi. Iimmiinize
tavsan serumlarina ait sonuglar Sekil 4.52.’de yer almaktadir. Bu yontem, s6z konusu
antikorlarin RBD'ye kars1 gelistirdikleri spesifik immiin yanitin yani sira, anti-idiyotipik

antikorlarin gelistirilmesi ve degerlendirilmesi i¢in temel bir aractir.
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Sekil 4.52. Fare anti-SARS-CoV-2 S1/RBD MAM E6 mAb ve insan anti-SARS-CoV-2
FY pAb ile immiinize edilen tavsan immiin yanitlarinin dolayli ELISA ile gosterilmesi.

Immiinize edilen tavsanlardan fare anti-SI/RBD mAbD ile immiinize edilen tavsan 6’nci
Immiinizasyon sonrasi fiizyon ¢alismasina tabi tutulurken insan anti-SARS-CoV-2 pab
ile immiinize edilen tavsan flizyona alinamadan kaybedilmistir. Fiizyona alinacak tavsan
uygun ve etik kosullarda anestezik ve aneljezik maddeler ile uyutulduktan sonra dalak

cikarild (Sekil 4.53.) ve deney hayvani uygun sekilde ex edilerek imha edildi.

Sekil 4.53. Tavsan dalaginin ¢ikarilmasi
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4.12.4. Hibridoma teknolojisi ile tavsan monoklonal antikorlarin gelistirilmesi

Immiinizasyonu takiben, hedef antijene duyarli hale gelen B hiicreleri dalaktan izole
edildi (Sekil 4.54.) ve in vitro kosullarda myeloma hiicreleri ile somatik hiicre fiizyonuna

tabi tutuldular. Fiizyon bilgisi Cizelge 4.7.’de gosterildi.

Sekil 4.54. Tavsan dalagindan splenositlerin izolasyonu

Cizelge 4.7. Tavsan fiizyon ¢aligmalarinin bilgisi

Fiizyon No 1 | 2
. Fare anti-SARS-CoV-2 S1/RBD E6 MAM
Antijen
mAb
Antijen miktar1 150 pg
Dalak hiicresi sayisi 625 000 000 625 000 000
Myeloma hiicre 208 000 000 (Fare FO | 125 000 000 (Tavsan
sayisi hiicre hatti) 240E1:1 hiicre hatt1)
Dalak/ FO orani 1:3 1:5
Elde edilen hibrit 0 1
hiicre hatlan

Fiizyon g¢alismasi sirasinda tavsan myeloma hiicre hatt1 240E1:1 ile fare myeloma hiicre
hatt1 olan FO hiicrelerinin fiizyon sonrasi stabilitelerinin kiyaslanmasi amaci ile hem
tavsan myeloma hatti hem de fare myeloma hatt1 ile ayri ayr flizyon calismasi
gergeklestirildi. Ayrica bu calisma igerisinde hem tavsan myeloma 240E1:1 hiicre
hattinin feeder (Sekil 4.55.) olarak kullanildig1 (Sekil 4.56.) hem de fareye ait feeder

hiicrelerin kullanildig1 bir karsilastirma ¢aligmasi da yapildi.
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Sekil 4.55. Tavsan 240E1:1 myeloma hiicre hattinin mikroskop altinda goriiniimii.

Sekil 4.56. Tavsan hibridoma hiicrelerinin mikroskop altinda goriiniimii

A: Tavsan dalagi: Tavsan myeloma 240E1:1, B: Tavsan dalagi: Fare myeloma FO
Fiizyon ¢alismasi sonucunda fare FO myeloma hiicresi ile yapilan flizyondan elde edilen
hibrit hiicrelerin sayis1 tavsan myeloma hiicreleri ile yapilan ¢alismaya gore 6 kat daha
azdi1 ve olusan kolonilerin higbirinden ACE-2 yanit1 alinamadi. Ancak tavsan myeloma

hatt1 kullanilarak elde edilen hibrit hiicrelerin ACE-2 yanitlarinin kararli oldugu gézlendi.

Bu fiizyon caligsmasinin neticesinde, toplamda on bir adet tavsan kdkenli hibrit hiicre elde
edildi. Immiin yanitlar ii¢ defa ACE-2 kapli plaklarda dolayli ELISA ile test edildi ancak

hiicre kiiltiiriinde yasanan kontaminasyon sonucu tiim hibritler imha edildi.
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Bu ¢alisma ile tavsan hibridoma ydntemi adina yapilan protokol ¢aligsmalari neticesinde

tavsan mabi iireten hibrit hiicrelerin elde edilmesi saglandi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Coronaviridae ailesine ait yeni bir betakoronaviriis tiiri olarak smiflandirilan Siddetli
Akut Solunum Sendromu Koronaviriis 2 (SARS-CoV-2), ilk defa Aralik 2019'da Cin'in
Hubei Eyaleti Wuhan'da insanlara bulastig: tespit edilmistir (Dong ve ark. 2020). SARS-
CoV-2'nin yol agtign hastalik, Diinya Saglik Orgiitii tarafindan COVID-19 olarak
adlandirilmistir. Koronaviriisler, yiiksek prevalansa ve genis cografi dagilima sahip olan,
tek iplikli RNA virlsleridir. Bu viriislerin genomlarindaki sik mutasyonlar, yeni
koronaviriis tilirlerinin ortaya ¢ikmasina ve insan-hayvan etkilesimlerinin artmastyla yeni
enfeksiyon vakalarinin meydana gelmesine sebep olmaktadir (Cui ve ark. 2019, Wong ve
ark. 2015). T.C. Saglik Bakanliginin giincel verilerine gore, Mart 2023 itibariyle COVID-
19 vaka sayist 17 232 06°dir. Bu say1 diinya ¢apinda toplam 656 398 043 olarak
kaydedilmistir.

