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Clostridium perfringens insan ve hayvanlarin enterik sisteminin dogal bir pargasi
olan, belirli kosullar altinda hizla ¢ogalan ve ¢ok sayida toksin iireten 6nemli bir patojendir.
Ortaya cikacak olan patojenitenin tipi ve siddeti, bakteri tarafindan tretilen toksinlerle
yakindan iligkilidir. Patolojilerinin hizli seyretmesi, ciddi ekonomik kayiplara yol agmas1 ve
Oliimle sonug¢lanabilmesi ise etmenin hizli tanisin1 6nemli kilmaktadir.

Noraminidazlar, biitiin C. perfringens suslari tarafindan iiretilen, hem bakteri
metabolizmasinda hem de viriilansinda islev goren, patojeniteye elverisli kosullarda ise
tiretimi arttirtlan bir toksin grubudur. Bu doktora tez calismasinda, C. perfringens
noraminidazlarin1 taniyabilecek monoklonal antikorlarin hibridoma teknigi kullanilarak
gelistirilmeye calisilmasi ve iiretilebilecek antikorlar ile néraminidaz aracilt C. perfringens
tanisinin incelenmesi amaglanmistir. Ayrica, basarilt monoklonal antikor {iretimi halinde, C.
perfringens i¢in ELISA tani kiti prototiplerinin olusturulmasi da hedeflenmistir.

Calismalar sonucunda 26 hibrit hiicresi elde edilmis, bunlardan secilen prototip
adaylarinin antikorlart ise, genis Olgekte iiretilmis, saflastirilmis ve tiplendirilmistir. Bu
antikorlarin kullanildigi, sandvi¢ ELISA teknigine dayanan sahada C. perfringens tanisi
denemeleri ve C. perfringens tani kiti prototiplerinde ise basar1 elde edilememistir. Western
blot teknigi kullanilarak yapilan ek incelemeler iiretilen 1C7, 3C5 ve 5A9 monoklonal
antikorlarinin Nanl’ya 6zgiin oldugunu, ¢aligmalar sirasinda kullanilan ticari néraminidaz
Urlinliniin  safsizliklar tasidigini ve bu safsizliklara karst da antikor yamiti gelistigini
gostermistir. Ek olarak, caligmalar sirasinda tesadiifen sigir serum albiiminine yiiksek afinite
gosteren, IgM tipindeki 4F3 monoklonal antikoru da elde edilmistir. Sonuglar, ¢ok yonli
dogrulama yapmanin antikor gelistirme ¢alismalar1 i¢in 6nemini de ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Clostridium perfringens, noraminidaz, monoklonal antikor, hibridoma,
ELISA, Western blot.

Hazirlanan bu Doktora tezi Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinatorliigii tarafindan 0523-DR-18 proje numarasi ile desteklenmistir.
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Clostridium perfringens is an important pathogen that is a natural part of the enteric
system of humans and animals, which can divide rapidly and produces a large array of toxins
under permissive conditions. The type and severity of its emerging pathogenicity are closely
related to these toxins produced by the bacteria. The rapid progression of their pathologies,
which may cause serious economic loss and mortality makes rapid diagnosis of C.
perfringens crucial.

Neuraminidases are a group of toxins produced by all C. perfringens strains, involved
in both bacterial metabolism and virulence, and whose production in pathogenic conditions
increases. The aim of this doctoral thesis is to try to develop monoclonal antibodies, through
hybridoma technique, that can recognize C. perfringens neuraminidases, and to examine the
neuraminidase-mediated diagnosis of C. perfringens with these antibodies. In addition, in
case of successful production of monoclonal antibodies, it is aimed to create ELISA
diagnostic kit prototypes for C. perfringens.

As aresult of this study, 26 hybrid cells were obtained, of which prototype candidates
were selected, antibodies produced in large-scale, purified, and isotyped. However, attempts
to diagnose C. perfringens from diseased-animal specimens using these antibodies, and
production of a C. perfringens diagnostic kit prototype based on sandwich ELISA technique
have not been successful. Further investigations using western blot showed that the 1C7,
3C5 and 5A9 monoclonal antibodies obtained were specific to Nanl, the commercial
neuraminidase product used during the studies contained impurities and antibody responses
developed against these impurities. In addition, an IgM type monoclonal antibody, 4F3, with
high affinity for bovine serum albumin was incidentally obtained. These results also
demonstrate the importance of multi-faceted validations for antibody development studies.

Keywords: Clostridium perfringens, neuraminidase, monoclonal antibody, hybridoma,
ELISA, Western blot.
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1. GIRIS

Clostridium perfringens dogada yaygin olarak bulunan, biitiin memeli ve kus
tiirlerinin bagirsak florasinda yer alan, anaerobik, ¢ubuksu ve spor olusturan bir bakteridir.
Insan ve birgok hayvanin enterik sisteminin dogal iiyesi olan C. perfringens, uygun kosullar
altinda hizla ¢ogalarak ve 21 kadar farkli toksin iireterek toksi-enfeksiyoz patolojilere yol
acabilmektedir (Lucey ve Hutchins, 2004; Freedman vd., 2016). C. perfringens tiirii
bakteriler, liretebildikleri toksinlere gore 7 farkli toksin tipi altinda gruplandirilmaktadir
(Rood vd., 2018). Gelisen hastaligin ¢esidi ve siddeti, iiretilen bu toksinlerin tipi ve miktarina
baglidir. Ortaya ¢ikan patolojiler, genel olarak hizli seyretmekte, ani 6liime yol acabilmekte,
klinik bulgular ise diger hastaliklarla karistirilabilmektedir (Lucey ve Hutchins, 2004;
Freedman vd., 2016).

C. perfringens’in yol actigi hastaliklardan yalnizca birisi olan nekrotizan
enterokolitin, diinya ¢apinda kanatli ekonomisinde 6 milyar dolara yakin zarar olusturdugu
tahmin edilmektedir (Wade ve Keyburn, 2015; Daneshmand vd., 2021). Insan sagligini da
etkileyen C. perfringens’in Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde goriilen gida
zehirlenmelerinin en yaygin ikinci sebebi oldugu, yillik 1 milyon kisiyi etkiledigi ve 385
milyon dolarlik kayba yol actig1 bildirilmistir (Hoffmann ve Ahn, 2021).

Giliniimiizde hem beseri hem veteriner hekimlikte C. perfringens’in hizli ¢ogalma
kapasitesi ve iirettigi farkli toksin profilleri hastalik tanisinin dogru teshisini gliclestirmekte
ve dolayisiyla hastalikla miicadeleyi zorlastirmaktadir (Lebrun vd., 2010). C. perfringens’in
tespiti amaci ile bakteriyel kiiltiir (Gubash ve Ingham, 1997; Adcock ve Saint, 2001) ve
tiretilen toksinin tanimlanmasi ve tiplendirilmesi yaklagimlarindan yararlanilmaktadir
(Kadra vd., 1999; Lebrun vd., 2010). Ancak, bu yaklasimlardan bakteriyel kiiltiirler uzun
inkiibasyon siiresine ihtiya¢ duymakta ve kiiltiirlerin ayrintili mikroskobik, kimyasal ve
analitik incelenmeleri gerekmektedir. Toksinlerin tanimlanmasi ve tiplendirilmesinde ise
genel olarak niikleik asit temelli PCR ve hibridizasyon tiirevi teknikler ile immiinolojik
temelli ELISA ve benzeri tekniklerden yararlanilmaktadir. Ancak niikleik asit temelli
teknikler, C. perfringens’in enterik sistemde her zaman bulunmasi nedeni ile yanlis pozitif,
hizli bolinmeler sirasinda ¢ogunlugu kromozom dis1 bolgelerden kodlanan toksin genlerinin
kaybedilebilmesi nedeni ile de yanlis negatif sonug riski tagimaktadir. Klasik immiinolojik

uygulamalar ise her bir toksin i¢in immiinolojik analizin ayr1 ayri tekrarlanmasini
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gerektirdiginden uygulanmasi hem giic hem de maliyetlidir (Lin vd., 2013; Law vd., 2015;
Chen vd., 2020; Wang vd., 2021). Bu sebeplerden dolay1, hizli ve dogru teshise olanak
saglayacak yeni yaklasimlara ihtiya¢ duyulmaktadir.

C. perfringens bakteri tipi ve toksinlerinin hizli, dogru ve kapsamli tespiti, insanlarda
ozellikle uygulanacak tedavinin belirlenmesi yoOniinden Onemlidir. Hayvanlarda ise
ekonomik gerekgeler 6ne ¢ikmakta, siiriide etkilenmesi muhtemel diger hayvanlarin giivence
altina alinabilmesine 6nem verilmektedir (Richeson vd., 2019; Abdolmohammadi Khiav ve
Zahmatkesh, 2021). Bu sebeple hayvancilikta asilama gibi Onleyici uygulamalar
benimsenmis, hastaligin var olmasi durumunda ise teshisinin hizli yapilabilmesi 6nemli
bulunmustur (Richeson vd., 2019).

Bakterinin tiim tipleri tarafindan {retildigi bilinen protein veya toksinlerinin
hedeflenmesi C. perfringens’in  hizli  teshisi i¢cin Onem arz etmektedir.
C. perfringens’in hizli teshisinin saglanmasinda bu bakterinin tiim tipleri tarafindan iiretilen
toksinlerin hedeflenmesi 6nem arz etmektedir. Noraminidazlar, biitiin C. perfringens suslart
tarafindan iiretilen iki ortak toksinden birisi olup, C. perfringens’in tespiti ve takibi icin
noraminidazin hedeflenebilecegi Ongoriilmektedir. Oligosakkaritlerden siyalik asitleri
hidrolize eden ndraminidazlar, 6nemli bir bakteri viriilans faktorii olmalarinin yani sira,
C. perfringens’in hiicre i¢i ve hiicre disindaki normal metabolik aktiviteleri sirasinda da
kullanilmaktadirlar (Boraston vd., 2007). C. perfringens tespitinde, niikleik asit temelli
tekniklerle olusabilecek yanlis pozitif ve yanlis negatif sonuglarin azaltilmasi yoniinden
ELISA temelli uygulamalar avantaj saglamaktadir. C. perfringens tespitinde néraminidaza
ozgii ELISA uygulamasi ise sadece toksisite aninda kullanilabilecek klasik toksin ELISA
uygulamasina nazaran, C. perfringens’in toksisite oncesinde, sirasinda ve sonrasinda da
takip edilmesi imkani yaratmasi yoniinden avantajlidir

Bu doktora tez calismasinin amaci C. perfringens patojeninin 6zgiin, hassas ve hizli
bir sekilde tanisinin yapilmasinda bu patojenin iirettigi noraminidaz hedeflenmesinin
incelenmesine olanak saglayacak antikorlarin tiretilmesidir. Bu amagcla, hibridoma teknigi
kullanilarak monoklonal antikor (mAb) elde edilmesi ¢alismalar yiiriitiilmiistiir. Elde edilen
aday antikorlar genis 6lcekte liretilmis, saflastirilmis, tiplendirilmis ve karakterize edilmistir.
Son olarak, saha orneklerinden de yararlanilarak C. perfringens néraminidazina 6zgiin

ELISA tani kiti prototipi gelistirilmesi ¢aligmalari ylirtitiilmiistiir.



2. GENEL BiLGILER

2.1.  Clostridium Perfringens

Clostridium tiirti bakteriler dogada her yerde bulunabilen, anaerob, ¢ubuksu, spor
olusturan ve genellikle gram pozitif bakterilerdir. Habitatlar1 arasinda insan ve hayvanlarin
bosaltim sistemleri, toprak, su, gidalar ve atiklar bulunmaktadir. Bakteri aleminin firmikiitler
subesi, Clostridia sinifi, Clostridiaceae ailesi ve Clostridium cinsinde yer alan bu bakteriler
serbest, kommensal, simbiyotik veya patojenik olarak yasayabilen 177 tiirii biinyesinde
barindirir (Nagano vd., 2012; Guo vd., 2020; Schoch vd., 2020). Tiir iiyelerine azot baglayict
olarak gorev yapan C. pasteurianum (Winogradsky, 1895), atik endiistrisi ve biyoyakit
tiretiminde yararlanilan C. autoethanogenum ve C. tyrobutyricum (Mitchell vd., 2009;
Abubackar vd., 2015), patojenik ve toksik rollere sahip C. difficile ve C. botulinum drnek
verilebilir (Num ve Useh, 2014; Figueiredo vd., 2020). Bunun yani sira, insan bagirsak
mikrobiyomunun %10-40’1m1 olusturan Clostridium tiirleri, probiyotik ve immiin
diizenleyici olarak bir¢ok canlinin bagirsak homeostasisinde de etkin rol almaktadir (Hold
vd., 2002; Momose vd., 2009; Nagano vd., 2012; Guo vd., 2020).

C. perfringens, belirli kosullar altinda, degisik bulgularla seyreden ve oliimle
sonuglanabilen patojeniteleri ile Clostridium cinsinin iyi bilinen diger bir iiyesidir (Parte,
2014). Ilk olarak 1892 yilinda Welch ve Nuttal tarafindan, bir otopsi ¢alismas1 sonrasinda
tanimlanmis olan bu bakteri, sirasi ile Bacillus aerogenes capsulatus, Bacillus welchii ve
Clostridium welchii olarak da adlandirilmistir (Welch ve Nuttall, 1892; Lucey ve Hutchins,
2004). Gram pozitif, spor ile ¢ogalabilen, film olusturabilen, hidrojen siilfiir ve hidrojen
gazlari lireten, nispeten aerotolerant, pilus tagiyan ve kayma hareketi gosteren C. perfringens
(McClane vd., 2013; Cortés-Sanchez, 2018; Mehdizadeh Gohari vd., 2021), 7 dakikadan
daha kisa boliinme siiresi ile bilinen en hizli ¢ogalan mikroorganizmalardandir (Labbe ve
Huang, 1995; Maida vd., 2013; Corkrey vd., 2018). Enterik sistemin dogal bir iiyesi
olmasina karsin, C. perfringens’in kontamine gidalarla yiliksek miktarda viicuda alinimi1 veya
uygun kosullarda hizli gogalmasi (Smith ve Schaffner, 2004; McClane vd., 2013) bakteriden
21 kadar toksinin salinimina ve konakgist oldugu insan ve diger omurgalilarda degiskenlik
gosteren patojenik durumlara yol agmaktadir (Li vd., 2011, 2016; Mehdizadeh Gohari vd.,
2021). Bu patojenik durumlara insanlarda ve hayvanlarda 6liimle sonuglanabilen nekrotizan
enterokolit (Keyburn vd., 2010; McClane vd., 2013), gazli kangren (McClane ve Rood,
2005; Uzal vd., 2015) ve ishal (Silva vd., 2015) 6rnek olarak verilebilir. ABD’de gida



zehirlenme vakalarin en yaygin ikinci bakteriyel sebebi C. perfringens olup, yilda yaklasik
1 milyon kisiyi etkiledigi ve 385 milyon kayba neden oldugu bildirilmistir (Scharff, 2012;
Hoffmann ve Ahn, 2021). Hayvan hastaliklarindan yalnizca birisi olan kiimes hayvani
nekrotizan enterokolitinin ise diinya genelindeki yillik maliyetinin 6 milyar dolara ulastig1

tahmin edilmektedir (Wade ve Keyburn, 2015; Daneshmand vd., 2021).

2.1.1. Clostridium Perfringens Patolojisi

C. perfringens genel olarak bolgesel dokunun etkilendigi histopatolojik, yalnizca
bagirsak sisteminin etkilendigi enterik veya bagirsakta {retilmis olan toksinlerin
bagirsaklarin yani sira dolagima da karigarak aralarinda beyin, akciger ve bobreklerin de yer
aldig1 ¢esitli organlar1 da etkileyebilmesi ile karakterize edilen enterotoksemik patojenitelere
yol agar (Uzal vd., 2010). Biitiin memeli ve kus tiirlerinin yan1 sira baliklar1 da etkileyebilen
bu bakterinin sebep oldugu hastaliklar, bakterinin iirettigi toksinler ile yakindan ilgilidir (Li
vd., 2016; Prescott, 2016; Abdelsalam, 2017). Tablo 2.1’de C. perfringens tarafindan
iretilen toksinler listelenmistir. Bunlardan, C. perfringens alfa toksini (CPA) insan ve
hayvanlarda gazli kangrende, C. perfringens beta toksini (CPB) ve iota toksini (ITX)
bagirsak epiteline zarar vererek bakterinin patojenitesinin artmasinda (Fernandez-Miyakawa
vd., 2007; Sayeed vd., 2008; Garcia vd., 2012; Redondo vd., 2017), epsilon toksini (ETX)
koyun ve kecilerde enterotoksemide, C. perfringens enterotoksini (CPE) insanlarda gida
zehirlenmesi, ishal ve ani bebek 6liimii sendromunda ve nekrotik enterit B benzeri toksin
(NetB) kanatli hayvanlarda nekrotik enteritte nemlidir (Keyburn vd., 2008; Zaragoza vd.,
2019; Mehdizadeh Gohari vd., 2021). Bunlarin yani sira bakteri tutunma, biiyiime ve
kolonizasyonu destekleyici, mikrocevre ve immiin sistem diizenleyici, virulans artici roller
istlenen diger bir¢ok enzim ve toksini de tiretmektedir (Uzal vd., 2014; Wang, 2020).