Ozetle, koronaviriislerin yapisal proteinleri ve bunlarm genetik kodlanmasi, viriisiin
konake1 hiicrelere baglanmasi, hiicre igine girmesi ve enfeksiyonun baglatilmasi

stireclerinde merkezi bir 6neme sahiptir.

Koronaviruslarin hiicreye giris mekanizmasi, yiizeyinde bulunan S (spike) proteininin S1
bolgesinde yer alan RBD, SARS-CoV-2'nin insan hiicrelerinde bulunan ACE-2 reseptorii
ile etkilesimiyle baslar (Fehr ve Perlman. 2015, Walls ve ark. 2020). SARS-CoV ve diger
bazi koronaviriislerde RBD, S1'in N-terminalinde bulunurken, SARS-CoV-2'de bu bolge
S1'in C-terminalinde konumlanmistir (Kubo ve ark. 1994, Cheng ve ark. 2004). Bu
siirecte S proteininin S1 alt birimi, reseptorle baglanma islevini iistlenirken, S2 alt birimi
ise virilis ve hiicresel zarin etkilesimi ve fiizyonunu yonetir (Belouzard ve ark. 2009,

Burkard ve ark. 2014).

Koronaviriislerin S proteini, viriisiin konak hiicre ile etkilesimini saglayan ana yapisal
bilesen oldugundan, noétralize edici antikorlarin hedefi haline gelir. Bu bilgiler, viriisiin
hiicreye baglanmasini1 ve dolayisiyla enfeksiyonun baslamasini engelleyebilir, bu da S
proteinini potansiyel bir as1 hedefi ve antiviral tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde bir

odak noktasi olmasini saglar (Rossen ve ark. 1998).
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Notralize edici antikorlar, viriis kaynakli hastaliklara kars1 bagisiklik sisteminin evrimsel
acidan kritik dneme sahip unsurlarindandir. Bu antikorlarin etkinligi, viriis serotiplerini
ayirt edebilme yetenekleriyle dogrudan iliskilidir. Antikorlarin toleransi, konsantrasyonu
ve sekonder lenfoid organlardaki varligi gibi faktorler, nétralizan etkinin derecesini
belirler. B hiicre hafizasi, antijenik stimiilasyona bagli olarak gelisir ve antikor
titrasyonlar1 ile Olgiilebilir (Zinkernagel ve ark. 2001). Monoklonal nétralize edici
antikorlarin  in vitro olarak gelistirilmesi, bu antikorlarin terapdtik amaglarla
kullanilmasina yonelik calismalarin yayginlasmasina yol agmistir. Halihazirda COVID-
19 tedavisi i¢in onaylanmig bir terapotik ajan bulunmamakla birlikte, ¢esitli ilag adaylar
gelistirilmekte ve arastirilmaktadir. 12 Mart 2020'de, SARS-CoV-2'ye 0zgii bir

monoklonal antikor (mAb) i¢in patent basvurusu yapilmistir.

Koronaviriislerin ylizeyinde yer alan S (spike) proteinini hedefleyen monoklonal
antikorlar hem tani sistemlerin de kullanim1 hem de hastaligin tedavisinde umut verici
ilaclarin gelistirilmesin de giderek artan bir neme sahiptir. SARS-CoV-2 ve SARS-CoV
viriislerinin S glikoproteinlerinin yapisal benzerligi (%77,5), bu antikorlarin terapdtik

potansiyelini artirmaktadir (Wrapp, D. ve ark. 2020; Gui ve ark. 2017).

Notralize edici etkiye sahip monoklonal antikorlar kullanilarak gelistirilen anti-idiyotip
antikorlarin, aktif ve pasif koruma sagladigi deneysel calismalarla kanitlanmistir
(Maglioni ve ark. 2003). Bu bulgular, notralize edici antikorlarin ve bunlara yonelik
gelistirilen anti-idiyotip antikorlarin, viral hastaliklarin tedavisinde 6nemli bir yer

tuttugunu gostermektedir.

Antikorlarin birincil yapisinin ve islevlerinin detayli incelenmesi ile idiyotiplerin,
antikorlarin farkli degisken bolge dongiileri (CDR) ile iliskili olduklar1 kesfedilmistir. Bu
bulgu, CDR c¢esitliliginin yani sira idiyotip cesitliliginin de oldugunu gostermistir
(Bentley ve ark. 1990; Poljak, 1994). Anti-idiyotipik antikorlar, hedefledikleri idiyotipik
bolgenin konumuna gore siiflandirilir ve ab2a, ab2p, ab2y, ve ab2¢ olmak tizere dort alt
tipe ayrilirlar (Huang, J. ve ark. 1988). Ozellikle, ab2p alt tipine sahip anti-idiyotipik
antikorlar, bakteri, viriis ve parazit kaynakli enfeksiyonlara karsi gelistirilen hayvan as1
caligmalarinda spesifik ve koruyucu bagisikligr tetikleme potansiyelleri agisindan

degerlendirilmis ve etkinlikleri gosterilmistir (Pan ve ark. 1995).
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Bu baglamda, anti-idiyotipik antikorlarin kullanimi, enfeksiyon hastaliklarina karsi
koruyucu bagisiklik yanitinin elde edilmesinde ve as1 gelistirme siireglerinde 6nemli bir
ara¢ olarak one ¢ikmaktadir. Bu antikorlar, antijenik mimikri yoluyla immiin yaniti
modiile edebilir ve bu 6zellikleri sayesinde, geleneksel as1 yaklagimlarina alternatif veya
tamamlayict stratejiler sunabilirler. Anti-idiyotipik antikorlarin bu benzersiz 6zellikleri,
enfeksiyon hastaliklarinin  6nlenmesi ve tedavisinde yeni ve yenilik¢i terapdtik

yaklasimlarin gelistirilmesine olanak tanimaktadir.

Anti-idiyotipik (Anti-Id) antikorlar, antijenleri taklit edebilme yetenekleri sayesinde,
immiinojen olarak antijenlere baglanma kapasitesindeki antikorlar1 aktive edebilir ve
epitop spesifik asilar olarak kullanilabilirler. Bu antikorlar, asilamada kullanildiginda,
antijenin epitoplarini yapisal olarak taklit ederek, taklit ettikleri epitoplara karsi1 koruyucu
nitelikte antikor gelisimini tetiklerler. Bu durum, as1 olarak kullanilan anti-Id antikorlarin
taklit ettikleri epitopa karsi yiiksek derecede koruyuculuk saglayan antikorlarin
gelistirilmesine olanak tanir (Delves ve ark. 1997, Thanavala, 1996, Benjamini ve ark.
2000; Maruyama ve ark. 2002). Etkili bir anti-Id as1 gelistirebilmek i¢in, hedef enfeksiy6z
ajanin epitoplarinin detayli bir sekilde bilinmesi gerekmektedir (Lesinski ve Westrink,

2001).

Anti-Id agilarin, Rabies, Coronavirus, Cytomegalovirus (Herpesvirus) ve Hepatit B gibi
cesitli virlislere karst koruyucu bagisikligi artirma kapasitesi oldugu literatiirde
belgelenmistir (Lamarre ve ark. 1991, Yu ve ark. 1996). Aralik 2019'da ortaya ¢ikan ve
kiiresel bir pandemiye yol acan SARS-CoV-2, ciddi 6liim oranlariyla dikkat c¢eken
koronaviriis ailesinin {i¢ilincii iiyesidir. COVID-19 iizerine diinya genelinde yiiriitiilen
yogun arastirma ve klinik calismalara ragmen, hastalarin iyilestigini dogrulayan

randomize kontrollii ¢alismalar bulunmamaktadir (Sanders ve ark. 2019).

Salginin yayilma hizi ve kapsami g6z oniline alindiginda, COVID-19'a 6zgii etkili
terapotiklerin bulunmasi kritik bir 6nem tasimaktadir. Bu cergevede, tez ¢aligmasinda
SARS-CoV-2 proteinlerini hedef alan ve as1 ¢alismalarina odaklanilan bir arastirma
baslatilmistir. Bu calismanin amaci, hibridoma teknolojisi kullanilarak SARS-CoV-2"nin
S1 yiizey proteinini spesifik bu bolgeyi hedef alan notralizan bir monoklonal antikor

gelistirmek ve bu antikorun anti-Id as1 gelistirme calismalarinda kullanilabilirligini
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aragtirmaktir. SARS-CoV-2'nin ylizeyinde yer alan ve viral hiicre girigine aracilik eden
glikosile edilmis S proteinlerinin, hiicre reseptorii ACE2'ye baglanmasi bu siirecte
merkezi bir rol oynamaktadir (Letko ve ark. 2020). Calismamizda, ACE2 ile rekabet
ederek SARS-CoV-2'nin S1 yiizey proteinlerine baglanan ve S proteininin reseptor
baglanma bolgelerini bloke eden notralizan bir monoklonal antikorun gelistirilmesi
hedeflenmektedir. Ayrica, SARS-CoV-2 viriis yiizey proteininin epitop dizisini taklit eden
anti-id antikorlarin gelistirilmesi ve bu antikorlarin in vivo sistemde etkinliinin

arastirilmasi yoniinde ¢alismalar gergeklestirilmistir.