C. perfringens tarafindan iiretilebilen 21 kadar toksinden (Tablo 2.1) bakterinin farkli
suslarin belirli toksinleri iiretebildiklerinin goriilmesi, bu suslarin tiretebildikleri toksinlere
gore gruplandirilmalarina olanak tanimistir (Li vd., 2016). Buna gore bakteri C. perfringens,
major toksinler olarak da adlandirilan alfa, beta, epsilon ve iota, enterotoksin, ve nekrotik
enterit B benzeri toksinlerini iiretebilme kapasitesine gore 7 ana gruba (A-G) ayrilir (Tablo
2.2) (Zaragoza vd., 2019; Mehdizadeh Gohari vd., 2021). Buna goére, 6rnegin tiim C.
perfringens toksin tip alt gruplar1 CPA’y1 iiretirken, yalnizca toksin tip G NetB iireticisidir.



Tablo 2.1. C. perfringens tarafindan iiretilen enzimler ve toksinler.
Mehdizadeh vd.’den yeniden diizenlenmistir (Mehdizadeh Gohari vd., 2021).

Toksin / Molekiiler Gen
. Biyolojik aktivite Hiicredeki Hedefi Boyutu
Enzim Lokasyonu
(kDa)
CPA ngfol1paz C ve Hiicre zar1 42.5 Kromozomal
sfinfomiyelinaz
CPB Por olusturucu toksin Hiicre zan 35 Plazmit
ETX Por olusturucu toksin Hiicre zan 33 Plazmit
JTota-a:
ITX Aktine 6zgli ADP- Hiicre iskeleti 47.5 Plazmit
riboziltransferaz Tota-b:
71.5
. .. Kromozomal
CPE Por olusturucu toksin Hiicre zar1 35 .
veya plazmit
NetB Por olusturucu toksin Hiicre zar1 33 Plazmit
NetF Por olusturucu toksin Hiicre zar1 31.7 Plazmit
NetE Olasi por olusturucu toksin Hiicre zar1 32.9 Plazmit
NetG Olasi por olusturucu toksin Hiicre zar1 31.7 Plazmit
Aktine 6zgii ADP- L . BEC-a: 47 .
BEC riboziliransferaz Hilcre iskeleti BEC-b:§3 |  hemit
TpeL R’gelllsli(s([)) ;ﬁg;cnfflgéz- Rho sinyal yolagi ~206 Plazmit
CPB2 Olas1 por olusturucu toksin Hiicre zar 28 Plazmit
PFO Por olusturu? | toks.m;' Hiicre zar1 54 Kromozomal
kolesterola bagimli sitoliz
Delta toksini Por olusturucu toksin Hiicre zan 32 Plazmit
Nanl Siyalidaz Mukus/Yiizey glikolipidleri 77 Kromozomal
- Mukus/Yiize
Nan] Siyalidaz dlikolipidleri/elikoproteinteri | 129 | Kromozomal
- Mukus-yiize
NanH Siyalidaz glikonpidleri/gnykopzoteinleri 43 Kromozomal
Kappa . Yiize
tokelni Kollajenaz likolipidierifelikoproteinteri |~ 80 | Kromozomal
Mu toksini Hyaluronidaz Hyaluronic acid 182.6 Kromozomal
Laml?df:l Proteaz ? 36 Plazmit
toksini
a-clostripain Sistein proteaz ? 59.6 Kromozomal
CPA, C. perfringens alfa toksini. CPB, C. perfringens beta toksini. ETX, epsilon toksini. ITX, iota toksini.
CPE, C. perfiringens enterotoksini. NetB, nekrotik enterit f benzeri toksin. NetF, nekrotik enterit F benzeri
toksin. NetE, nekrotik enterit E benzeri toksin. NetG, nekrotik enterit G benzeri toksin. C. perfiringens
binary toksini. TpeL, C. perfringens L sitotoksini. CPB2, C. perfringens beta2 toksini. PFO, perfringolizin
O toksini. Nanl, néraminidaz I. Nanl, néraminidaz J. Nanl, néraminidaz H.

C. perfringens’in major toksinleri haricinde kalan diger enzim ve toksinleri mindr
toksinler olarak adlandirilmakta, toksemi seyrinde etkili olmalarina karsin gruplandirmaya
dahil edilmemektedirler. Bu minor toksinlerden bazilar1 C. perfringens C ve A suslarinca
iretilen ve nekrotizan enteritte ve gida zehirlenmelerinde de rol oynayan Beta-2 toksini
(Gibert vd., 1997; Fisher vd., 2005), kollajenaz ve jelatinaz aktivitesi ile doku nekrozunu
hizlandiran Kappa toksini (Matsushita vd., 1994), hiicre zarinda porlar olugturarak hiicre

Oliimiine yol acan Teta toksini (Flanagan vd., 2009), bir hemolizin olan Delta toksini, C.



perfringens enterotoksini, Tpel, Mu ve Lambda toksini ve sistein proteazlari ile tim C.
perfringens toksin tipleri tarafindan iiretilen ndraminidaz tipindeki enzimlerdir (Popoff ve

Bouvet, 2009; Mehdizadeh Gohari vd., 2021).

Tablo 2.2. C. perfringens suslarinin toksin iiretim profillerine gore gruplandirilmalari
ve bu gruplarin hastaliklarla olan iligkisi. Mehdizadeh vd.’den yeniden diizenlenmistir
(Mehdizadeh Gohari vd., 2021).

Alt Uretilen Toksin
Tip
Noraminidaz
Hastaliklar ve Etkilenen Tiirler CPA | CPB | ETX | ITX | CPE | NetB | (NanJ-Nanl-
NanH
Insan ve baz1 hayvanlarda gazli
kangren; ruminant, at ve domuzlarda
A enterotoksemi ve GI + ) ) ) ) ) /4l
rahatsizliklarinda olma olasilikli;
kopek ve atlarda hemorajik
gastroenterit
B | Kuzu dizanterisi + + + - - - +/+/+
Bazi hayvan yeni doganlarinda
hemorajik ve nekrotizan enterit;
c enterotoksemi, insanlarda nekrotizan + + ) ) * ) /] +
enterit (pig-bel, Darmbrand)
Koyun, kec¢i ve ineklerde
D enterotoksemi, kecilerde enterokolit * ) + ) * ) il
E Inek ve taV§aplarda, olasilikla + i i + N i /)4
gasteroenterritte
Insan gida zehirlenmelerinde, normal
F | ve antibiyotik kullanimu ile iligkili + - - - + - +/+/+
ishalde
G | Kanatli nekrotik enteritinde + - - - - + +/+/+

Tim C. perfringens toksin tipleri hayvanlarda hastaliklara yol agarken yalnizca C.
perfringens toksin tip A, tip C ve tip F’nin insanlarda patolojilere yol agtig1 bilinmektedir.
Gelisen hastaligin tipi, siddeti, histopatolojik, enterik veya sistemik olarak gelisimi ise C.
perfringens’in bakteri toksin tipine, etmenin ve lrettigi toksinlerinin miktarina, {iretilen
major ve minoOr toksin profiline ve toksinlerin nerelere ulasabildigine gore degiskenlik
gosterir. Ornegin, insan ve hayvanlarda yara enfeksiyonlari klostridiyal miyonekroz olarak
da bilinen gazli kangren ile sonuglanabilirken, bagirsakta C. perfringens miktarinin artmasi
ishale, ileri bagirsak enfeksiyonlari ise toksinlerin kana karismasina ve sistemik sonuglar
dogurmasina neden olabilir (Li vd., 2016; Kiu ve Hall, 2018; Zaragoza vd., 2019).

C. perfringens kaynakli hastaliklar C. perfringens ile kontamine olmus gidalarin
tilketilmesi, ani beslenme, yem tipi veya rejimi degisiklikleri ve buna bagl olarak ortamin
enterik C. perfringens’in ¢ogalmasmma uygun hale gelmesi, yaralanmalar, antibiyotik

kullanim1 gibi sebeplerle ortaya c¢ikabilir (Zaragoza vd., 2019). C. perfringens kaynakl
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hastaliklarin hizli teshis ve tedavisi ise, hastaliin tip ve ciddiyetine goére Oliimciil
olabilmesinden otiirii biiyiik 6nem arz etmektedir. Ornegin, C. perfringens toksin tip C’nin
koyunlarda yol agtig1 enterotoksemi hayvanin ani kaybi ile sonuglanabilmektedir
(Mehdizadeh Gohari vd., 2021). Kontamine gida ve yemleme rejimi degisikligi nedeni ile
tetiklenen hastaliklar ise genellikle ¢ok sayida hayvani etkileme potansiyeli tasidigi igin
risklidir. C. perfringens’in patolojilerinin hizli ilerleyebilmesinin yani sira, hastalik
profillerinin diger bakteriyel etmenlerinki ile benzerlikler tasimasi, bakterinin enterik
sistemin dogal bir liyesi olmasi, hizli gogalabilmesi, karmasik toksin profillerinin bulunmasi,
ETX, ITX gibi major toksinleri ile TpeL, néraminidazlar, kollajenazlar, hiyaluronidazlar
gibi minor toksinlerinin diger canlilarca da iiretilmesi ve benzeri yap1 ve fonksiyonlarin
bircok toksin tarafindan paylasilmasi C. perfringens’in hastalik etmeni olarak tespitini
zorlastirmaktadir (Popoff, 2016). Ek olarak, hastalik aninda ise bakterinin yani sira, bakteri
tarafindan halihazirda {iretilmis olan toksinlere karsi olan miicadele edilmesi gerekliligi C.

perfringens patojenitelerinin diger zorluklarindandir (Lebrun vd., 2010).

2.1.2. Clostridium Perfringens Tanisinda Kullamlan Yaklasimlar

C. perfringens kaynakli hastaliklarin hizli teshis ve tedavisi, hastaligin tip ve
ciddiyetine gore oliimciil olabilmesi, hizli ilerlemesi ve ¢ok sayida hayvani etkileyerek
biiylik maddi kayiplara yol acabilmesi nedeni ile biiyiilk 6nem arz etmektedir. Bu amacla
kullanilan iki ana yaklasim bakteriyel kiiltiir (Gubash ve Ingham, 1997; Adcock ve Saint,
2001) ile iiretilen toksinin tanimlanmasi ve tiplendirilmesi yaklasimlaridir (Kadra vd., 1999;
Lebrun vd., 2010).

Patojenik durumlarda, C. perfringens tanisi bagirsak icerigi kullanilarak hazirlanan
kiltirde yiiksek miktarda ilgili morfolojiye sahip gram pozitif basillerin varligina
dayanmaktadir. Sonraki asamada, 6zel besiyeri ve belirtecler varliginda kantitatif anaerobik
bliylime potansiyeli incelenir ve belirli sayida C. perfringens varligi aranir. Genel olarak
yiiksek dogruluga sahip olan bu Kkiiltiirler uzun inkiibasyon, ek boyama prosediirleri,
mikroskobik analiz ve yine alternatif metodlarla toksin tiplerinin tanimlanmasina ihtiyac
duymalari sebebi ile pratik degildir (Gubash ve Ingham, 1997; Adcock ve Saint, 2001). Ek
olarak, C. perfringens bakteri kiiltiirleri ve diger bir ¢ok mikrobiyal kiiltiirler diistik
hassasiyete sahiptir (Vernacchio vd., 2006; Nair vd., 2010; Chen vd., 2020).

Toksinlerin tanimlanmasi ve tiplendirilmesi ¢aligmalarinda ise niikleik asitlere dayali
yontemler, imminolojik yontemler ve hiicre kiiltiirine dayali yOntemlerden

yararlanilmaktadir. Kullanilan giincel niikleik asite dayali yontemler standart Polimeraz
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Zincir Reaksiyonu (PCR), gercek zamanli PCR, mikro-dizileme ve ilmek aracili izotermal
cogaltma (loop-mediated isothermal amplification, LAMP)’1icermektedir (Albini vd., 2008;
Janvilisri vd., 2010; Chen vd., 2020; Sridapan vd., 2021). Immﬁnolojik yontemlere ise klasik
ELISA’nin yani sira, ters pasif lateks agliitinasyon (RPLA) testleri, jel difiizyonu testleri ve
immiino PCR gibi modifiye teknikler 6rnek verilebilir (Berry vd., 1988; Das vd., 2019;
Ishioka vd., 2020; Wang vd., 2021). Vero hiicrelerinin kullanimina dayanan hiicre kiiltiirii
yontemleri ise bakteriyel kiiltiirler gibi pratiklik sorunu yasadiklarindan az tercih
edilmektedir (Berry vd., 1988; Haque vd., 2018; Chen vd., 2020).

Immiinolojik teknikler, spesifik hedefleri taniyabilen antikorlarm kullanimina
dayanmaktadir. Temel immiinolojik tekniklerden olan ELISA o6l¢iilebilir yanitlarin elde
edilebildigi, yaygin kullanima sahip, gii¢lii ve hassas bir tekniktir. C. perfringens tanisina
yonelik ELISA uygulamalar1 izolatlarda ve hayvana ait bagirsak igerigi, diski veya serum
gibi biyolojik sivilarda toksinlerin varliginin tespiti i¢in siklikla kullanilmaktadir. Yiiksek
dogruluk ve hassasiyetine karsin, her toksine kars1 6zel antikorlara ihtiya¢ duymasi ve dogru
tiplendirme i¢in birden fazla toksinin ayr1 ayr1 analiz edilmesi gerekliligi, ELISA tekniginin
C. perfringens tamisinda kullanimini zorlastirmaktadir (Lebrun vd., 2010). Ek olarak,
bakteriyel toksinlerin bagirsak proteazlarinca hizli sekilde yikima ugratilmasi, bagirsak
icerigi ve diskida toksinlerin tespitini zorlastirmaktadir (Popoff, 1998). Serum ile
gergeklestirilen analizler ise ancak toksinlerin enterik sistemden dolagima karisarak diger
organlar etkiledigi ve hizla 6liime sebebiyet verdigi enterotoksemik durumlar ile dlecek
veya Olmiis hayvanlarda kullanilabilir olmasindan dolay1 sinirli avantajlara sahiptir. Bu
sebepler, toksinlerin dogrudan taninmasina ihtiya¢ duyan mevcut ELISA uygulamalarinin
ciddi dezavantajlarindandir (Lebrun vd., 2010).

Niikleik asite dayali yontemler, spesifik gen dizilerinin varli§inin incelenmesine ve
cogaltilmasma olanak veren ve giderek yayginlasan giiclii tekniklerdir. Ornegin, bu
tekniklerin temelinde yer alan PCR, tek bir niikleik asit kopyasindan milyarlarca kopyanin
elde edilmesine olanak tanir. Ancak bu teknikler dogasi ve sahip olduklar1 yiiksek hassasiyeti
geregi Olii hiicre DNA’sin1, uyku halindeki hiicre DNA’sm1 veya ilgili DNA dizisinin
kodladig1 proteininin sentez edilip edilmedigini ayirt edememektedir. Dolayisiyla, enterik
sistemin dogal bir tiyesi olan C. perfringens’ten ve benzeri diger hiicrelerden yanlis pozitif
sonuglar alinmasina neden olmaktadir. Bunun yani sira, hizli hiicre bdliinmeleri sirasinda

toksin genlerini tagiyan plazmid veya transpozon gibi yapilar da kaybedilebilmekte, bu



durum ise yanlis negatif sonug¢larin alinmasina neden olabilmektedir (Rood ve Cole, 1991;
Kadra vd., 1999; Zhang vd., 2006).

Yaralanma ve antibiyotik kullannrmina dayanan C. perfringens kaynakli patojeniteler
bireysel sonuglar dogururken, C. perfringens ile kontamine olmus gidalarla beslenme veya
ozellikle hayvancilikta goriilen yem tipi ve rejimi degisikligi kaynakli bakterinin hizla
cogalmasini tetikleyici beslenme degisiklikleri birden fazla canliyr etkileyebilmektedir.
Insanlarda uygulanan istirahat ve sivi alimindan, ilag tedavisi, ameliyat veya ampiitasyon
gibi cesitli tedavi yaklasimlar ekonomik gerekcelerle hayvanlara uygulanamamaktadir
(Lebrun vd., 2010; Zaragoza vd., 2019). Bu nedenle, hayvancilik sektoriinde zararin en aza
indirgenebilmesi amac1 ile hayvanlarda asilama gibi Onleyici tedbirlerin benimsenmesine
yol agmis, hastaligin var olmas1 durumunda ise hizli teshisini 6ne ¢ikarmistir (Richeson vd.,
2019). Ancak C. perfringens kaynakli hastaliklarin teshisi i¢in, mevcut kitler, birden fazla
yaklagim ve ticari kiti bulunmasina karsin yetersiz kalmaktadir. Bakteriyel kiiltiirler uzun
stireli inkiibasyonlara ihtiya¢ duymakta, ayrica ayrintili kimyasal, mikroskobik ve analitik
incelemeleri gerektirmektedir. Toksinlerin varliginin incelenmesine dayanan ELISA
yontemleri ise toksinlerin hizli yikimi, birden fazla ELISA uygulamasinin gerekliligi ve
serum gibi bazi biyolojik orneklerin ise yalnizca hastaligi ¢ok ilerlemis hayvanlarda sonug
verebilmesi yoOniiyle yetersizdir. PCR gibi teknikler ise hizli ve hassas incelemeler
yapilmasina olanak tanimasina ragmen, hatal1 pozitif veya negatif sonuglar verme olasiligi
yiiksek yontemlerdir. Bu sebeplerle, hizli ve dogru teshise olanak saglayacak yeni

yaklasimlara ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.1.3. Clostridium Perfringens ile Miicadele

C. perfringens’in hizli ¢ogalma kapasitesi, hastaliklarinin seyrinin hizliligi ve
hastalik aninda ¢ok sayida toksin iiretiliyor olmasi hem tanisini hem de miidahalesini
gliclestirmektedir (Lebrun vd., 2010). Hastalikla miicadelede insanlarda istirahat ve sivi
alim1 gibi basit uygulamalarin yani sira, ila¢ tedavisi, ameliyat veya ampiitasyona kadar
uzanabilen tedavisel yaklagimlar ile yiiriitiilirken, bu uygulamalar hayvanlarda ekonomik
kaygilar nedeni ile sinirli sekilde uygulanmaktadir. Bunun yerine, hayvancilikta siirii genel
sagliginin korunmasi amaci ile asilama One ¢ikmis, hastalik belirtilerinin goriilmesi
durumunda ise hizli teshis 6nem kazanmistir (Richeson vd., 2019).