Deney hayvanlarinda antijen bazli tedavileri ile hastalik durumundaki hayvanlarin
tyilesme gostermesinden sonra, antijene 6zgii yaklasimlarin immiinoterapide kullanimi
dikkat c¢ekmistir (Sabatos-Peyton ve ark. 2010). Antijenik yapilara 6zgiin olarak
gelisen immiinoglobulinler, iki 6zdes agir ve hafif zincire sahip glikoprotein yapiya
sahiptirler. Bu agir-hafif zincirler, antijen baglanmast icin iki degisken (V)
immiinoglobiilin (Ig) alanindan (VL ve VH) olusmaktadir. Bu V alanlari, idiotipin (Id)
olusumunu tamamlar (Lopez-Requena ve ark. 2012). Bu bdlgelere karsi gelisen

antikorlara ise anti-idiyotip antikorlar ad1 verilir.

Anti-idiotip (Anti-Ids) antikorlari, bir antikorun idiyotipik degisken alanlarina baglanma
kabiliyetine sahiptir (Naveed, A. ve ark., 2018) bu sayede anti-idiyotip antikorlar
antijenlerin baglanma dizilerini taklit ederek antikor olusumunu tetikleyebilirler (Mitra-
Kaushik ve ark. 2001, Lesinski ve Westrink 2001). Anti idiyotip antikorlarin antijen
olarak kullanilmasi i¢in ilk caligmalar Niels Jerne tarafindan oOnerilen bagisiklik
sisteminin antikor ve lenfosit hiicreleri arasindaki bir “Idiotipik Ag " hipotezine
dayanmaktadir (Jerne, 1974). Bagisiklik sistemi bir antijene karst antikor iiretir ve ilk
tiretilen antikorun idiyotipine kars1 antikorlar iiretimine devam eder. Bu teoriye gore bir
antijen kullanilarak yapilan asilama sonrasi bu antijene kars1 Abl olarak adlandirilan
antikorlarin gelismesini saglar. Abl antikorlar1 da Ab2 olarak adlandirilan bir dize anti-
idiyotipik antikor iiretir. Idiyotipleri Abl'in antijen baglama bdolgesine uyan Ab2
antikorlar1 ile agilama yapilmasi ile, Ab1 tarafindan tanimlanan orijinal antijeni tantyacak

olan Ab3 (anti-anti-id antikorlar1) olusumunu saglanir.
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Bu nedenle, Idiyotipik Ag teorisinde anti-idiotipik antikorlar mevcut antijenlerden
herhangi birini taklit edebilir veya taklit edilen antijenler olarak kullanilabilir (Vazquez
ve ark. 2012). Kisaca bagisiklik sistemi idiyotipler ve anti-idiyotipler ag1 tarafindan

kontrol edilir.

Anti-idiyotipik antikorlarin, immiin sistemde 6zgiil bir diizenleyici rolii vardir ve bu
antikorlarin etkilesimi, antijen tanima ve bagisiklik yanitinin modiilasyonunda kritik
oneme sahiptir. Anti-idiyotipik antikorlar, orijinal antikorlarin (Abl) idiyotip bdlgesine
kars1 gelistirilen antikorlardir ve bu etkilesim, antijen-antikor iligkisinin bir yansimasi
olarak diisiliniilebilir. Bu antikorlar, kendi iclerinde ii¢ farkli sinifa ayrilir ve her bir sinif,
immiin sistemin farkli yonlerini etkiler. Birinci sinif, Ab2B olarak adlandirilan anti-
idiyotipik antikorlardir. Bu antikorlar, idiyotip bolgesinin antijen ya da haptenle dogrudan
etkilesimini engelleyerek, antijenin antikorla baglanmasini bloke eder. Bu etkilesim,
Ab2B antikorlarinin antijenin yapisal bir taklidi olarak islev gérmesini ve bu sekilde
spesifik bagisiklik yanitini modiile etmesini saglar. Ikinci smif olan Ab2a, idiyotip
bolgesine antijen ya da haptenin baglanmasini engellemez; bu nedenle, bu antikorlar,
idiyotipin ¢ergeve bolgesinde bulunan, antijenle dogrudan iligkili olmayan idiyotoplara
kars1 gelismistir. Ab2a antikorlarimin varligi, antijen tanima ve baglanma siirecini
dogrudan etkilemese de antikorlarin ¢esitliligi ve immiin yanitin genisletilmesi a¢isindan
onemlidir. Uglincii simf, Ab2p olarak adlandirilan anti-idiyotipik antikorlar ise, hem
idiyotip bolgesine antijen ya da haptenin baglanmasini engelleyen hem de idiyotipin
cerceve bolgesindeki idiyotoplara kars1 gelismis 6zelliklere sahiptir. Bu ¢ift fonksiyonlu
anti-idiyotipik antikorlar, hem antijen tanima siirecini dogrudan etkileyebilir hem de
immiin sistemin antijenlere kars1 gelistirdigi yanit1 derinlemesine modiile edebilir. Ab23
antikorlariin bu o6zellikleri, onlar1 immiinoterapi ve as1 gelistirme caligmalarinda
ozellikle degerli kilmaktadir. (Rajewsky, 1996, Jerne ,1974, Greenspan ve ark. 1993,
Behar, 2007).