Giintimiizde, C. perfringens patojenitelerinin kontroliinde kullanilan en etkin
yaklasim biiylikbas, kiigiikbas ve kiimes hayvanlarinda da yaygin bir sekilde kullanilan

asilamadir. Genellikle ¢oklu asilar seklinde uygulanan bu asilar, farkli Clostridium tiirlerini
9



ve birden fazla C. perfringens susu veya toksini icermekte olup, genellikle ineklere yilda 2
doz (Lebrun vd., 2010), kecilere yilda 3-4 doz, koyunlar i¢in ise yilda bir doz olarak
uygulanmaktadirlar (Miyashiro vd., 2007; Abdolmohammadi Khiav ve Zahmatkesh, 2021;
Noor Mohammadi vd., 2022). Sik uygulama ihtiyacinin da getirdigi yiiksek maliyete
ragmen, asilar 6zellikle orta ve biiyiik 6lgekteki ¢iftliklerde salginlarin 6nlenmesine veya
kontroliine olanak saglayan en etkin miicadele yontemidir. Asilamanin gergeklestirilmedigi
veya yetersiz kaldig1 durumda ise yaklasim, antibiyotik uygulamasi veya serum tedavisi yolu
ile hastaligi gosteren ilk hayvan ile benzeri kosullara maruz kalmis, ancak hastalik
belirtilerini heniiz sergilemeyen diger hayvanlarin korunmaya calisilmasidir (Lebrun vd.,
2010). Bunlardan antibiyotik tedavisi yeni C. perfringens ve toksin olusumunu
engelleyebilmesine ragmen iiretilmis toksinlere karsi etkisizdir (Fleming, 1985; Popoft,
1998). Serum terapisi ise dolasimdaki toksinleri etkisiz hale getirmekte, ancak hiicrelere
baglanmis toksinlere karsi etkisiz kalmaktadir. Bunun yani sira dogru toksine karst uygun
serum tedavisi i¢in gereken toksin tiplendirmesinin karmasikligi ve zorlugu, tedavinin
ylksek maliyeti ve immiin yanit riski bu yaklasimin diger dezavantajlarini olusturmaktadir.
Ek olarak C. perfringens ile ilgili hastaliklarda genellikle 6liimiin ¢ok hizli1 gerceklesmesi,
hem antibiyotiklerin hem de serum tedavisinin yavas ve etkisiz kalmasina yol agmaktadir
(Lebrun vd., 2010). Asilamaya ragmen etkin bagisikligin olusmamasi durumu ise
(Miyashiro vd., 2007) 6nlem alinabilmesi i¢in dogru teshisi daha da 6nemli kilmakta,
boylelikle de hem asili hem de asisiz hayvanlarda da hizli ve dogru teshise ve buna olanak
tantyacak yeni yaklasimlarin gelistirilmesine gerek duyulmaktadir.

Hastalik durumunda C. perfringens teshisinin yapilabilmesi amaciyla tim C.
perfringens tiplerince iiretildigi bilinen protein veya toksinlerin hedeflenmesi hem etmenin
varliginin hem de patojenik profilin aktifliginin kontroliinii saglamada avantaj
kazandirabilir. Bu uygulama, insanda dogru tedavinin uygulanabilmesi agisindan yetersiz
kalacak iken, hayvancilikta en ekonomik, uygulanabilir secenek olabilir (Richeson vd.,
2019; Abdolmohammadi Khiav ve Zahmatkesh, 2021). Tim C. perfringens tipleri

tarafindan {iretilen toksinler CPA ve néraminidazlardir (Tablo 2.2).

2.2. Noraminidazlar

C. perfringens tarafindan salgilanan toksinlerden olan ndéraminidazlar, diger
mikroorganizmalar, virlisler, mantarlar, omurgasiz ve omurgali canlilar tarafindan da
sentezlenmektedir (Schwerdtfeger vd., 2010; Gerwig, 2021). Siyalidazlar olarak da

adlandirilan bu enzimler (E.C.3.2.1.18) polisakkarit, glikoprotein ve glikolipitlerin
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yapisindaki ug¢ siyalik asitleri hidrolize eder. Siyalik asit tagiyan oligosakkaritlerin
metabolizmasinda kilit rol oynayan bu enzimler serbest siyalik olusumunu katalizlerler
(Vimr vd., 2004; Lewis ve Lewis, 2012). Siyalik asitler ise néraminik asitlerin 9 karbonlu
tiirevlerinden olusan ve 50’den fazla iiyeye sahip bir karbonhidrat monomer ailesidir
(Traving ve Schauer, 1998; Severi vd., 2007; Yang vd., 2021). Glikanlarin dogal bir bileseni
olan siyalik asit, boylelikle mukopolisakkaritlerin, hiicre zar1 ve hiicre yiizeyinin, bazi
hiicresel protein ve reseptorlerin ve hiicresel salgilarin yapisinda bulunur. Hiicreler arasi
sinyallesme ve etkilesim, yiik tasiyiciligi ve antijenik yanitin diizenlenmesinde rol alan
siyalik asit ayn1 zamanda birer enerji, karbon, azot kaynagi olmasi ve diger maddelere
onciiller saglamasi nedeni ile metabolik isleve de sahiptir (Traving ve Schauer, 1998; Vimr
vd., 2004; Schwerdtfeger vd., 2010).

Noraminidaz enzimleri dizi benzerliklerine gore 4 farkli aileden olusur. Gruplar
arasinda dizi benzerligi diisiik olmasina karsin, proteinin fonksiyonel yapisi korunmustur.
Ornegin mikrobiyal néraminidazlar %40’tan daha az genel dizi benzerligine sahipken,
ylksek oranda korunmus bir katalitik domaine ve harici ortak dizi bolgelerine sahiptir
(Roggentin vd., 1993; Feng vd., 2017). Her bir aileye ait iiyelerin 3 boyutlu protein yapisinin
karsilastirildig1 bir ¢alisma, proteinlerin 6 kanatli B pervane katlanmasina sahip oldugunu
gostermistir (Buschiazzo ve Alzari, 2008). Mikrobiyal néraminidazlara kars1 gelistirilmis
antikorlarin viral ve memeli ndéraminidazlarin1 da taniyabildiginin gosterilmesi, farkli

canlilar arasinda yapinin korundugunu isaret etmektedir (Feng vd., 2017).

2.2.1. Clostridium Perfringens Noraminidaz Enzimi

C. perfringens, kromozomda farkli bolgelerde bulunan 3 ayr1 néraminidaza sahiptir.
Bunlardan NanH 43 kDa boyutunda ve sitoplazmik olup, Nanl ve NanlJ ise sirasi ile 77 kDa
ve 129 kDa boyutlarinda ve hiicre disina salgilanan noéraminidazlardir (Wang, 2020).
Yapilan c¢alismalar bircok C. perfringens susunun 3 ndraminidaz tipini de iretebildigi
belirtilmesine ragmen yalnizca tek tip, veya iki tip ndraminidaz iireten suslarin da bulundugu
gosterilmistir (Chiarezza vd., 2009; Li vd., 2011; Li ve McClane, 2014). Omegin, yapilan
dizileme caligmalariyla C. perfringens’in A tipine ait suslardan ATCC 13124’lin her 3
noraminidaz genine de sahip oldugu (Myers vd., 2006), ancak sus 13’iin Nanl ve NanJ’ye
(Li vd., 2016), SMS101’in ise yalnizca NanH’a sahip oldugu gosterilmistir (Myers vd.,
20006). Farkli C. perfringens suslarina ait noraminidaz dizilerinin karsilastirilmasi ise NanH,
Nanl ve NanJ genlerinin siras1 ile %93-100, %98-100 ve %96-100 oraninda benzer

olduklarini géstermistir (Shimizu vd., 2002; Myers vd., 2006; Wang, 2020).
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C. perfringens noraminidazlar1 kendi aralarinda yapisal benzerlik ve farkliliklar
tasimaktadir. Katalitik bolge amino asit dizisi, her 3 ndraminidaz arasinda da korunmustur
(Sekil 2.1). Bunun yani sira, enzimlerin farkli substratlara baglanma afinitesini arttiran
karbonhidrat baglanma bdlgeleri NanH’de bulunmazken, NanI’da bir adet, NanJ’de ise iki
farkli karbonhidrat baglanma bdlgesi bulunmaktadir. Ek olarak, NanJ {i¢ adet fonksiyonu
bilinmeyen bolge tasir. Bunlardan ilki fonksiyonu bilinen diger proteinlerle diisiik dizi
homolojisine sahip iken, ikinci bolge kohezin benzeri, iiciincii bolge ise fibronektin tip 3

benzeri dizi homolojisi tasimaktadir (Boraston vd., 2007; Wang, 2020).

NanH
Nanl Karbonhidrat
Baglanma Bdlgesi
30 180 370 840 940 1085 1173
(arbonhidra Karbonhidrat o - Fonksiyonu i e
Nani Baglanma Bilgesi J:ETAEULER:HIECH] P - Blnmyn Bdlge 1 m e

Sekil 2.1. C. perfringens néraminidazlarinin sematik gdsterimi. Boraston vd.’den

yeniden diizenlenerek hazirlanmistir (Boraston vd., 2007).

Bakteriyel kromozomda farkli bolgelerden kodlanan C. perfringens néraminidazlar
birbirleri arasinda islevsel ve fonksiyonel farkliliklar da tasir. Ornegin, her ii¢ ndraminidaz
da iireten bakterilerde, ekstraselliiler noraminidaz aktivitesinin %70’ Nanl kaynaklidir. Ek
olarak, NanH ve NanJ daha yiiksek 1s1l dirence sahiptir. Bunun yani sira, kimyasal ve metal
iyonlarma karsi direngleri ve yikima ugrattiklar1 bag/substrat tipleri yoniinden de farkliliklar
tasirlar (Li ve McClane, 2014).

C. perfringens ndraminidazlari, bakteri kolonizasyonunda, tutunmasinda, toksinlerin
baglanma kapasitesini arttirarak bakteri patojenitesi ve serbest siyalik asitler olusturarak
bakteri metabolizmasinda énemli roller oynamaktadir (Wang, 2020). Yapilan ¢alismalar,
salgilanan néramidazlar olan Nanl ve NanJ’nin bagirsak mukozasi ve hiicre yiizeylerinden
siyalik asitlerin serbestlestirilmesini, boOylece bakteriyel sag kalimi ve ¢ogalmay1
destekledigini ortaya koymustur. Serbestlestirilen siyalik asitler ise hem dogrudan karbon,
azot, enerji ve aminoasit kaynagi olarak kullanilabilmekte, hem de siyalik asitin
uzaklastirildigr makromolekiilleri diger hidrolaz ve proteazlara acik hale getirmektedir (Li
ve McClane, 2014, 2018). Nanl, NanJ ve NanH ile gerceklestirilen tekli, ¢iftli ve li¢lii mutant

caligmalar1 6zellikle NanI’nin bakterinin tutunmasi, kolonizasyonu ve ylizeylerden siyalik

12



asitin ayristirilmasi i¢in onemli oldugunu ortaya koymustur (Navarro vd., 2018). Uclii
mutantlar ve NanH tekli mutantlar1 ile yapilan ¢aligmalar ise, sitoplazmik olan NanH’nin
aslen diger hiicre yiizeylerinden siyalik asitlerin serbestlestirilmesinde etkisiz olmasina
karsin adezyonu etkiledigini gostermistir (Li vd., 2011; Li ve McClane, 2014; Navarro vd.,
2018; Wang, 2020). Nanl ayn1 zamanda CPA aktivitesini dogrudan, CFB, ETX, NetF ve
CPE’nin sitotoksisitesini ise bu toksinlerin hiicre ylizeylerine tutunmasini arttirarak dolayl
yoldan kuvvetlendirmektedir (Li vd., 2011; Theoret vd., 2018; Mehdizadeh Gohari vd.,
2021). Bakteri, ayn1 zamanda logaritmik ¢ogalma veya bagirsak enfeksiyonu donemlerinde
ishale bagl olarak azalan besin ortamlarinda rekabet giiclinii arttirmak i¢in 6zellikle Nanl
tiretimini de arttirmaktadir (Wang, 2020).

Ozetle, tiim C. perfringens suslar1 en az bir olmak iizere cogunlugu her ii¢ ndraminidaza
da sahiptir. Noraminidazlar, hem metabolik hem de viriilans aktiviteler icin etkin olarak
kullanilmaktadir. Bunun yani sira, ndraminidazlar fonksiyonel oldugu enterik sistemde,
salgilanan diger toksinlere nazaran daha diisiik proteaz baskisina maruz kalma potansiyeli
tagimaktadir. Tiim bu sebepler, néraminidazi C. perfringens tespiti ve takibi i¢in potansiyel
bir hedef haline getirmektedir. C. perfringens néraminidaz proteinine karsi gelistirilecek
ELISA uygulamalar1 dogrudan bakteriyel toksinlerin hedeflendigi uygulamalara nazaran
bazi avantajlar saglamaktadir. Bu avantajlardan bazilart:

e ELISA uygulamalari, niikleik asit temelli uygulamalara kiyasla diisiik hassasiyete
sahip olsa da niikleik asit temelli tekniklerin C. perfringens 6zelinde tasidig hatal pozitif
veya negatif sonug riskini tasgtmamasi yoniinden avantajhidir.

e Noraminidaz enzimleri sadece toksisite aninda degil, bakterinin normal siyalik asit
metabolizmasi i¢in de iiretilen bir enzim olmasindan 6tiirii, bakteri popiilasyonunun normal
kosullarda da takibine olanak verebilir. Boylelikle yem tipi veya miktar1 degisimlerinde ek
bir kontrol araci olma 6zelligi tasiyabilir.

e Toksinlere yonelik ELISA uygulamalar1 patojenik kosullarin olugsmasima ihtiyag
duyarken néraminidaza yonelik uygulamalar toksisite dncesinde, aninda ve sonrasinda da
kullanilabilir.

e Bagirsak proteazlarinca hizli yikim baskisi altinda bulunan toksinler yerine diizenli
olarak salgilanan veya salgilanmayarak hiicre igerisinde stabil olarak tutulan

noraminidazlarin hedeflenmesi, C. perfringens’i takip kapasitesini arttirabilir.
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o Gelistirilecek iyi hassasiyetteki bir C. perfringens noraminidaz ELISA kiti, tiim
toksin tiplerini tanima kapasitesi tagiyacak, C. perfringens’ten etkilenen tiim canlilarda tani
icin kullanilabilecektir.

Basarili bir ELISA uygulamasi i¢in en dnemli bilesen, istenilen hedefi hassas ve basarili
bir sekilde tespit edebilecek, standardizasyona olanak verebilecek, yiiksek afiniteli
antikorlarin gelistirilmesidir. Bu amagcla gelistirilecek bir C. perfringens néraminidaz
antikoru yalnizca istenilen tip veya tiplerdeki C. perfringens néraminidazini tanimali ve
insan ve diger hayvanlar da dahil konakgisi olabilecegi canliya ait néraminidaz ve proteinleri
ise tanimamalidir. Piyasada bulunan C. perfringens néraminidaz antikorlar1 Tablo 2.3’te
verilmistir. Var olan bu antikorlarin kapsamli reaktiflik testlerine dair veri bulunamamus,

kullanildiklar1 herhangi bir yayn ise tespit edilememistir.