Immiin sistemde, antijen sunan hiicreler (APC) tarafindan taninan idiyotipler, MHC sinif
II molekiilleri araciligiyla T hiicrelerine sunulur. Ardindan, B lenfositler, idiyotipik
peptitleri MHC sinif I molekiilleri tizerinde siirekli olarak sunmaya devam eder (King ve
ark. 1993, Weiss ve Bogen, 1989). Bu siire¢, tanimlanabilir peptitlerin eklenmesi ile anti-

idiyotipik antikorlarin olusumuna katkida bulunur. ileri asamada, antikor iireten plazma
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hiicreleri ile anti-idiyotipik antikorlar arasindaki ayrimi saglayan sinyalizasyon siireci
baslar (Janeway, 1975, Reitan ve Hannestad, 2001). Sonugta, T hiicreleri ve B hiicreleri
arasinda antijensiz bir is birligi, yani idiyotip tarafindan yonlendirilen T-B hiicre is birligi
gergeklesir (Munthe ve ark. 2005). Bu antijensiz mekanizma, antijenin var olmadigi
durumlarda immiinolojik hafizanin siirdiiriilmesinde 6nemli bir role sahiptir (Nayak ve

ark. 2001, Vani ve ark. 2007).

Poliklonal idiyotipik determinantlarin, B ve T hiicreleri arasinda ayni antijene karsi
paylasildig1 hipotezi, monoklonal antikorlarda, B hiicre reseptorlerinin dogal epitoplara
baglanmas1 ile T hiicre reseptorlerinin, antijen sunan hiicreler tarafindan MHC
molekiilleri ile etkilesime girdikten sonra antijen baglama kapasitesi kazanmasi arasinda
bir farklilik ortaya koymaktadir. Bu durum, poliklonal idiyotiplerin sundugu avantajdan
monoklonal idiyotiplerin mahrum kalmasina neden olur (Uner ve Gavalchin, 2006). Bu
calismada, poliklonal ve monoklonal idiyotiplerin kullanimina dayali bir karsilastirma
yapilmistir. Bu amagla olusturulan fare gruplari i¢inde, poliklonal idiyotiplerle immiinize
edilen farelerin daha hizli antijenik yanit gésterdigi belirlenmistir. Idiyotiplerle immiinize
edilerek gerceklestirilen fiizyon ¢alismalart sonucunda elde edilen hibridomalarin sayist,
poliklonal idiyotip kullanilan fiizyon g¢aligmalarinda, monoklonallere kiyasla sayisal

olarak {istiinliik gostermistir.

Anti-idiyotip antikorlarin gelistirilmesine yonelik literatiir incelemeleri, antijen baglayici
bolge (Fab) igeren antikor molekiillerinin saf formda elde edilmesinin Gnemini
vurgulamaktadir (Bhattacharya-Chatterjee M. ve Fon, 1998). Bu Fab bolgeleri, spesifik
antijen yapilarini taniyan idiyotipik bolgeleri igerir ve anti-idiyotip antikorlarin tiretimi
icin hedef olarak kullanilir. Bu antikorlar, bakteri, virlis, kiif gibi ¢esitli
mikroorganizmalarla iliskili as1 gelistirme ¢alismalarinda kullanilarak, hayvan modelinde
koruyucu etkinlikleri gosterilmistir (Moe ve ark. 1999). Bu calismada, SARS-CoV-2'ye
kars1 gelistirilen antikorlarin, papain enzimi yardimiyla kesilerek idiyotipik bolgeyi
iceren Fab fragmentlerinin saflastirilmasi gergeklestirilmistir. Bu fragmentler, Balb/c tiirii
disi farelere immiinize edilmis ve enzimatik olarak kesilmemis tam antikor yapisi ile
immiinize edilen farelere kiyasla, hibridoma verimliliinin belirgin derecede yiiksek

oldugu gozlemlenmistir (Veri gosterilmemistir).
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Bu bulgular, anti-idiyotip antikorlarin gelistirilmesi ve as1 calismalarinda kullanilmasinin,
ozellikle spesifik antijenik hedeflere karsi etkili immiin yanitlarin elde edilmesinde
onemli bir strateji oldugunu ortaya koymaktadir. Antijen baglayic1 bélgelerin (Fab) saf
formda elde edilmesi ve bu bolgelere yonelik anti-idiyotip antikorlarin iiretilmesi,
immiinolojik arastirmalar ve as1 gelistirme siiregleri icin kritik dneme sahiptir. Bu
yaklasim, 6zellikle yeni patojenlere karsi hizli ve etkili asilarin gelistirilmesi agisindan

degerli bir yontem sunmaktadir.