Tablo 2.3. C. perfringens néraminidaz enzimine kars1 gelistirilmis olan ticari

antikorlar.
Uretici . -
Katalog No Firma, Ant.1 k.or Antijen Blhn.e n Referans
7 Tipi Reaktiflik
Mensei
Tavsan, poliklonal,
11680-RPO1 1oG C. perfringens
11680-RP02 Sino Tavsan, poliklonal, r?konl'b{nant i i
Biolowical IgG néraminidazi,
11680-R112 Ci%l ’ Tavsan, (P10481.1 protein
i monoklonal, IeG dizisi) (Cys2- ) )
11680-MMO4 Fare, monoklonal, GIn382) E. coli’ye i
IgGl1 kars1 yok
. . . ?
PA1-85712 Invitrogen, Tavsan, poliklonal, C per.fr.mgens i (Li vd.,
ABD 1gG néraminidazlari 2011)

Bu doktora tez caligmasinda C. perfringens patojeninin Ozgiin, hassas ve hizli
tanisinda noraminidaz proteininin hedeflenmesinin incelenmesine olanak taniyacak
antikorlarin iiretimi ve denenmesi amaclanmistir. Istenilen kalite ve miktarda antikor elde
edilebilmesi i¢in monoklonal antikor (mAb) gelistirilmesi hedeflenmis, bu amagla da
hibridoma teknigi kullanilmistir. Elde edilen antikorlar genis dl¢ekte liretilmis, saflastirilmig
ve tiplendirilerek karakterize edilmistir. Ardindan, saha 6rneklerinden de yararlanilarak C.
perfringens spesifik noraminidazina 6zgiin ELISA tan1 kiti prototipi gelistirilmesi

caligmalar yiiritilmistiir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1.

3.1.1.

Materyal

Kimyasal Maddeler

KoHPO4 (Merck, 105101)

KH>POj4 (Sigma, 04243)

NaCl (Sigma, 31434)

Tween-20 (Sigma, P1379)

NaHPO4 (Carloerba, CE.480141)

Sitrik asit (Merck, 1.00244.1000)

MgCl, (Sigma, M8266)

ZnCl> (Merck, 1088151000)

Glisin (Sigma, G8898)

KOH (Sigma, 484016)

3,3",5,5'-Tetrametilbenzidin (TMB; Sigma, 860336)
DMSO, kimyasallarin hazirlanmasinda (Tekkim, 914.036.2501)
Hidrojen peroksit (Tekkim, TK.060171)

Siilfiirik asit (Sigma, 258105)

Streptavidin-HRP (Jackson Immuno Research, 016-030-084)
Gliserol (BioShop, GLY001.500)

NaHCO3 (Sigma, S5761)

HCI (Tekkim, TK.090231.01001)

NaN3 (Sigma, S2002)

NaOH (Merck, 1.06498.1000)

PEG (PEG-4000; Merck, 8074901000)

DMEM siv1 besiyeri (Sigma, D6171)

L-Glutamin (Gibco, 25030-024)

HAT (Gibco, 21060-17)

HT (Gibco, 41065-012)

Fetal bovin serum (FBS; Sigma, F7524)

DMSO (Hiicre dondurma sivilarinda; Sigma, D5879)

DMEM toz besiyeri (Sigma, D5648)
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Hepes (Sigma, H3375)

Sodyum piruvat (%1; Gibco, 11360-070)

Gentamisin (Gibco, 15750045)

Tripan mavisi (Sigma, T8154)

Freund’s Complete Adjuvant (FCA; Sigma F5881)

Freund’s Incomplete Adjuvanti1 (FIA; Sigma F55006)
p-nitrofenil fosfat (PNPP, Sigma, N3254)

Siit tozu (Piar, 8690565003404)

Bovine serum albiimin (BSA; Sigma, A2153)

Antikor alt tiplendirme strip kiti (Roche IsoStrip; 11493027001)
Amonyum siilfat (Sigma, A4418)

Protein G afinite kolonu (GE Healthcare, GE17-0404-01)

IgM spin kolonu kiti (LigaTrap, LT-145KIT)

Bradford soliisyonu (Biorad, #500-0205)

BSA protein standartlar1 (Biorad, #500-0207)

Tek kullanimlik polistiren kiivetler (LP Italiana, LP111117)
Biyotin (Biotin-N-succinimidyl ester, long-armed biotin; Sigma H1759)
IgM afinite kolonlar1 (LigaTrap, LT-145)

Protein marker, 30-270 kDA (GeneDirex, PM00-0500)

RIPA lizis ve ekstraksiyon tamponu (Thermo Scientific, 89900S)
Halt proteaz inhibitor kokteyli (Thermo Scientific, 87786)

Tris, Trizma base (Sigma, T6066)

Amonyum persiilfat (APS; Sigma 09913)

%30 akrilamid/bis soliisyonu (Biorad, 1610158)

Tetrametil etilen diamin (TEMED; Sigma, T7024)

Izobiitanol (Tekkim, TK.201801)

Metanol (Tekkim, 947.046.2500)

Coomassie parlak mavisi (CBB; Sigma, 27815-25g-F)
Bromfenol mavisi (Sigma, B0126)

Ponceau S (Sigma, P3504)

2-Mercaptoethanol (Sigma, M6250)

PVDF membran, 0,45 um por biiyiikliigiinde (Biorad, 1620264)
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e Jel yiikleme pipeti (Biorad, 2239917)

e Hammarsten Casein (Sigma, E0789)

e Fare anti néraminidaz monoklonal antikoru (Sino Biological, 11680-MM04)
e Tavsan anti néraminidaz poliklonal antikoru (Invitrogen, PA1-85712)
e AP konjuge Keci Anti-Fare Polivalen (Sigma, A0162)

e AP konjuge Keci Anti-Fare IgM (Sigma, A9688)

e AP konjuge Keci Anti-Fare IgG (Sigma, A3438)

e AP konjuge Rabbit Anti-Fare IgG (Abcam, ab6729)

e AP konjuge Rabbit Anti-Kec¢i IgG (Abcam, ab6742)

e AP konjuge Ke¢i Anti-Rabbit IgG (Abcam, ab6722)

e AP i¢cin Western substrat: (BCIP/NBT; Sigma, B5655)

e Keci Anti-Rabbit IgG-HRP Konjugath (Advansta, R-05072-500)

e ECL Select Substrat (Cytiva, RPN2235)

e BCIP/NBT Substrat1 (Sigmafast BCIP / NBT, Sigma, B5655)

3.1.2. Tamponlar

e PBS (Phosphate Buffered Saline): 10 mM KoHPO4, 10 mM KH>PO4, 150 mM NaCl

icerecek ve pH’s1 7.2 olacak sekilde ayarlandi. Ihtiyaca gore, dogrudan veya otoklavlanarak
kullanildi.
e PBST (PBS-Tween 20 Tamponu): PBS icerisine %0.05 Tween-20 eklendi manyetik

balik yardimi ile karistirilarak hazirlandi.

e PCB (Phosphate/Citrate Buffer - Fosfat Sitrat Tamponu): 51.4 mM Na,HPOu4, 24.3

mM sitrik asit igerecek ve pH’s1 5.0 olacak sekilde ayarlandi.
e Alkalen Fosfataz Substrat Tamponu: 1 mM MgCl, 1 mM ZnCl ve 0.1 M glisin

igceren ¢ozelti, derisik KOH yardimi ile pH’s1 10.4 olacak sekilde hazirlandi.

e  Yaban Turpu Peroksidaz Substrat Karisimi: 3,3’,5,5'-Tetrametilbenzidin (TMB) stok

solisyonu, DMSO igerisinde 1 mg/ml olacak sekilde hazirlandi. Hazirlanan bu stok
soliisyonu PCB tamponu (pH 5.0) ile 1:10 oraninda sulandirildi. Kullanimdan hemen 6nce
her 10 mI’lik karigima 2 pl, %30’luk hidrojen peroksit eklenerek kullanildi.

e Yaban Turpu Peroksidaz Stop Soliisyonu: TMB-HRP reaksiyonunun durdurulmasi

i¢in kuyulara reaksiyon hacmine esit miktarda 2 M’lik siilfiirik asit eklendi.

e Streptavidin-HRP Stok Soliisyonu: Kati Streptavidin-HRP, son hacmi 0.5 mg

streptavidin-HRP ve %50 gliserol icerecek sekilde dH20 ile sulandirildi ve -20 °C’de sivi
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olarak muhafaza edildi. Bu karisim, ELISA uygulamalarinda PBS igerisinde 1 pg/ml
streptavidin-HRP igerecek sekilde hazirlandi ve kullanildi.

e Siiksinimid Ester Isaretleme Tamponu: 0.1 M NaHCOs3, 0.1 M NaCl ve pH 8.4 olacak
sekilde (derisik HCI kullanilarak), taze olarak hazirlandi. Oda sicakliginda bir haftaya kadar

muhafaza edildi.
e Biyotinleme Sonrasi Diyaliz Tamponu: 0.1 M Tris-Cl, pH 7.4; 0.1% NaN3 (w/v) ve
0.2 M NaCl kullanilarak ve son pH’1 NaOH ile 7.4’e ayarlanarak kullanildi. Oda sicakliginda

1 hafta kadar muhafaza edilebilir. Daha uzun siire kullanilmamalidir.

e PEG cozeltisi: 2 ml PBS, 2 gr PEG4000 ile karigtirilarak otoklavlandi. Otoklavlanan
¢Ozelti kullanim anina kadar 37 °C’de muhafaza edildi.

e Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-Page) Yiiriitme
Tamponu (10X): 250 mM Tris, 1.92 M glisin ve %1 SDS igerecek sekilde, pH ayarlamast

yapilmaksizin hazirlandi. Elektroforezde kullanmadan 6nce 1/10 oraninda sulandirildi.

e  4X Ornek Yiikleme Tamponu, Laemmli: 0.125 M Tris, %8 SDS (w/v), %40 gliserol

(v/v) igcerecek, 355 mM beta-merkaptoenaol igerecek (kullanimdan 6nce eklenecek) ve pH's1
6.8 olacak sekilde hazirlandi. Kullanomdan hemen 6nce 355 mM konsantrasyona denk
gelecek (yaklasik %5) miktardaki beta-merkaptoetanol 6rnek yiikleme tamponuna eklendi.

e TBS (Tris Buffered Saline): 200 mM Tris, 1.5 M NaCl icerecek ve pH's1 HCl yardim1

ile 7.5 olacak sekilde 10X konsantrasyonda hazirlandi ve kullanilmadan 6nce 10 kat
sulandirildu.

e TBST (Tris Buffered Saline — Tween 20 Tamponu): TBS icerisine %0.1 Tween 20

eklendi ve manyetik balik ile karigtirilarak hazirlandi.

e Transfer Tamponu (Tris/Glisin; Towbin): 25mM Tris, 192 mM glycine, 20%
metanol, 0.1% SDS icerecek ve pH’s1 8.3 olacak sekilde hazirland1

3.1.3. Besiyerleri

e Fetal Bovine Serum (FBS): Calismalar sirasinda kullanilan tiim FBS’ler 1s1

inaktivasyonu islemine maruz birakildi. Bu amacla, yavas bir sekilde ¢oziinmesi ve oda
sicakligina gelmesi saglanan donmusg FBS, 56 °C’lik su banyosunda 30 dakika inkiibe edildi.
Sonrasinda, oda sicakligina tekrar gelmesi saglanan FBS’ler 50 ml’lik steril tiiplere
ayristirilarak -20 °C’de muhafaza edildi.

e DMEM Toz Besiyeri: 13.4 gr DMEM toz, 5.96 gr Hepes ve 2 gr NaHCO3 toplam

hacim 1 litre olacak sekilde dH»O igerisinde hazirlandi. Hazirlanan karisim, steril hava akimi
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altinda 0.22 pm’lik filtreden gegirilerek sterilize edildi. Hazirlanan besiyeri +4 °C’de
muhafaza edildi.

e DMEM (Hazir) Besiyeri: Steril olarak temin edilen sivi DMEM dogrudan

kullanilmistir. Bu besiyeri kullanilarak hazirlanan FBS’li karigimlara 4 mM L-Glutamin
eklenmistir.

e Fetal Bovine Serum iceren DMEM: %5, %7, %10, %15 veya %20 (v/v) FBS iceren

DMEM karisimi, son hacimde 1 mM sodyum piruvat, 4 mM L-Glutamin, 50 pg/ml
gentamisin i¢erecek sekilde hazirlandi. Hazirlanan besiyeri +4 °C’de muhafaza edildi.

e HAT (Hipoksantin-Aminopterin-Timidin) Iceren DMEM Besiyeri: Istenilen
miktarda FBS iceren DMEM besiyeri 1X HAT icerecek sekilde hazirlandi. Hazirlanan

besiyeri +4 °C’de muhafaza edildi.

e HT (Hipoksantin--Timidin) Besiyeri: Istenilen miktarda FBS iceren DMEM besiyeri

1X HT igerecek sekilde hazirlandi. Hazirlanan besiyeri +4 °C’de muhafaza edildi.
e Hiicre Dondurma Cozeltisi: %80 FBS, %10 DMEM (toz veya hazir), %10 DMSO

igeren ¢oOzelti hiicre dondurma besiyeri olarak kullanildi. Bu besiyeri, her hiicre dondurma

islemi 6ncesinde taze olarak hazirlandi.

3.1.4. Hiicreler

Hibridoma ¢aligmalar1 sirasinda FO miyelom hiicreleri (ATCC, CRL-1646)
kullanild1 (Sekil 3.1). Immiinize edilmis BALB/c farelerinden alman dalak hiicreleri
siispansiyon haline getirildikten sonra, FO miyelom hiicreleri ile fiizyona ugratilarak hibrit
hiicreleri iiretildi ve kiiltiire edildi. Uretilen hibrit hiicrelerinin in vitro uyumluluklarinin
arttirtlmas1 amaci ile, her bir fiizyon isleminden bir giin 6nce fare intraperitonel sivisi ve
hiicrelerini barindiran besleyici hiicreler hazirlandi. Ek olarak, insan ovaryum kanser hiicre
hatti1 SKOV3 (ATCC, HTB-77), elde edilen antikorlarin insan ndéraminidazlarinda test
edilmesinde western blot pozitif kontrolii olarak kullanildi. Ovaryum dokusu ve SKOV3
hiicre hatt1i dort insan noraminidazinin da (Neul, Neu2, Neu3, Neu4) anlatimini
gerceklestiren birer doku (“Neuraminidase - The Human Protein Atlas”, 2021) ve hiicre
hattidir (Koseki vd., 2012; Satyavarapu vd., 2021). Bu amagla SKOV3 hiicreleri ¢ogaltildi,
protein izolasyonu gerceklestirildi. Tiim hiicreler, 37 °C’de, %5 CO2 ve %90-93 bagil nemde
inkiibe edildi ve aksi belirtilmedigi siirece %10 FBS iceren DMEM besiyeri icerisinde
tutuldu.
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3.1.5.

Yeterli sayida ayni cinsiyetten hayvan edinilebilen durumlarda cinsiyet ayrimi yapilmadi.

Calisma igin gerekli Etik Kurul Izni, Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi, Hayvan

Deney Hayvanlar:

Caligmalar, yaslar1 8-12 hafta arasinda degisen 24 adet BALB/c faresi ile yiiriitiildii.

Deneyleri Yerel Etik Kurulu, 353 No’lu karar ile alinmistir.

3.1.6.

Antijenler

Calismalar sirasinda kullanilan antijenler asagida belirtildi:
C. perfringens néraminidazi, diistik saflik (Sigma N2876)
C. perfringens ndraminidazi, orta saflik (Sigma N3001)

C. perfringens néraminidazi, yliksek saflik (Sigma N5631)

Ayrica, ¢apraz reaksiyon analizleri sirasinda asagidaki antijenlerden de yararlanildi:

Siit tozu (Pimar, 8690565003404)

Bovine serum albiimin (Sigma, A2153)
Apo-transferrin, bovin (Sigma, T1428)
v-globulin, bovin (Sigma, SRE0011)

Trombin, bovin (Sigma, T4648)

Fibrinojen, bovin plazmasindan (Sigma, F8630)

Plazminojen, bovin plazmasindan (Sigma, P9156)

Aletler ve Cihazlar

Biyolojik giivenlik kabini class II (Thermo Safe 2020)

CO3 etiiv (Thermo Forma Steri-Cycle 1160, 51030303)

Floresans 6zellikli invert mikroskop (Nikon Eclipse TS2)

Masaiistii santrifiij (Hettich Rotina 380 R)

S1v1 azot 6rnek saklama tanki (Thermo Barnsted BS-CK509X4 BioCane 47)
S1v1 azot depolama tanki (Thermo Barnsted BS-CK509X4 & BS-AY509X3)
+4 °C buzdolab1 (Bosch KGN56VW30N)

-20 °C dondurucu (Bosch GSN54AW30)

-80 °C dondurucu (Daihan UF-D500)

Besiyeri filtrasyon cihazi (Millipore Glass Vacuum Filtration Set)

Masa iistii mini santrifiij (Hettich Mikro 200)
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ELISA okuyucu (Thermo Multiscan GO)

uDrop plate (Thermo, N12391)

ELISA mikroplaka yikayici (Thermo 5165040 MIB Wellwash)
Analitik terazi (Shimadzu U 6200H)

Hassas terazi (Shimadzu ATX224)

pH metre (WTW 7110)

Isiticili manyetik karisticili set (Daihan MSH-20D)

Vorteks (Daihan VM-10)

Su banyosu (Daihan WB-22)

Ultrasantrifiij (Hitachi CP100NX)

Etiiv kuru sterilizator (Thermo Heraterm 51028139)

Etiiv (Daihan ThermoStable IG-105)

Yatay calkalayici (Thermo ELED-88880026)

Sarjli pipetor (Thermo Finnpipette Fp-5901)

Ultrasonik homojenizatdr (SONICS VCX 130)

Kuru banyo (Wisd, WiseTherm HB-R48)

Yatay elektroforez tanklari ve gii¢ kaynagi (Thermo OWL-B1)
Dikey elektroforez aparatlar1 ve gii¢ kaynagi (Biorad Mini Protean Tetra Cell)
Jel goriintiileme sistemi (UVP Biospectrum 515)

Ultra saf su cihazi (Millipore Direct Q5 UV)

Otoklav (Hirayama, HV-110L)

Bulasik makinesi (Profilo BM5320MA)

Otomatik pipet seti (Brand Transferpette S)

Cok kanall1 pipet (Brand Transferpette)

0,2 um'lik besiyeri filtrasyon filtresi, steril (Millipore, GSWG047S6)
0,2 um'lik enjektdr ucu filtre, steril (Isolab, 094.07.003)

0,45 um'lik enjektor ucu filtre, steril olmayan (Isolab, 094.01.003)
1,5 ml santrifiij tiipleri (Isolab, 078.05.002)

12 kuyulu hiicre kiiltiirii kab1 (Thermo Biolite, 130184)

15 ml steril tiipler (Sarstedt)

175 cm? hiicre kiiltiirii kab1 (SPL, 72175)

2 ml santrifijj tiipleri (Isolab, 078.03.023)
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3.3.

3.3.1.

225 cm? hiicre kiiltiirii kab1 (Thermo EasY, 159934)
24 kuyulu hiicre kiiltiirii kab1 (Thermo Biolite, 930186)
25 cm? hiicre kiiltiirii kab1 (SPL, 70025)

50 ml steril tiipler (Sarstedt)

500 cm? hiicre kiiltiirii kab1 (Thermo, 132913)

6 kuyulu hiicre kiiltiirli kab1 (Thermo Biolite, 130184)
75 cm? hiicre kiiltiirii kab1 (SPL, 70075)

96 kuyulu hiicre kiiltiirii kab1 (Thermo Biolite, 130184)
Bistiiri (Plusmed, BS 2982)

Diyaliz membrani (Spectra/Por, 131417)

Eldiven

ELISA plakalar1 (Corning 3590 ve Thermo Maxisorp)
Enjektor 1 ml, 2 ml, 5 ml (Beybi, Set Inject, Ayset)
Hiicre dondurma tiipii (Isolab, 091.21.102)

Hiicre kaziyict (NEST, 710011)

Hiicre sayim lami (Thoma; Marienfeld, C964730)
Makas (Isolab)

Otoklavlanabilir cam siseler (SH, Isolab)

Pens (Isolab)

Petri kab1 100 mm (Sarstedt, 82.1473)

Petri kab1 60 mm (Isolab, S.081.02.061)

Pipet ucu (Brand, Isolab)

Protein A afinite kolonu (GE Healthcare, 17-0402-01)
Protein G afinite kolonu (GE Healthcare, 17-0404-01)
Serolojik pipet (Sarstedt, NEST)

Siizgec

Yontem

Antijenin Hazirlanmasi ve Immiinizasyon

Istenilen miktarda néraminidaz proteini igeren 50 pL PBS ¢ozeltileri hazirlanarak,

50 uL Freund’s adjuvantina, enjektdr yardimi ile, damla damla eklendi ve faz ayrimi ortadan

kalkana kadar, vorteks yardimi ile karistirildi. Elde edilen karisim, 26 gauge’lik, 1 ml’lik
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enjektor yardimu ile, deney grubundaki farelere intraperitonel yolla enjekte edildi. Kontrol
grubu farelerine ise 100 uL PBS, 26 gauge’lik, 1 ml’lik enjektor yardimu ile intraperitonel
olarak uygulandi.

Noraminidaza 6zgii antikor yanit1 olusumunun takibi i¢in farelerden kuyruk kani elde
edildi. Alinan kan, esdeger miktarda sodyum sitrat ile karistirildi ve 3000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilerek plazma kismi ayrigtirildi. Elde edilen plazma, ELISA teknigi ile analiz
edilerek immiinizasyon etkinliginin incelenmesinde kullanildi. Yiiksek ELISA yaniti elde
edilene kadar, immiinizasyonlar tekrar edildi. En az 3 immiinizasyon sonrasinda, ELISA
analizinde en yiiksek antikor yaniti tespit edilen fareler fiizyon i¢in segildi. Fiizyon
isleminden 3 giin Once, belirlenmis optimal antijen dozu, 100 pL PBS igerisinde
hazirlanarak, intraperitonel olarak  uygulanarak  “hatirlatma  immiinizasyonu”

gergeklestirildi.

3.3.2. Farelerde Kuvvetli Yanit Olusturan iImmiinizasyon Dozunun Belirlenmesi

Farelerde en giiclii antikor yanit1 uyandiran en diisiik antijen miktarinin belirlenmesi
amaci ile dozaj analizi ¢alismasi yapildi. Dozaj analizi, immiinizasyon ¢alismalarinda antijen
maliyeti yoniinden avantaj saglanmasinin yani sira, diisiik miktarda antijen kullanimina
ragmen yiiksek afiniteye sahip antikorlarin tiretim ve secilimini saglamasi yoniinden
onemlidir (Hanly vd., 1995). Bu amacla, fareler 10 pg, 20 pg ve 35 pg ndraminidaz proteini
iceren Freund’s adjuvanti ile ~2-3 hafta araliklarla immiinize edildi. Farelerdeki antikor
yanit1 gelisimi ELISA testi ile belirlendi. Antijen olarak, birinci immiinizasyonda FCA
esliginde yiiksek safliktaki antijen (Sigma, N5631), 2. ve 3. immiinizasyonlarda ise FIA
esliginde orta safliktaki antijen (Sigma, N3001) kullanildi. Gii¢lii antikor yanit1 saglayan en
diisiik antijen miktar1 calismanin sonraki agsamalarinda da referans olarak uygulandi.

Calismalar yaslar1 8 hafta 6 giinliik ile 12 hafta arasinda degisen 16 BALB/c faresi
ile yiriitiildii. Yeterli sayida ayni1 cinsiyetten hayvan temin edilememesi sebebi ile 4’1 disi,
16’s1 erkek olmak iizere farkli cinsiyetten hayvanlar kullanildi. Disi hayvanlar, gebelik
olasiliginin 6nlenmesi amaci ile kendi i¢inde gruplandi ve antijen uygulamasi yapilmayacak

olan kontrol grubuna atandi1 (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1. Antijen dozaj denemesi gruplar1 ve gruplardaki hayvan sayilari.

Antijen Dozaj Denemesi Gruplari Sg/ilslffagnf;?;z i
A Grubu — Kontrol (0 pug antijen) Kontrol grubu 4 Disi
B Grubu - 10 pg antijen + adjuvant 4 Erkek
C Grubu - 20 ug antijen + adjuvant Deney grubu 4 Erkek
D Grubu - 35 ug antijen + adjuvant 4 Erkek

3.3.3. Fare Plazmalarimn indirekt ELISA Testi ile Analizi

96 kuyulu ELISA plakalari, igerisinde 100 ng néraminidaz (Sigma, N3001) iceren
100 uL PBS/kuyu ile kaplanarak +4 °C’de bir gece inkiibe edildi. Ertesi giin PBST ile 3 kez
yikandi. Bloklama islemi i¢in kuyulara %0,5 BSA iceren, 200 uL. PBS c¢ozeltisi eklendi ve
37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Kuyular PBST ile 3 kez yikandi. Her bir kuyuya PBS
kullanilarak 1/20, 1/40, 1/80, 1/160 oranlarinda sulandirilmis 100 pL fare plazmasi (veya
hiicre kiiltiiri st s1vis1) ornekleri eklenerek 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi. PBST ile 3 kez
yikanan kuyulara igerisinde 1/1000 oraninda alkalen fosfataz (AP) ile konjuge edilmis Keci-
Anti-Fare polivalen antikoru (AP konjuge Ke¢i Anti-Fare Polivalen antikoru; Sigma,
A0162) iceren 100 uL PBS uygulandi ve 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Kuyular PBST ile 5
kez yikandi. Plakalar, her bir kuyuya substrat tamponu ile 1 mg/ml oraninda PNPP igerecek
sekilde hazirlanmis ¢ozeltiden 100 pL eklenerek oda sicakliginda, 151k almayan bir ortamda
inkiibe edildi. Sonuglar Thermo Multiscan GO cihazinda, 30., 60., 90. ve 120. dakikalarda,
405 nm’de okutuldu.

3.3.4. Besleyici (Feeder) Hiicrelerin Hazirlanmasi

Uretilen hibrit hiicrelerinin in vitro uyumluluklarinin arttirilmasi amaci ile, her bir
fiizyon isleminden bir giin 6nce besleyici hiicreler hazirlandi. Bu amagcla, saglikli bir
BALB/c faresi servikal dislokasyon yontemi ile 6ldiiriildiikten sonra %70’lik etanol yardimi
ile dezenfekte edilerek steril kabin igerisine alindi. Sirtiistii sabitlenen farenin karin bolgesi
derisi steril pens ve makas yardimai ile agildi. 26 gauge’lik bir enjektor yardimai ile periton igi
bolgeye Sml DMEM enjekte edildi ve tekrar geri ¢ekildi. Alinan sividaki hiicre sayisi, hiicre
sayim lam1 kullanilarak sayildi. Daha sonra, karin i¢i bolgedeki hiicreleri de igeren
intraperitonel sivi %20 FBS iceren DMEM besiyeri igerisinde, 96 kuyulu hiicre kiiltiirii
plakalarina, 100 pl/kuyu ve her bir kuyuda yaklasik 5000-10000 hiicre olacak sekilde

dagitildi. Bu hiicrelerin hiicre kiiltiirii ortamindaki goriintiisii Sekil 3.2°de verilmistir.
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100 pm

1.6UN 2.60N 3.60N

Sekil 3.1. Besleyici hiicrelerin hiicre kiiltiirii ortamindaki goriintiisii. Biiylitme

cizgisi boyutu = 100 um’dir.

3.3.5. Fiizyon I¢in Miyelom Hiicrelerinin Hazirlanmasi

FO miyelom hiicreleri fiizyon giiniinden yaklasik 10 giin 6nce, 75 cm?’lik hiicre
kiiltiirii kaplarinda ¢ogaltilmaya baslandi. Fiizyon giinii, yaklasik 100-200 x 10° FO miyelom
hiicresi (6-10 adet 75 cm?2’lik hiicre kiiltiirii kab1) hazirlandi. Fiizyon giinti kullanilacak,

saglikli FO miyelom hiicrelerine ait goriintii Sekil 3.3’te verilmistir.

Sekil 3.2. FO miyelom hiicrelerinin kiiltiir ortamindaki goriintiisii. Biiylitme ¢izgisi

boyutu = 100 pm’dir.

Filizyon giiniinde bu hiicrelerin PBS tamponu igerisinde, hiicre siyirict yardimi ile

zeminden ayrilmalar1 saglandi ve elde edilen siispansiyon 3000 rpm’de 10 dakika
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santrifiijlendi. Pellet bir kez daha PBS igerisinde siispanse edilerek islem tekrarlandi ve
hiicreler besiyeri ve serum artiklarindan uzaklastirildi. Yikama islemini takiben hiicreler 20
ml PBS igerisinde siispanse edildi. Hiicre sayim lami araciligi ile sayilmalarimi takiben

sonraki asamalar i¢in hazir bekletildi.

3.3.6. immiinize Olmus Farelerin Dalak Hiicrelerinin Elde Edilmesi

Farelerin kuyruklarindan aliman kanlardan elde edilen plazma ornekleri ile
gergeklestirilen ELISA analizleri sonucunda en yiiksek antikor yaniti tespit edilen fareler
flizyon i¢in se¢ildi. Secilen fareye, flizyon isleminden 3 giin 6nce 100 pLL PBS igerisinde
hazirlanmis olan 20 pg ndraminidaz intraperitonel olarak uygulanarak ‘“hatirlatma
immiinizasyonu” gerceklestirildi. Fiizyon giinii farelere servikal dislokasyon yontemi
uygulandiktan sonra fareler %70’lik etanol ile dezenfekte edildi ve steril kabin icerisine
alindi. Sirtiistii sabitlenen farenin karin bolge derisi pens ve makas yardimai ile yanlara dogru
acildi. Sterilize edilmis yeni makas ve pens yardimi ile fare karin boslugu acildi. Dalak,
onceden hazirlanmis igerisinde PBS bulunan petri kabina aktarildi. Dalak dokusu cam bir
baget yardimiyla ezilerek dalak hiicrelerinin steril siizgegten gecirilmesi ve PBS’e aktarilmasi
saglandi. 50 ml’lik steril tiipe aktarilan PBS igerisindeki hiicre siispansiyonu 3000 rpm’de 10
dakika santrifiijlendi. Pellet bir kez daha PBS icerisinde siispanse edildi. Ezme islemi
sirasinda ayristirllamamis kaba doku parcalari veya santrifiijleme sirasinda yeni olusmus iri
parcalar pipet yardim ile siispansiyondan uzaklastirildi. Santrifiijleme islemi tekrar edildi.
Yikama islemini takiben hiicreler 20 ml PBS igerisinde tekrar siispanse edildi. Hiicre sayim
lami1 araciligi ile sayimlarinin gerceklestirilmesini takiben sonraki asamalar i¢in hazir hale

getirildi.

3.3.7. Hiicre Sayimi

Besleyici hiicreler ile FO miyelom hiicreleri ve immiinize edilen farelerden alinmis
olan dalak hiicreleri istenilen miktarda sivi igerisinde siispanse edildi. On pl siispansiyon
alinarak esit hacimde (10 ul) tripan mavisi ile karigtirildi. Karisgimdan 10 pl alinarak, lamel
ile kapatilmig sayim lam1 (Thoma; Marienfeld, C964730) iizerine dikkatlice birakildu.
Hiicreler mikroskop altinda incelenerek boyanmayan canli hiicrelerden toplam hiicre sayis1

asagida belirtilen sekilde hesaplandi.

Toplam Hiicre (ml) = 16 biiyiik karedeki hiicre sayis1 x Sulandirma Faktorii x 10,
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3.3.8. Fiizyon

Saymmi yapilan ve her biri 20 ml PBS igerisinde bulunan FO miyelom ve dalak
hiicreleri tek bir 50 ml’lik falkon tiipte bir araya getirildi. Karigim, 3000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildikten sonra st sivi uzaklastirildi. Pellet {izerine, daha 6nceden hazirlanmais,
steril ve 37 °C’de bekletilmekte olan 1 ml PEG cozeltisi, 1 dakikada yavasca eklendi. Bu
islem sirasinda 50 ml’lik falkon tiip, avug igerisinde dondiiriilerek hiicrelerin sicak kalmasi
ve PEG ¢ozeltisine es miktarlarda maruz kalmasi saglandi. Takip eden 1 dakika boyunca
hiicrelerin iki el arasina almarak karistirllmasi ve 1sitilmasi saglandi. Sonrasinda, avug
igerisine yerlestirilen tiip diizenli olarak dondiirtiliirken tiip igerisine iki dakikalik siirede 4 ml
DMEM, sonraki iki dakikalik stirede 20 ml DMEM ve bunu takip eden 2 dakika igerisinde
de %15 FBS igeren DMEM’li besiyeri (sadece FBS ve DMEM’den olusan) yavasca eklendi.
Bu tiip, 37 °C’de 1 saat inkiibe edildikten sonra 3000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi. Elde
edilen pellet, %20 FBS iceren, HAT’li DMEM igerisinde siispanse edilerek, daha 6nce
besleyici hiicrelerin ekiminin gerceklestirildigi hiicre kiiltiirii plakalarina 150 pul/kuyu olacak

sekilde dagitildi.

3.3.9. Fiizyon Takibi

Fiizyondan sonraki 7., 8., 9. giinlerde, flizyon plakalari incelenerek hibrit hiicre
kolonilerinin varlig1 ve sayist mikroskop altinda incelendi. Besiyeri sivisinin degisimi igin
fiizyonun 10. giiniinde yapilan mikroskobik incelemenin ardindan (Sekil 3.4) 100 ul, 15.
giinde ise 150 ul’lik besiyeri uzaklastirilip, yerine ayni hacimde, %2 HAT iceren, %20
FBS’li DMEM eklendi. 4-6 besiyeri degisiminin ardindan HAT igeren besiyerinden, HT
iceren besiyerine, yine 4-6 besiyeri degisiminden sonra ise HT’den normal FBS’li
DMEM’e gecis yapildi. Cogalan hibrit hiicrelerinin istenilen antikor yanitina sahip olup
olmadig1 ELISA teknigiyle hiicre kiiltiirii iist sivis1 kullanilarak test edildi. Her kuyu en az iki
kez test edilerek, antikor aktivitesi tespit edilen kuyulardaki hiicreler 96 kuyulu hiicre kiiltiirii

plakalarindan 24 kuyulu plakalara aktarild.