Anti-id antikorlar1 antijeni taklit edebilirler ve bu sayede hiicresel bagisikligi yani antijene
baglanma kapasitesine sahip antikorlar1 aktive edebilirler ve epitop spesifik as1 olarak
kullanilabilirler (Delves ve ark. 1997). Aid antikorlarinin as1 olarak kullanilmasi taklit
ettigi epitopa kars1 yliksek koruyuculukta antikor gelistirilmesini saglar (Maruyama ve
ark. 2000). Yillar i¢inde Aid antikorlar1 gesitli kanser tiirleri i¢in tedavi amagli olarak
genis Ol¢iide denenmistir. Tiimorle iliskili antijenlerin (TAA) kesfedilmesi ile bagisiklik
temelli anti-kanser tedavileri arastirllmaya baslanmistir. Bu kapsamda Monoklonal
antikorlar spesifik olmalar1 sebebiyle onkolojide pasif immiinoterapi de ¢ok caligilmis ve
etkinligi kanitlanmigtir. Timorle iligkili genlerin ¢ogu canlinin kendi antijenleri ile
iligkilidir ve bunlara kars1 bagisiklik toleransi olusur ve sonugta onkoproteinlere karsi
etkili agilamaya karsi bir engel olusur. Olusan bu bagisiklik toleranst engelinin yikilmasi
icin antijeni taklit eden anti-idiyotipik antikorlarin gercekten humoral ve/veya hiicresel
bagisiklik tepiklerini indiikledigi gosterilmistir (Bhattacharya-Chatterjee M. ve ark. 1993,
Foon ve ark. 1995, Ladjemi, 2012).

Literatiir, cesitli patojenlere karsi anti-idiyotipik antikorlarin gelistirilmesi ve bu
antikorlarin as1 olarak kullanilma potansiyelinin arastirildigi genis capta ¢alismalara ev
sahipligi yapmaktadir. Bu ¢alismalar, anti-idiyotipik antikorlarin, 6zellikle viriis, bakteri
ve kanser hiicrelerine kars1 immiinolojik yanit1 tetikleyerek, hastaliklarin 6nlenmesi ve

tedavisinde 6nemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir.
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Ornegin, Naveed ve arkadaslar1 (2018) tarafindan yapilan bir calismada, buzagilarda Sap
Hastaligi Viriisi'ne (FMDV) kars1t gelistirilen anti-idiyotipik antikorlarin, ticari
Oldiirtilmiis virlis asistyla karsilastirildiginda, kalict ve giiclii bir bagisiklik yaniti
olusturdugu belirlenmistir. Bu ¢alisma, anti-idiyotipik antikorlarin geleneksel asilarla

benzer ya da daha iistlin bagisiklik yanitlar1 saglayabilecegini gostermektedir.

Benzer sekilde, Hiernaux (1988) tarafindan gerceklestirilen caligmalar, Streptococcus
pneumonia, Brucella abortus ve Escherichia coli gibi cesitli patojenlere karsi
kemirgenlerde bagisiklama amaciyla anti-idiyotipik asilarin iretildigini ve basarili

sonuclar elde edildigini bildirmistir.

Ayrica, anti-idiyotip asilarin, Kuduz viriisii, Hepatit B viriisii (HBV) ve Insan Immiin
Yetmezlik Viriisii (HIV) dahil olmak iizere bir dizi viriise kars1 etkililik potansiyeline
sahip oldugu arastirilmistir. Ozellikle, Pride (1992) ve Muller S. (2016) tarafindan yapilan
calismalar, Hepatit B yiizey antijenini taklit eden Ab2f antikorlarinin giiclii bir bagisiklik
tepkisi olusturdugunu ortaya koymustur.

Kanser tedavisine yonelik c¢alismalarda ise, gastrointestinal adenokarsinomalarda
kullanilan karsinoembriyonik antijenleri (CEA) taklit eden anti-idiyotipik antikorlar
(Ab2) ile yapilan deneyler, bu antikorlarin tiimor asis1 olarak tedavi edici 6zellige sahip
olabilecegini gostermistir (Bhattacharya-Chatterjee M. ve Foon, 1998). Bu baglamda,
Racotumomab (Vaxira) asisi, Kiiba ve Arjantin'de onaylanmisg ve kiigiik hiicreli olmayan
akciger kanseri tedavisinde kullanilan ilk anti-idiyotipik as1 olmustur. Racotumomab,
hastalarda tiimor hiicrelerinde bulunan spesifik glikolize gangliyositlere (NeuGecGM3)
kars1 giiclii bir bagisiklik yaniti indiikleyen bir anti-idiyotipik monoklonal antikordur
(Gaidosik, 2014).

Bu calismalarin geneli, anti-idiyotipik antikorlarin, ¢esitli hastaliklara kars1 etkili ag1 ve
tedavi yontemleri gelistirme potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir. Bu yontemler,
ozellikle immiinolojik mekanizmalar1 detayli bir sekilde anlama ve immiin sistemi
hastaliklara kars1 daha etkin bir sekilde harekete gecirebilme agisindan Onem

tasimaktadir.
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Anti-idiyotipik (Anti-Id) asilarin tiimorlere karsi etkisiz kalabilmesinin altinda yatan
nedenler, diger kanser asilarima yonelik genel basarisizliklarla paralellik gosterir. Bu
durumun temelinde, kanserli hastalarin tiimdrlerinde gozlenen antijen ekspresyonunun
karmasiklig1 ve heterojenligi yatar. T ve B hiicrelerinin hedef aldig1 antijenlerin ¢esitliligi
oldukca fazladir ve bu antijenler adaptasyon yetenegi yiiksek bir yapiya sahiptirler. Bu
cesitlilik, bagisiklik sistem hiicrelerinin tanima, baglanma ve yok etme islevlerini tutarl
bir sekilde gergeklestirme kapasitesini onemli Olgiide azaltabilir. Bu nedenle, idiyotipik
ifadeleri olan B hiicresi reseptorlerine yonelik Anti-Id asilarmin  etkililiginin
artirtlabilmesi i¢in, tiim Anti-Id siniflart (Ab2a, Ab2p, Ab2y ve Ab2d) dahil edilerek

hedefleme stratejilerinin optimize edilmesi gerekmektedir.