3.3.10. Capraz (Kross) Reaksiyon Analizi ve Hibritlerin Genis Olcekte Uretimi

Noraminidaza kars1 antikor yanit1 verdigi tespit edilip 24 kuyulu plakalara aktarilan
hibrit hiicrelerince iiretilen antikorun yalnizca “néraminidaza 6zgii” olup olmadiginin
incelenmesi amaci ile ¢apraz (kross) reaksiyon analizi gerceklestirildi. Bu amagla, ELISA

plakalar1 noraminidaz harici antijenlerle kaplandi ve antikorun sadece noraminidaza
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baglanabilirligi ELISA teknigi kullamlarak test edildi. ilk asamada Bovine Serum Albumin
(BSA) ve siit tozu kullanilarak 6n analiz niteliginde gergeklestirilmis olan ¢apraz reaksiyon
analizleri, sonraki asamada Tablo 3.2’de goriilen diger proteinleri de kapsayacak sekilde

genisletildi.

1.6UN

3.6UN

10.GUN

I Li'-

Sekil 3.3. Fiizyon islemi sonucunda elde edilen hiicrelerin kiiltiir ortamindaki
gorlintiisii. Biiylitme ¢izgisi boyutu 1., 2. ve 3. giinler i¢in 20 um, 10. giin i¢in 50 um

olarak verilmistir.
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Tablo 3.2. Capraz reaksiyon analizlerinde kullanilan antijenler.

Capraz (Kross) Reaksiyon Analizi Antijen Listesi
Siit Tozu (Pinar, 8690565003404)
Bovine serum albiimin (BSA; Sigma, A2153)

Apo-Transferrin, Bovine (Sigma, T1428)
v-Globulin, Bovine (Sigma, SRE0011)
Trombin, bovine (Sigma, T4648)

Fibrinojen, bovine plazmasindan (Sigma, F8630)

Plazminojen, bovine plazmasindan (Sigma, P9156)

Bu amagla, daha 6nce verilen indirekt ELISA teknigine benzer sekilde, 96 kuyulu
ELISA plakalari, igerisinde 100 ng ndraminidaz (Sigma, N3001) veya diger antijenleri
iceren 100 uL PBS/kuyu ile kaplanarak +4 °C’de bir gece inkiibe edildi. Ertesi giin PBST
ile 3 kez yikandi. Bloklama islemi i¢in kuyulara %0,5 BSA veya %0,5 siit tozu igceren, 200
uL PBS cozeltisi eklendi ve 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Kuyular PBST ile 3 kez yikandi.
Her bir kuyuya 50 pL veya 100 pL hiicre kiiltiirii sivis1 6rnekleri eklenerek 37 °C’de 1 saat
inkiibe edildi. Devam eden asamalar daha once belirtilen sekilde uygulandi ve sonuglar
Thermo Multiscan GO cihazinda, 30., 60., 90. ve 120. dakikalarda, 405 nm’de okutuldu.
ELISA sonucu degerlendirmelerinde, 90. dakika okumasinda ndéraminidaza karsi ODaos
degeri 0,8 ve lizerinde olan, ayn1 zamanda da diger antijenlere zayif baglanma gosteren
hibritler basarili sayildi. Capraz reaksiyon analizinde iki kez olumlu sonug¢ alinan
hibritlerinin 24 kuyulu hiicre kiiltiirii plakalarindan siras1 ile 6 kuyulu plakalara ve 75 cm?*’lik
hiicre kiiltiirii flasklarina aktarilmasi, dondurulmasi ve tek diisiirme (limiting dilution) ile

klonlanmas1 iglemleri gerceklestirildi.

3.3.11. Hiicrelerin Dondurulmasi

Dondurulacak hiicrelerden besiyeri uzaklastirildi ve PBS tamponu igerisinde, hiicre
styirict yardimi ile zeminden ayrilmalart saglandi. Elde edilen siispansiyon 3000 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi. Pellet %80 FBS, %10 DMEM, %10 DMSO iceren hiicre dondurma
coOzeltisi icerisinde tekrar siispanse edildi ve hiicre dondurma tiiplerine aktarildi. Hiicre
dondurma tiipleri -20 °C’de ~1 saat, -80 °C’de ise 1-3 giin bekletilerek kademeli olarak
donduruldu. Her bir hibrit hiicresi i¢in en az birer tiip -80 °C’de yedek olarak birakildi sonra

kalan tiipler kalict depolama i¢in s1v1 azota aktarildu.
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3.3.12. Hiicrelerin Tek Diisiirme Islemi ile Klonlanmasi

Tek diistirme (limiting dilution) islemi, yiiksek genomik kararsizliga sahip olan
hibridoma hiicrelerinden siirekli antikor iireten, yliksek kararliliga sahip saf klonlarin elde
edilmesinde kullanilmaktadir (Fuller vd., 1988; Lee vd., 1991; Yokoyama, 2001; Corréa vd.,
2016). Bu amagla, sivi azottan ¢ikarilan hibridoma hiicreleri dncelikle biiyiik Slgekte
cogaltild1 ve ELISA teknigi ile antikor yaniti test edildi. Sonrasinda, bir miktar hiicre, sayim
yapilmaksizin alind1 ve %20 FBS’li DMEM iceren 96 kuyulu plakalarin 1 numarali kuyu
serisine (A1-H1) konuldu. Bu kuyudaki hiicreler, 1:3’liik seri diliisyonlar yardimi ile azalan
miktarlarda tiim kuyulara dagitildi. Alternatif olarak, bazi hibritler tripan mavisi soliisyonu
ve hiicre sayim lami1 yardimi ile sayildi ve 0,9 hiicre/kuyu olacak sekilde hiicrelerin ekimi
gergeklestirildi. Plakalar yaklasik 10 giin sonra mikroskop altinda incelendi ve az sayida
koloni igeren kuyulardaki koloni sayilar1 belirlendi. Sonrasinda, tek koloni igeren
kuyulardan baglanmak iizere, gerekli oldugu durumlarda tiim kuyular indirekt ELISA ile test
edildi. Diistik koloni sayisina sahip, yiiksek ELISA sinyali iireten ve hizli cogalma egilimli
hiicreler sirasi ile nce 24 kuyulu plaka sonra 6 kuyulu plaka ve en son 75 cm?’lik hiicre
kiiltiirii kaplarina aktarildi. Indirekt ELISA ile her asamada bu hiicrelerin pozitiflikleri yanit:
test edildi ve dondurularak -86 °C ve siv1 azotta depolandi. Bu siirec, kararliligin arttirilmasi

amaciyla her bir hibrit hiicresi i¢in en az iki kez gerceklestirildi.

3.3.13. Antikor Tiplendirme ve Alt Tiplendirme Calismalar:

Antikor alt tipinin (izotip) bilinmesi, kullanilacak saflastirma yonteminin ve ikincil
antikor smifinin belirlenmesinin yani1 sira, tani sistemlerinde kullanilacak antikorlarin
isaretlenmesi siirecleri icin de dnem tasimaktadir. Izotipin belirlenmesinde, antikor alt
tiplendirme strip kiti ve indirekt ELISA kullanimina dayanan iki farkli yaklagim uygulandi.
Kullanilan strip kit, antikor tipi (IgG, IgA, IgM), alt tipi (IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3) ve hafif
zincirini (kappa ve lambda) kisa siirede tanimlayabilmesi agisindan avantajlidir. Ancak, test
edilmesi gereken hibrit sayisinin fazla olmasi ve strip kKitininin test basina ytliksek maliyeti

nedeni ile indirekt ELISA’ya bagl alternatif metodun uygulanmasindan da yararlanildu.

3.3.13.1. Isostrip Kiti Kullanimi ile Antikor Tiplendirme ve Alt Tiplendirme:
Uretici firmanin ¢aligma protokoliine uygun olarak, calisilacak érnek %1 BSA igeren

PBS yardimi ile 1:100 oraninda (0,1 — 1 pg / ml antikor konsantrasyonuna ulastirilacak

sekilde) seyreltildi. 150 pl hacmindeki karisim, kite ait 6rnek gelistirme tiipiine alind1. Tiip,

oda sicakliginda 30 saniye inkiibe edildi ve tiip tabanindaki renkli polimer ¢dziinene kadar
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vorteks ile calkalandi. Tiip igerisine “isotyping kit stripi birakilarak 1-10 dakika kadar

inkiibe edildi. Sonuclar, kitte belirtilen is akis semasina uygun olarak yorumlandi.

3.3.13.2. Indirekt ELISA Yontemi ile Antikorlarin Tiplendirilmesi:

Bu yontemde, néraminidaza kars1 gerceklestirilen klasik indirekt ELISA genel olarak
aym sekilde gergeklestirildi. Farkli olarak, ii¢c kopyali bir sekilde yiiriitiilen ¢alismalarda,
kuyulara ilgili agamada 1/1000 oraninda sulandirilmis, AP ile konjuge edilmis Keci-Anti-
Fare polivalen antikorunun yani sira 1/1000 oraninda sulandirilmis, AP ile konjuge edilmis
Keci-Anti-Fare IgG antikoru ve 1/30000 oraninda sulandirilmis, AP konjuge Ke¢i-Anti-Fare
IgM antikoru iceren 100 pL. PBS uygulandi. Sonuglar, pozitif yanitin hangi ikincil

antikorlarin kullanimu ile elde edildigine bakilarak degerlendirildi.

3.3.14. Antikorlarin saflastirilmasi

Alt tipi belirlenen antikorlarin saflastirilmasi i¢in, 6ncelikle hiicre kiiltiirii iist sivisinda
toplanan monoklonal antikorlar (ve diger proteinler) kademeli olarak amonyum siilfat ile
coktiiriildii. Bu amagla, hiicre kiiltiirti {ist sivisina, son oranit %45 amonyum siilfat olacak
sekilde, +4 °C’de, kristal amonyum siilfat yarim saatlik bir zaman diliminde yavasca eklendi.
Karigim, manyetik balik yardimi ile +4 °C’de bir gece karistirildi ve ultrasantrifiij yardimu ile
10 000 g’de, + 4 °C’de, 1 saat santrifiij edildi. Bu asamada kullanilan ultrasantrifiij, Sekil
3.5’te verilmistir.

Ultrasantrifiij kullanim1 sonrasinda elde edilen pellet, baglangig iist s1vi miktarina gore
(100-500 ml), olabildigince yogun olacak sekilde, 2-5 ml PBS kullanilarak ¢6zdiiriildii.
Coziilen karisim, +4 °C’de, gece boyunca PBS’e kars1 diyaliz edildi (Sekil 3.6). Ilaveten, kismi
saflastirma etkinliginin arttirilabilmesi amaci ile bu diyaliz islemi dH>O veya 20 mM Tris
kullanilarak da gerceklestirildi. Diyaliz sirasinda 100 kDa MWCO degerine sahip diyaliz
membrani kullanildi ve baglangi¢ hacminin yaklasik 100 kat1 kadar PBS (veya dH>O / 20 mM
Tris)’in 3 kez degisimi gergeklestirildi. Calismanin ilerleyen kisimlarinda, yalnizca bu
asamaya kadar gerceklestirilen saflagtirmalar “kismi saflastirma” olarak tanimlandi.

Sonraki agamada, kismi saflagtirilmig olan antikorlarin ileri saflastirma asamasinda,
saflastirilacak antikorun alt tipine gore; IgG tipi antikorlar i¢in Protein G afinite kolonu, IgM
tipi antikorlar i¢inse IgM spin kolonu kiti ve IgM afinite kolonlar {ireticinin protokoliine

uygun olarak kullanildi.
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Sekil 3.4. Hitachi CP100NX ultrasantrifiij cihazi (a) ve kontrol mentisii (b).

Sekil 3.5. Manyetik karistiric1 ve diyaliz diizenegi.
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IgG tipi antikorlarin saflastirilmasinda kolona uygulanacak, diyaliz islemi
tamamlanmis 6rnekler dncelikle 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant, 0,45
um’lik enjektor ucu filtreden gegirilerek kolona uygulamaya hazir hale getirildi (Sekil 3.7).

Sekil 3.6. Proten G kromatografisi ve benzeri sekilde gergeklestirilen IgM afinite

kromatografisi dncesi hazirlik islemleri. Diyaliz islemi tamamlanan 6rnek, kolona
uygulanmadan Once santrifiij ve filtrasyon i¢in hazirland1 (a). Santrifiijii sonrasinda

siipernatant, enjektor ucu filtreden gegirildi (b) ve kolon kromatografisine hazirlandi.

Kolon (Sekil 3.8), 5-10 ml baglama tamponu ile 1ml/dakika hizinda yikandi. Ornegi
iceren karisimin kolondan 1 ml/dakika hizinda olacak sekilde ge¢isi saglandi. Kolon, 5-10 ml
baglama tamponu ile 1ml/dakika hizinda ikinci kez yikandi. Ardindan 3-5 ml eliisyon
tamponu, 1 ml/dakika hizinda uygulandi. Kolondan ¢ikan sivi her 1 mI’lik s1v1, igerisinde 50-
100 pl dengeleme (nétralizasyon) tamponu iceren santrifiij tiiplerinde biriktirildi ve 4 °C’de
depolandi. Kolon ise 5 ml %20’lik etanol gecisi saglandiktan sonra ve yine %20’lik etanol
icerisinde +4°C’ de muhafaza edildi.

IgM tipi antikorlarin saflastirilmasinda, biiyiik hacimli ve maliyetli afinite kolonlarmin
yani sira, diisiik maliyetle birden fazla 6rnegin saflagtirilmasina olanak taniyan kii¢iik hacimli
spin kolonlardan faydalanildi. Tim uygulamalar iireticinin protokoliine uygun olarak
gercgeklestirildi. Spin kolonlarda, kisaca 400 pL kismi saflastirilmis iiriin veya hiicre kiiltiiri
iist stvis1 IgM afinite rezinine sahip spin kolonlara dogrudan uygulandi ve yikamalari
gerceklestirildi. Kolon antikor baglama kapasitesinin test edilmesi ve elde edilebilecek {irliniin
arttirilmasi amaci ile bu islem yaklasik 12 kez tekrarlandi. Sonrasinda {iriin ~800 pL eliisyon

33



tamponu ile geri kazanildi ve tlizerine 80 uL notralizasyon tamponu eklendi. Biiyiik hacimli
afinite kolonlarinda ise, 8 ml kismi saflagtirilmis iiriin veya hiicre kiiltiirii iist sivisi, 2 ml 6rnek
sulandirma tamponu ile karistirildi, IgM afinite rezinine sahip kolonlara uygulandi ve
yikamalar gerceklestirildi. Sonrasinda {irtin ~10 ml eliisyon tamponu ile geri kazanild1 ve
tizerine %12 v/v oraninda nétralizasyon tamponu eklendi. Antikorlar + 4 °C’de muhafaza
edildi ve bir hafta igerisinde test edildi. Kullanilan kolon ise kite ait depolama sivisinda +4

°C’de muhafaza edildi.
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Sekil 3.7. Kullanilan protein G kolonu ve kisimlari.

3.3.15. Saflastirilan Antikorlarin Miktar Tayini

Kromatografi ile saflagtirilan antikorun miktariin tespitinde aromatik aminoasitlerin
280 nm’de 151k absorbsiyonuna dayanan UV yontemi ve G-250 Coomassie parlak mavisi
boyasmin proteine baglanmasi ile olusturdugu sinyalin 595 nm’de Ol¢limiine dayanan

Bradford yontemi kullanildi.

3.3.15.1. UV Spektrofotometre Yontemi ile Antikor Miktar Tayini

2-4 ul hacmindeki eliisyon tamponu ve 6rnek, uDrop plate kullanilarak (Sekil 3.9)
Thermo Multiscan GO cihazinda, 280 nm’de okutuldu. Elde edilen deger, antikor tipine gore,
asagida verilen formiillere uygulandi ve antikor miktar1 hesaplandi (Andrew ve Titus, 2001).

= Aogo degeri lizerinden, IgG miktar1 belirleme:
(A280 degeri x seyreltme katsayis1) / 1.43 = mg/ ml diizeyinde gergek Ab miktari
= Aogo degeri lizerinden, IgM miktar1 belirleme:

(A280 degeri x seyreltme katsayis1) / 1.18 = mg/ ml diizeyinde gergek Ab miktari
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Sekil 3.8. Diisiik hacimler drneklerin UV dalga boylarinda analizini yapabilen

Thermo pDrop plate goriintiisii.

3.3.15.2. Bradford Yontemi ile Antikor Miktar Tayini

Uygulama, kullanilan Bradford soliisyonu iireticisinin protokoliine uygun olarak
gerceklestirildi. Kisaca, BSA protein standartlar1 ve 6rnekler, 1 ml Bradford soliisyonu ile, tek
kullanimlik polistiren kiivetler icerisinde karistirildi. Karisim karanlikta, oda sicakliginda 5 —
30 dakika inkiibe edildi ve 595 nm’de okumalar gerceklestirildi. BSA standartlari yardimu ile

olusturulan standart egri grafigi 6rneklerdeki protein miktarinin belirlenmesinde kullanildi

Olusturulan 6rnek bir Bradford analizi standart egrisi Sekil 3.10°da verilmistir.

1,5

A595

/‘

y =0,9572x + 0,088
/ R? = 0,9801

0,5 /

0 0,5 1

1,5 2
Konsantrasyon ug/mL

0

Sekil 3.9. Ornek Bradford analizi standart egrisi.
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3.3.16. Antikorlarin Biyotin ile Isaretlenmesi

Uretilen antikorlarin tam1 kiti prototipinde kullanilabilir hale getirilmesinde
isaretleme onemli asamalardandir. Biyotin-avidin sistemi, biyotin molekiiliiniin avidine
kars1 yiiksek baglanma egiliminden (Kd=10"") yararlanmaktadir. Bu sistemde, genellikle
biyotin molekiilii antikora, avidin molekiilii ise sinyal iiretici enzim veya floresan
maddelere baglanmaktadir. Antikora biyotinin, sonrasinda da bu biyotine avidinli
yapilarin baglanmasinin antikorun yapisi ve etkilesimlerine etkisini en aza indirmek amaci
ile uzun kollu biyotin (long-armed biyotin, spacer biotin) olarak adlandirilan modifiye
biyotin tiirevi tercih edildi (Holmes vd., 2001).

Uygulama icin aday antikor, 1-2 mg/ml konsantrasyonda hazirlandi. 4°C’de, 500 ml
stiksinimid ester isaretleme tamponuna karsi, 2 giin siire ile diyaliz edildi. Bu islem sirasinda
tampon 2-3 kez yeni tampon ile degistirildi. Diyaliz sonras1 antikor konsantrasyonu, A280
nm’de, UV spektrofotometre yontemi ile belirlendi. Her 1 miligram antikor i¢in, susuz DMSO
icerisinde 10 mg/ml konsantrasyonunda hazirlanmig, 10 pl biyotin molekiilii eklendi,
karistirild1 ve oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Elde edilen antikorlar, 4°C’de, 500 ml
biyotinleme sonrasi diyaliz tamponuna karsi, 2 giinliik bir siire ile diyaliz edildi ve
baglanmamis biyotinlerin uzaklastirilmas: saglandi. Bu islem sirasinda tampon 2-3 kez yeni
tampon ile degistirildi. Diyaliz sonras1 antikor konsantrasyonu UV spektrofotometre yontemi

ile yeniden belirlendi.

3.3.17. Cift Antikor Sandvi¢ ELISA Teknigi

ELISA plakalart 100 pul PBS igerisinde 100 — 1000 ng miktarlarinda ticari ndraminidaz
antikorlar1 ile veya ~100 ng Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi, Tam Teknolojileri
Laboratuvar1 (MAKU-TTL) nda gelistirilmis ve saflastiriimis ndraminidaz antikorlar ile veya
dogrudan 100 ul’lik néraminidaza karsi iiretilmis hibridoma {ist sivisi ile 4°C’de, bir gece
kaplandi. Ertesi giin PBST ile 3 kez yikandi. Bloklama islemi icin kuyulara %0,5 — 4
araliinda BSA igeren, 200 uL. PBS ¢ozeltisi eklendi ve 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi.
Plakalar PBST ile 3 kez yikandi. Kuyulara, 0-500 ng arasinda néraminidaz (Sigma, N3001)
iceren PBS veya saglikli hayvanlardan alinan serum 6rnekleri eklendi ve 37 °C’de 1 saat
inkiibe edildi. Ardindan PBST ile 3 kez yikandi. Sonrasinda, kuyulara 6nceki asama
kullanilan antikorlardan ayirt edilebilecek 6zelliklere sahip ndraminidaz antikorlari, 100 ul
PBS igerisinde (100 — 1000 ng miktarindaki ticari néraminidaz antikorlart veya 20-100 ng
MAKU-TTL’de gelistirilmis ve saflastirilmis ndraminidaz antikorlar1 veya 10 ng
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biyotinlenmis aday antikor) veya ndraminidaza kars1 gelistirilmis 100 pl’lik hibridoma iist
stvist halinde eklendi ve 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Plakalar PBST ile 3 kez yikandi.
Bundan sonra, bir 6nceki asamada kullanilan antikorun secici bir sekilde ayirt edilebilmesi
icin AP ile isaretlenmis farkli antikorlar veya streptavidin-HRP kullanildi. Bir onceki
asamada kullanilan antikorun biyotinlenmis bir antikor olmasi halinde kuyulara; 1/1000
oraninda sulandirilmig, AP konjuge Keci-Anti-Fare polivalen antikoru veya 1/1000 oraninda
sulandirilmis, AP konjuge Keci-Anti-Fare IgG antikoru veya 1/1000 — 1/30000 oran
araliginda sulandirilmis, AP konjuge Keci-Anti-Fare IgM antikoru iceren 100 uL PBS
uygulandi. Antikorun biyotinlenmis bir antikor olmasi halinde ise 1 pg/ml streptavidin-HRP
konsantrasyonunda hazirlanmis 100 uL PBS kuyulara eklendi. Plakalar 37 °C’de 1 saat
inkiibe edildikten sonra PBST ile 5 kez yikandi. Sonraki asamada, bir onceki asamada
kullanilan enzimin AP isaretli olmasi halinde; kuyulara substrat tamponu ile 1 mg/ml
oraninda PNPP icerecek sekilde hazirlanmis ¢ézeltiden 100 pL eklendi ve oda sicakliginda,
151k almayan bir ortamda inkiibe edildi. Sonuclar Thermo Multiscan GO cihazinda, 30., 60.,
90. ve 120. dakikalarda, 405 nm’de okutuldu. Streptavidin-HRP kullanilmis olmasi halinde
ise, 100 uL. TMB igeren yaban turpu peroksidaz substrat karisimi eklendi ve oda
sicakliginda, 151k almayan bir ortamda inkiibe edilirken mavi renk olusumu sik araliklarla
takip edildi. G6z karar1 veya spektrofotometrede 650 nm dalga boyunda gergeklestirilen
okumalarda Aeso absorbans degeri 0,5°e ulasan kuyu olmasi halinde, yaban turpu peroksidaz
stop soliisyonu kullanilarak reaksiyon durduruldu. Olusan sinyal 450 nm’de okutuldu ve

sonuglar degerlendirildi.

3.3.18. Cift Yakalamah Antikor Sandvi¢ Yontemi

Bu yontemde, klasik c¢ift antikor sandvi¢ ELISA tekniginden farkli olarak, plakalar
oncelikle 1/1000 — 1/10000 oraninda sulandirilmis, AP konjuge Kec¢i-Anti-Fare IgM
antikoru bulunduran 100 pL PBS ile, 4°C’de, bir gece kaplandi. Ertesi giin uygulanan
yikama, bloklama ve yikama sonrasi bloklama asamalari ¢ift antikor sandvig ELISA teknigi
ile ayn1 sekilde uygulandi. Sonrasinda, kuyulara IgM alt tipinde antikor bulundurdugu
bilinen, néraminidaza kars1 gelistirilmis, 100 pl hibridoma tist sivilar eklendi ve 37°C’de, 1
saat inkiibe edildi. Plakalar PBST ile 3 kez yikandi. Kuyulara ndéraminidaza karsi
gelistirilmis olan ve IgG tipinde antikor barindiran 100 pl hibridoma iist sivist veya 100 pl
PBS igerisinde saflagtirilmig 100 ng isaretsiz IgG antikoru veya biyotinle isaretlenmis 10 ng
IgG antikoru igeren karisim eklendi. Plakalar 37 °C’de 1 saat inkiibe edildikten sonra PBST

ile 3 kez yikandi. Bundan sonra, bir dnceki asamada kullanilan IgG antikorunun isaretsiz
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antikor olmas1 halinde 100 pl PBS igerisinde 1/1000 oraninda sulandirilmig, AP konjuge
Keci-Anti-Fare IgG antikoru kullandi. Antikorun biyotinlenmis bir antikor olmasi halinde
ise 1 ug/ml streptavidin-HRP konsantrasyonunda hazirlanmis 100 pL. PBS kuyulara eklendi.
Sonraki agamalar yine, bu agsamada kullanilan antikorun AP veya HRP isaretli olmasina

gore, ¢ift antikor sandvi¢ ELISA teknigine benzer olarak ytirtitiildii.

3.3.19. Hiicrelerden Proteinlerin Saflastirilmasi

Uygulama, kullanilan ticari hiicre parcalama tamponu iireticisinin protokoliine uygun
olarak gerceklestirildi. Buna gore, hiicreler 75 cm2’lik hiicre kiiltiirii kaplarinda ¢ogaltildi.
Besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler soguk PBS kullanilarak (4 °C) iki kez yikandi. Hiicrelerin
lizerine, icerisine 1X oranina sulandirilmis Halt proteaz inhibitor kokteyli igeren 600 -1000
pL kadar soguk RIPA tamponu eklendi. Kiiltiir kabi, araliklarla sivinin tiim hiicre
yiizeylerini kaplayacag1 sekilde hareket ettirilerek 5 dakika buz iizerinde inkiibe edildi.
Hiicre siy1ricist yardimu ile kiiltiir kabindaki karisim toparlandi ve santrifiij tiipline aktarildi.
Sonrasinda, buz igerisinde bekletilen karisima %50 giic altinda, 5 saniye uygulama- 5 saniye
bekletme dongiisii ile toplamda 30 saniye ultrasonikasyon uygulandi. Karisim 14000 g’de,
15 dakika, +4 °C’de santrifiij edildi. Siipernatant kiiclik hacimli tiiplere aktarildi ve -80 °C’de

muhafaza edildi.

3.3.20. SDS-Page ile Proteinlerin Ayristirllmasi

Ticari noraminidaz antijenlerinin igeriginde bulunan ndraminidaz ve diger
proteinlerin boyutlaria gére ayristirilmasinda SDS-Page tekniginden yararlamldi. Islem,
kullanilacak olan orneklerin 6n hazirlig1 ve sonrasinda 6rnek igeriginin boyutlarina (ve
yiiklerine) gore ayristirilmasini (elektroforez) siireclerini kapsar. Bu siire¢lerde kullanilan jel
icerikleri Tablo 3.3’te verilmistir.

Orneklerin 6n hazirlig1 asamasinda incelenecek drnek (1-30 pg protein), PBS ve 4X
ornek yiikleme tamponu, son hacim elektroforezi yapilacak tiim 6rnekler i¢in ayni1 olacak
sekilde, 1.5 mI’lik tiiplerde karistirildi. Tiipler 96 °C’lik kuru banyoda 5 dakika inkiibe edildi
ve sonrasinda buz {lizerine alinarak sogumasi saglandi.

SDS-Page analizinde %4’liik yiikleme jeli ve %10’luk ayirma jelinden olusan kesikli
jeller kullanildi. Ayirma jeli karistmi Tablo 3.3’te verilen miktarlara gore hazirlandi ve jel
kasetine dokiildii. Jelin hava ile temasinin kesilmesi amaci ile {ist kismi ince bir su ile
doyurulmus izobiitanol tabakasi ile kapland1 ve oda sicakliginda 20 dakika (veya jeller

sertlesene kadar) inkiibe edildi. Sertlesen jel iizerinden izobiitanol tabakasi uzaklastirilds,
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yiikleme jeli karigimi eklendi ve tarak yerlestirildi. Oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi.
Jel kaseti elektroforez tankina yerlestirildi, tanka yiiriitme tamponu eklendi ve tarak
cikartildi. Olusan kuyucuklar yiikleme tamponu ile yikanarak olasi SDS pargaciklarinin
uzaklastirilmasi saglandi. Elektroforeze tabi tutulacak oérnekler kisaca santrifiijlendi, birkag
kez koplirmemesine dikkat edilerek pipetlendi ve kuyucuklara yiiklendi. Protein marker:
eklendi ve elektrotlar sisteme baglandi. Oncelikle 15 dakika, 75 V sonrasinda ise 60 dakika

135 V gii¢ uygulamasi yapilarak elektroforetik ayrim gercgeklestirildi.

Tablo 3.3. SDS-Page icin hazirlanan kesikli jel igerigi. Karisim, %10'luk ayirma jeli ve
%4'liik yiikleme jelinden olusacak 2 mini jel i¢in yeterlidir.

%10'luk ayirma jeli 904 'liik yiikleme jeli

dH>0 5,03 ml 3ml

1.5 M Tris-HCI pH 8.8 3,75 ml -

0.5 M Tris-HCI pH 6.8 - 1,26 ml

%30 akrilamid (29:1) 6 ml 0,66 ml

%10 (w/v) SDS 150 pl 50 pl
TEMED 7,5 ul Sul

%10 (w/v) APS 75 ul 25 ul
Toplam hacim 15,01 ml 5 ml

3.3.21. Membran Transferi

Western blot analizi 6ncesinde, poliakrilamid jel icerisindeki drneklerin fiziksel ve
kimyasal dayanimi yiliksek bir membrana, elektroforetik ayrimdaki diizenin korunacagi
sekilde aktarilmasi islemi membran transferi olarak adlandirilir.

Uygulama i¢in; kullanilacak PVDF membran jel boyutunda kesildi ve metanol i¢inde
kisa siire 1slatilarak aktiflestirildi. Elektroforezi tamamlanan jel kaseti acildi, yiikleme jeli
kesilerek uzaklastirildi. Jel ve membran, transfer tamponu ile 1slatilmis filtre kagitlar arasina
hava kabarcig1 kalmayacak sekilde yerlestirildi ve transfer kaseti olusturuldu. Kaset,
igerisinde 1X transfer tamponu, manyetik balik ve buz paketi bulunan tanka yerlestirildi.

Elektrotlar bagland1 ve oda sicakliginda, 60 dakika, 125 V gii¢ uygulandi.

3.3.22. Western Blot Yontemi

Ticari noéraminidaz antijenleri ile bu tez ¢alismasi sirasinda gelistirilen antikorlarin
ayrica diger ticari birincil (primer) ve ikincil (sekonder) antikorlarin etkilesimlerinin gorsel
olarak incelenmesinde western blot yonteminden yararlanildi. Bu asama, transferi

tamamlanarak PVDF membran {izerine sabitlenen Orneklerin farkli soliisyonlarla
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inkiibasyonunu ve goriintiilemeyi kapsamaktadir. Uygulamalar sirasinda, tiim inkiibasyonlar
aksi belirtilmedigi siirece oda sicakliginda ve yatay ¢alkalayici tizerinde gergeklestirilmistir.

Transfer islemi tamamlanan PVDF membran TBST ile 10 dakika yikandi ve %S5 siit
tozu veya %1 BSA iceren TBST ile 1 saat bloklandi. Primer antikor uygulamasi
saflastirilmis veya ticari antikorlar i¢in bloklama soliisyonu icerisinde Tablo 3.4’te goriilen
oranlarda sulandirilarak, hiicre kiiltiirii iist sivilar1 ise dogrudan membran iizerine eklenerek
uygulandi. Membran 1 saat inkiibe edildi ve daha sonra 3 kez 10 ml TBST ile, 10 dakika
yikandi. Bloklama soliisyonu igerisinde Tablo 3.4°te goriilen oranlarda sulandirilan ikincil
antikorlar eklendi ve 1 saat inkiibe edildi. Onceki asamaya benzer sekilde 3 kez TBST
yikamasi gergeklestirildi. Membran, parafilm iizerine alind1 ve kullanilan ikincil antikora
gore; AP ile isaretli antikor kullanilmis ise BCIP / NBT substrat karisimi ile HRP isaretli
antikor kullanilmis ise ECL Select Substrat soliisyonlar1 ile muamele edildi. Olusan sinyal

UVP Biospectrum 515 jel goriintiileme cihazi araciligi ile dijital ortama aktarildi.

Tablo 3.4. Western blot analizi sirasinda kullanilan birincil ve ikincil antikorlar.

Antikor Sulandirma
Oram
Keci anti noraminidaz poliklonal antikoru (laboratuvarda gelistirilen) 1:1000
Tavsan anti néraminidaz poliklonal antikoru (Invitrogen, PA1-85712) 1:500
Keci Anti-Fare Polivalen-AP konjugatl (Sigma, A0162) 1:1000
Keci Anti-Fare IgM-AP konjugatl (Sigma, A9688) 1:5000
Rabbit Anti-Keci 1gG-AP konjugatl (Abcam, ab6742) 1:4000
Keci Anti-Rabbit IgG-AP konjugatli (Abcam, ab6722) 1:4000
Keci Anti-Rabbit 1gG-HRP Konjugatli (Advansta, R-05072-500) 1:10000
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Farelerde Kuvvetli Yamit Olusturan immiinizasyon Dozunun Belirlenmesi

Ikinci (II.) immiinizasyon sonrasinda fare kuyruk veninden alinan kanlardan 1/20,
1/40, 1/80, 1/160 sulandirma oranlarinda hazirlanan plazma 6rneklerinin ELISA sonucu
Sekil 4.1°de verilmistir. Buna gore, 20 pg néraminidazin etkin antikor yanitini uyaran en

diisiik doz oldugu goriilmiis, takip eden immiinizasyonlarda ise sadece bu doz uygulanmistir.

=@ (ontrol e=@m»10 g 20 ug e=@m=35 g
0,8
0,7
0,6

0,5

ODaos

0,4
0,3
0,2
0,1

1/20 1/40 1/80 1/160

Sekil 4.1. 20 pg néraminidazin etkin immiin yanit uyarimi i¢in yeterli oldugunu

gosteren doz analizi ¢alismast sonucu.

4.2. Fiizyon Calismasina Alinacak Farelerin Secimi

Dozaj analizi ¢aligmalar1 sirasinda en yliksek antikor yamiti gelistiren farelerin
flizyona alinmasi1 hedeflendi. Buna amagla, farelerde II., III. ve IV. immiinizasyonlar sonrasi
gelisen noraminidaza 6zgii antikor yanitlar1 ayr1 ayn takip edildi (Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil
4.4).