Monoklonal tabanli Anti-Id as1 gelistirme ve uygulama stratejisinin, poliklonal tabanl
anti-id yaklasimlarina dogru evrilmesi, hedeflenmis ve hedeflenmemis antijenlere karsi
antikor lireten B ve T hiicrelerini aktive ederek, hastalarda daha genis bir hiimoral antijen
yayilimin1 tesvik edebilir. Poliklonal anti-Id'lerle gergeklestirilen c¢oklu antijen
hedeflemeli bagisiklamalar, mevcut B hiicre yanitlarini ve potansiyel olarak mevcut T
hiicre yanitlarini genisletme agisindan etkili bir strateji sunabilir. Coklu epitop baglama
ile hedeflenen genel aviditenin artirilmasi, antijen tanima ve baglanma siireclerinin

giiclendirilmesine katkida bulunabilir (Kohler, H. ve ark. 2019).

Bu c¢alismanin ilerleyen asamalarinda, fare kokenli anti-idiyotip monoklonal
antikorlarimizin, gelecekte gelistirilecek olan tavsan kokenli poliklonal anti-idiyotip
antikorlarla kargilagtirmali olarak as1 aday1 molekiil olarak test edilmesi planlanmaktadir.
Bu yaklagim, anti-1d as1 stratejilerinin optimizasyonuna yonelik dnemli bilgiler sunarak,
kanserle miicadelede yeni yollarin kesfedilmesine olanak saglayabilir. Bu calismalarin
sonugclari, kanser asilar1 alaninda 6nemli ilerlemeler kaydedilmesine katkida bulunabilir
ve tlimorlere karsi daha etkili immiinoterapotik stratejilerin gelistirilmesine zemin

hazirlayabilir.

As1 teknolojisi i¢in kullanilan yontemler, karmasik ve zahmetlidir. As1 gelistirmek i¢in
yapilan caligmalar, uzun ve maliyetli siireclerdir ve yine lisansli bir asinin gelistirilmesi
uzun yillar alir (Gouglas ve ark. 2018). Hastaliklar1 6nlemek icin koruyucu etkisi olan

geleneksel ve modern asilar olmak {izere ¢ok sayida farkli teknikle gelistirilen asilar
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kullanilmaktadir. Bunlarin arasinda DNA ve RNA bazli asilar, kiiltiire dnceden ihtiyag
olmadigi i¢in daha hizl gelistirilebilir (Lurie ve ark. 2020). 2020 yilinda yaganan SARS-
CoV 2 agisiin gelistirilmesi, daha 6nce yapilan tiim as1 gelistirme ¢aligmalarinin 6niine
gecerek birkag ay icinde 300'den fazla as1 gelistirme projesiyle sonuglandi (Forni ve ark.
2021). Bu siirecte SARS-CoV-2 i¢in onaylanmis asilar arasinda inaktive agilar
(Sinopharm ve SinoVac), vektor bazli asilar (CanSinoBio, Sputnik V ve AstraZeneca) ve

mRNA bazli asilar (Pfizer BioNTech ve Moderna) bulunmaktadir (Wu, Z. ve ark. 2021).

Yapilan as1 c¢alismalarinin  yani  sira, COVID-19hastalarin1 iyilestirmek igin
Hidroksiklorokin, Azitromisin ve Remdesivir gibi ¢esitli terapdtik miidahaleler de test
edilmistir. Hidroksiklorokin'in ACE-2'nin glikozilasyonuna miidahale ettigi ve bunun
sonucunda viriis baglanmasinin dnlenmesine yol actig1 gosterilmistir (Wang, C. ve ark.,
2020, Gautret ve ark. 2020) ancak bu veriler, herhangi bir giivenilir sonuca varmak i¢in
yeterli goriilmemektedir. Ciddi sekilde hasta olan COVID-19 hastalarinda yiiksek
dozlarda Hidroksiklorokin de 6nerilmemektedir (Gordon ve ark. 2020).

COVID-19insanlik tarihinde ikinci en biiyiik salgin olarak kaydedilmistir. influenza
viriisii i¢in, yapilan tiim as1 gelistirme ¢aligmalarina ragmen etkili bir korunma yontemi
gelistirilememistir. Hala kiiresel saglik icin biiyilik bir tehtitdir (Nickol ve Kindrachuk,
2019).

Bakteriyel ve viral patojenlere kars1 daha dnce etkinligi kanitlanmis olan anti-idiyotipik
asilar, SARS-CoV-2'ye kars1 gelistirilecek alternatif asilama stratejileri arasinda
potansiyel bir yaklasim sunmaktadir. Bu asilar, 6zellikle antijenlerin yeterli miktarda elde
edilemedigi veya saflikla ilgili sorunlar yasandiginda ve antijenin protein yapisina sahip
olmadig1 durumlar gibi belirli senaryolarda, diger as1 gelistirme yontemlerine gore

avantaj saglamaktadir (Chapman, 1995).

Anti-idiyotipik asilar, rekombinant veya sentetik yontemlerle {iretilen antijenlerin protein
katlanmas1 veya glikozilasyon gibi zorluklarla karsilastigi durumlarda biiyiik olgekli
iiretim ve saflagtirma avantaji sunar. Protein yapisinda olmalar1 sayesinde, bu asilar daha
biiyiik molekiiler immiinojenik tasiyicilara kolaylikla baglanabilir ve bdylece timusa
bagiml antijenler haline gelerek immiin sistemde giiclii bir antikor yanitinin geligimini

tesvik edebilir. Ayrica, idiyotip hibridomalarindan elde edilen antijen dizi bilgisine

160



dayanarak tamamen sentetik asilar iiretmek miimkiindiir. Anti-idiyotip asilarin iiretimi,
yiiksek miktarda saf antijen gerektirmemesi nedeniyle maliyet agisindan da ekonomiktir.
Bu agilar, antijenin tamamini veya antijenik parcalari icermediginden, geleneksel
antijenik agilardan kaynaklanabilecek istenmeyen yan etki risklerini minimize edebilir
(Ma ve ark. 2002). idiyotip asilari, protein yapisinda olduklari igin islenmeleri kolaydir
ve T hiicresine bagimli antijenler olarak etkili immiinojenik tasiyicilar ve eslesme ajanlari
olarak kullanilabilirler (Fredriksen ve ark. 2012). Hibridoma teknolojisi araciligiyla anti-
idiyotip asilariin genis Olgekte ve glivenli bir sekilde liretimi miimkiindiir. Yapilan
onceki calismalar, BALB/c farelerine saf tavuk anti-H9 IgG'si ile asilama sonrasinda,
anti-idiyotipik antikorlarin ve spesifik B hiicresi hibridomlarinin gelisimini destekledigini
ortaya koymustur. Hibridomalarin detayli incelenmesi sonucunda, hemaglutinini
baglayabilen ve antikor iiretebilen monoklonal bir antikorun gelistirildigi gosterilmistir
(Li, W. ve ark. 2005). Bu bulgular, anti-idiyotipik asilarin, 6zellikle zorlu patojenler

karsisinda yeni ve etkili immiinolojik stratejiler sunabilecegini gostermektedir.

Bu c¢aligmada, Hibridoma teknolojisi kullanarak, anti-idiyotipik SARS CoV-2 ylizey
antijenini (S/RBD) taklit eden nétralizan monoklonal antikorlar gelistirildi. Bu kapsamda
Anti- SARS CoV-2 yiizey proteinini (S1/RBD) hedef alan nétralizan 6zellik gosteren fare
monoklonal antikorlart (MAM-H9, MAM-E6) ile SARS CoV-2 ile enfekte olup iyilesme
gosteren dondr insandan elde edilen serumdan saflastirilan ve ndtralizan 6zelligi
gosterilen insan antikorlar1 kullanildi. Her iki antikor ayr1 ayr1 papain enzimi ile kesilerek,
antikorlara ait Fab fragmanlar saflastirildi ve BALB/c farelerin immiinizasyonunda
kullanild1. Bagisiklama sonucu en yiiksek anti-idiyotipik anti- SARS-CoV-2 (S/RBD)
cevabi gosteren fareler sirasiyla fiizyona alindi. Bu farelerin B-lenfositleri izole edilerek
myeloma hiicreleri ile birlestirildi. Secici HAT Kkiiltiir ortaminda {ireyen hibridoma
hiicrelerinden ACE-2 ye spesifik baglanan klonlar dolayli ELISA testiyle belirlendi.
RBD’yi taklit eden yani Aid antikor iireten hibridoma hiicreleri (E6G7, H7ES ve HSH3)
gelistirildi. Anti idiyotipik monoklonal antikorlarin SARS-CoV-2 RBD yi taklit ederek

anti-RBD yanit1 olusturulup olusturamadigi in-vivo sistemde de gdsterildi.
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Calismadan elde edilen anti-idiotip antikorlarin, orijinal SARS-CoV-2 Yiizey antijenin
kopyast olarak kullanilabilecegi ve ticari asilara alternatif olarak degerlendirilebilecegi
gosterilmistir. Anti-id antikorlar1 sentezleyen hibridomalarin hiicre kiiltiir sistemlerinde
genis Olgekte iiretilmesi ile giivenli ve ekonomik bir sekilde bol miktarda SARS-CoV-2
ylizey antijen elde edilmesi miimkiin olacaktir. Ayrica elde edilecek anti-idiotip
antikorlar, tam1 sistemlerinde kullanilan anti-SARS-CoV-2 monoklonal antikorlarinin

immiinaffinite yontemleri ile saflastirilmasinda kullanilabilecektir.
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