Buna gore, II. immiinizasyon sonrasinda 20 pg néraminidaz uygulama grubunda yer
alan 4 numarali farenin (C4) en yiiksek antikor titresine sahip oldugu goriilmektedir (Sekil
4.2). Sekil 4.1 ve Sekil 4.2, 20 ug néraminidaz uygulamasiin yeterli uyarimi sagladigini
gosterdiginden, sonrasinda diger antijen uygulama gruplarinda da 20 pug noraminidaz ile

immiinizasyonlar gerceklestirilmistir.
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Il. imm{iinizasyon Sonrasi BALB/c Farelerindeki Néraminidaza
Ozgii Antikor Yaniti
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Sekil 4.2. II. immiinizasyon sonrast BALB/c farelerindeki ndraminidaza 6zgii

antikor yanit1 grafigi.

Ucgiincii immiinizasyon sonrasinda 20 pg néraminidaz grubunda yer alan siras1 ile 4,
3 ve 1 numarali fareler ile (siras1 ile C4, C3 ve C1), eski 35 ug grubunda yer alan 1 ve 2
numaral fareler (D1 ve D2) en yiiksek antikor titresine sahiptir. Uciincii immiinizasyon

itibari ile fareler C4, D1 ve C3 fiizyon ¢alismasina aktarilmistir.

[Il. immiinizasyon Sonrasi BALB/c Farelerindeki Néraminidaza
Ozgii Antikor Yanit

2,5
2
81,5 ]
<t
o)
(@]
1
0,5 ’—‘
0
Kontrol 10 ug 20 ug 35ug

FARELER

Sekil 4.3. III. immiinizasyon sonras1t BALB/c farelerindeki néraminidaza 6zgii

antikor yanit1 grafigi.

Dordiincii immiinizasyon, yalnizca daha once fiizyonda kullanilmamis, yiiksek

antikor yanit1 veren diger farelere gerceklestirilmistir. Eski 10 ug grubu faresi B3, 20
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pg grubu faresi Cl ve eski 35 ug grubu faresi D4’te 20 pg ndraminidaz
immiinizasyonu sonrasi elde edilen yanit Sekil 4.4’te verilmistir. Kontrol grubu
farelerine ise PBS uygulamasina devam edilmistir. Ilerleyen donemde fare D4 ve fare

B3’iin de fiizyonda kullanilmasi1 planlanmustir.

IV. immiinizasyon Sonrasi BALB/c Farelerindeki Néraminidaza
Ozgii Antikor Yaniti

D4
3
B3
C1l
2
g
S
1 Al
A2 A3
0
Kontrol 20 ug

FARELER

Sekil 4.4. IV. immiinizasyon sonrast BALB/c farelerindeki néraminidaza 6zgii

antikor yanit1 grafigi.

Son olarak, Sekil 4.5 tekrarli immiinizasyonlarin farelerce gelistirilen immiin yaniti

kuvvetlendirdigini ortaya koymaktadir.
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Il. immiinizasyon Sonrasi Gruplararasi Ortalama Néraminidaz
Spesifik Antikor Yaniti

0,9
0,8 T
0,7
I 1 T
0,5 1
)
A 04
© o3
0,2
0,1
0 S s I
Kontrol 10 ug 20 ug 35 ug
l1l. immiinizasyon Sonrasi Gruplararasi Ortalama Néraminidaz
2,5 Spesifik Antikor Yaniti
2
w 1,5
g
(&)
©c 1
0,5
0 E—— S —
Kontrol 10 ug 20 ug 35 ug
IV. immiinizasyon Sonrasi Gruplararasi Ortalama Néraminidaz
3 Spesifik Antikor Yaniti
1
2
e
a 1,5
o
1
-
0,5 =
0
Kontrol 20 ug

Sekil 4.5. Tekrar eden immiinizasyonlarin BALB/c farelerindeki néraminidaza
0zgii antikor yanit1 kuvveti {izerine etkisi (Hata ¢gubuklar1 standart sapmay1

gostermektedir).

4.3. Immiinizasyonlarin Fare Viicut Agirhg Uzerine Etkisi
Farkli miktarlarda antijen kullanilarak gerceklestirilen immiinizasyonlarin
farelerce ne kadar iyi tolere edilebildiginin anlasilmasina yardimei olmasi amaci ile III.
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immiinizasyon sonrasinda her bir gruptaki fareler tartilarak uygulanan néraminidaz miktari
— fare viicut agirlig: iliskisi sorgulandi. Sonuglar ANOVA (tek yonlii) ile, Microsoft Excel
2016 kullanilarak karsilagtirildi. ANOVA analizi sonucunda gruplar arasi agirlik farkinin
istatistiksel olarak anlamli olmadigi ve néraminidazin farelerce, viicut agirlig: lizerine olan

etkisi yoniinden iyi tolere edilebildigi goriilmiistiir (Sekil 4.6; p degeri: 0,162).

l1l. immiinizasyon Sonrasinda Gruplar Arasinda Agirlik
Karsilastirmasi

40
35
30 I [ T
25 I 31,25 1 i
= )
0 27,5 28,125
—_E 20 26,125
o)
<15
10
5
0
Kontrol* 10 pg Noraminidaz 20 pg Néraminidaz 35 pg Noéraminidaz

Sekil 4.6. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan néraminidazin BALB/c farelerinin

viicut agirhig iizerindeki etkisi (Hata gubuklari standart sapmay1 gostermektedir).

4.4. Fiizyon ve Hibridoma Hiicrelerinin Eldesi

Doz analizi caligmalar1 sirasinda immiinizasyonlar1 gerceklestirilen 3 fareyi iceren
flizyon caligmalari, Tablo 4.1’de Fiizyon I, Fiizyon II ve Fiizyon III siitunlarinda
Ozetlenmistir. Bu flizyonlarin degerlendirilmesi sonucu iki ek fiizyon caligmasi daha
yiiriitiilmistir (Flizyon IV ve Fiizyon V siitunlar1). Bu degerlendirmeler sonucunda:

e Elde edilen hibrit hiicre sayist ve verimi yoniinden devam eden flizyonlarda basari
artmis, ancak noraminidaza 6zgii antikor iireten hibritler yoniinden tek olumlu sonug II.
flizyondan alinmastir.

e Birinci (I.) fiizyonda, noraminidaza karsi antikor aktivitesi gosteren hibrit elde
edilememesinin sebebi, bu flizyonun 3 immiinizasyon sonrasinda gergeklestirilmis olmasi

ve nispeten erken bir ddonemde kalinmis olmasi olabilir.
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e III. fiizyona ait toplam hibrit hiicre sayis1 ve fiizyon verimi birinci ve ikinci
flizyonlara nazaran yiiksek olmasina ragmen, tespit edilemeyen bir sebep ile tiim antikor
yanitlart farkli zamanlarda kaybedilmis ve ¢aligsma sonlandirilmistir. Caligsma sirasinda, 112
hibritten en az bir kez pozitif yanit alinmigken, bu yanitlar ikinci teyitte 20’ye gerilemis,
sonrasinda ise tamamen kaybedilmistir.

e Fiizyon II sonucunda elde edilen hibritlerin IgM tipindeki antikorlar {iirettigi
goriilmiistiir. Uygulanan immiinizasyon takvimi ile yliksek sayida hibrit eldesine ragmen
noéraminidaz i¢in uygulanan immiinizasyon protokoliiniin, gelistirilen antikor yanitinin IgG
sinifina doniisiimii tetiklemede yetersiz kaldig1 degerlendirilmistir.

Saflastirma ve prototip gelistirme ¢alismalarinda daha kolay kullanilabilecegi
ongoriilen IgG tipindeki antikorlarin elde edilebilmesi i¢in yeni fare immiinizasyonlar
gerceklestirilmistir. Uygulanan antijen ve adjuvant tipi, uygulama yolu, uygulama sikligi,
antijen miktar1 gibi parametrelerin tetiklenen immiin yanit profilini etkiledigi bilinmektedir
(Krishnan vd., 2000; Lee vd., 2017). IgG tipindeki anti-néraminidaz antikorlarinin elde
edilmesi amac1 ile 20 ug noraminidaz kullanilarak yeni immiinizasyonlar
gergeklestirilmistir. Flizyon calismasi ise, gegmisten farkli olarak 3-4 ve 5. immiinizasyonlar
yerine, 7. ve 8. immiinizasyonlar sonrasinda gerceklestirilmis ve daha uzun siiren bir

immiinizasyon takvimi uygulanmistir.

Tablo 4.1. Fiizyon kosullar1 ve sonuglari.

L IL I1I. IV. V.
Fiizyon |Fiizyon| Fiizyon Fiizyon |Fiizyon
F}'IZYOI.lda kullanilan miyelom 70 x 106 1506x 120 x 10° | 185 x 106 32 é(
hiicresi sayist 10 10
Fiizyonda kullanilan dalak hiicresi 90 x 10° 2526x 2784 x 10°| 90 x 10° 30,46x
sayist 10 10
Kuyu bagina besleyici hiicre sayisi 7000 12000 5000 47700 10600
Fiizyon hiicreleri aktarilan kuyu 576 736 960 1024 1152
sayisl
Sg;zfn sonucu toplam hibrit hiicresi 290 677 954 56 209
Fiizyon verimi %50,34 %91,98 | %99,37 %547 | %18,14
Antikor aktivitesi tespit edilen hibrit ) 55 20 ) 11
sayisi
Capraz reaksiyon 6n analizlerinde
N o 32 - 2
basar1 gosteren hibrit sayisi
Noraminidaz spesifik antikor iireten
- - 26 - - -
hibrit sayisi
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e Son iki fiizyonda (IV. ve V. fiizyonlar) flizyon veriminin diislik kaldig1 goriilmustiir.
Ancak, hibrit hiicrelerin varligina ragmen, ilerleyen donemlerde hiicre kiiltiiriinde baslayan
Pastorella sp. kokenli kontaminasyon nedeni ile hiicreler kaybedilmistir. Bu slirecte capraz
reaksiyon vermeyen 2 yeni hibrit hiicresi tespit edilmistir. Ancak alt tiplendirme ¢aligmalar1
sirasinda IgM tipi antikor iirettigi goriilen hibritler kontaminasyon sebebi ile gogaltilamamais

ve fiizyon ¢aligmalar1 sonlandirilmistir.

4.5. Capraz (Kross) Reaksiyon Analizi

Capraz reaksiyon analizleri, ayn1 anda ¢ok sayida hibrit aday1 varligindan dolay1 6n
analiz ve detayl analizler olarak gruplar halinde gergeklestirilmistir. Tiim detayli analizler,
hibrit hiicre iist sivilariin ayni hazir olmayisi, list sivilarin uzun siireli depolanmasi ve/veya
dondurup c¢oziilmesininse antikor etkinligi iizerine olumsuz etki yapmasi nedeni ile
tekrarlanarak gerceklestirilmistir. BSA nin bloklayici ajan olarak kullanildigi analizlerin
temsili sonuglar1 Tablo 4.2°de, tekrarl analizlerin sonuglarinin toplu degerlendirmeleri ise
Tablo 4.3’te gosterilmistir.

Yalnizca BSA ve siit tozunu igeren ¢apraz reaksiyon 6n analizlerinde 6ne ¢ikan 32
hibrit adayindan en iyi adaylarin belirlenebilmesi amaci ile farkli tarihlerde gergeklestirilen
detayl1 capraz reaksiyon analizleri birlestirilmis ve Tablo 4.3 olarak sunulmustur. Buna gore
22 hibrit aday1 BSA bloklamasinda diger antijenlere kars1 diisiik sinyal iiretirken,
ndraminidaza kars1 yiiksek sinyal liretmis ve bagarili kabul edilmistir. Adaylarin iirettigi
noraminidaz sinyali kuvveti bir, iki ve ii¢ yildiz (*) ile simgelenmistir. Hibrit adaylarindan
9’u, néraminidaz haricinde en az bir antijene daha kuvvetli sinyal liretmesi sebebi ile basarisiz
kabul edilmistir. Son olarak, 1 hibrit aday1 hakkinda ise, gerceklestirilen testlerde hazir
olmamalari nedeni ile kullanilamamalar1 (veri yok yazili hiicreler), kullanildiklar:
durumlarda ise zayif veya celisen sonuglar fiiretmeleri nedeni ile genel kaniya
varitlamamigtir. Bu hibrit hiicreler, ¢alismanin ilerleyen kisimlarinda ek capraz reaksiyon
analizleri ve degerlendirmeleri ile sandvi¢ ELISA performanslarina goére yeniden

degerlendirilmis ve gerceklestirilen uygulamaya gore kullanilabilirliklerine karar verilmistir.
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Tablo 4.2. Orneklere ait, %0,5 BSA bloklamasi ve yeni hazirlanmis antijenler
kullanilarak gergeklestirilen, 3. detayli ¢apraz reaksiyon analizi sonuglari ((Pozitif
kontroller: Sino mAb — Sino monoklonal antikoru (Sino 11680-MMO04) 1:100 ve
1:1000 sulandirmalar1). Antijenler: NA — Noraminidaz. Siit — Siit Tozu. AT —
Apotransferrin. YG — Gama globiilin. Tr — Trombin. Fb — Fibrinojen. Pl —
Plazminojen.).

Orneklere Ait Capraz Reaksiyon Analizi Sonuclar1 (OD4os)

Ornek NA | BSA | Siit | AT | »G Tr Fb Pl
Sino mAb 1:100 [0,1181] 0,123 |0,1184]0,1371(0,1618{0,1539]0,14960,1565
Sino mAb 1:1000 | 0,111 [0,1004[0,1162]0,1243]0,1294|0,1207 | 0,111 |0,1152

I1D10 HT 1,7385[0,0966 [0,10010,10280,1149{0,1571{0,1113]0,1114
2HS HT 1,6514] 0,403 [0,4207]0,4664 | 0,449 [0,4603[0,47210,4203
5A9 BMB 1,64580,2815(0,3163]0,3394|0,3344 |0,3225[0,3239|0,2587
4A12 HT 1,4308(0,3146(0,3575| 0,395 |0,3687|0,3726(0,3841| 0,339
4D7 BMB 0,5379]0,1136(0,1149[0,1537]0,1462]0,1433 [0,1231 0,131

1C7 2,394 10,2156 10,2901 [0,2922(0,35760,2142|0,2283 [0,2154

5A9 2,287410,5458 (10,5196 [ 0,6628 | 0,47020,7335[0,6052 [ 0,5322

1C6 2,224310,2368 [0,2658 [ 0,3236|0,3041]0,3009 [0,3126 [ 0,4322

5EI2 2,124 10,4654 10,4032 0,4637(0,4938|0,4553]0,4521(0,3732

3C5 2,0841(0,4848]0,4142]0,4366[0,3441(0,3733]0,3724|0,3249

3H10 2,0764(0,3945]0,5153]0,5011[0,4795[0,4379]0,4297 | 0,3889

IA5 2,0721[0,254210,2487]0,2808 | 0,213 [0,2613]0,2441]0,2257

1C3 2,0668 [0,2737]0,2321]0,3008 | 0,2764 | 0,283 |0,2768]0,2097

1C8 2,0544(0,1906| 0,168 |0,3751]0,2176[0,24990,3355] 0,176

1B1 2,0525(0,70290,5252]0,2724]0,2164[0,2187]0,4122]0,3757

1B4 1,9882[0,2166 | 0,223 |0,2587]0,2206]0,2339(0,2599]0,2369
1G5 1,8988(0,1707 [ 1,05780,5603 | 0,637 |0,8202 | 0,678 |0,6869
1A4 1,8919] 0,209 [0,2046]0,2334] 0,186 [0,2341[0,1966|0,2206

6D1 1,684210,2326[0,24640,3151]0,2581[0,2456 [ 0,2349 | 0,2463

1C9 1,675 [0,1948]0,1345]0,1523(0,1852(0,3378]0,1611|0,2259

2BI12 1,64460,6264[0,7665]0,3077]0,5304| 0,56 [0,8419]0,6841

2C8 1,6391(0,6897(0,7167]0,9294 | 0,806 |0,5314 |0,7444 | 0,6934

3C2 1,6126]0,2416(0,248210,3233]0,2625[0,2775 | 0,272 |0,4065

1D2 1,4784| 0,213 [0,2268]0,2756]0,27090,2807 [ 0,2731]0,2695

1G4 1,4332[0,1913(0,1872]0,2176|0,4597 | 0,536 [0,9568] 0,284

1B9 1,36910,2441[0,2375]0,2484 10,2566 [0,2557 | 0,361 |0,2429

1F7 1,2282]0,1964 [0,2165]0,2414]0,2363 | 0,262 [0,2932]0,3652

3BI12 1,2029(0,1753[0,7657]0,2385]0,4394[0,3046 | 0,42 | 0,244

1B6 1,1312]0,1804 [0,18460,4199]0,1764{0,2142{0,1943|0,1943

I1CI0 1,0231]0,1606[0,3348|0,1872]0,1916| 0,189 [0,2226] 0,232

ID11 0,9212]0,1535[0,1572[0,2059]0,17360,1722(0,1922{0,3221

IDI12 0,8756[0,1276| 0,137 |0,1724]0,1584[0,16870,1799]0,2431

2E5 0,859310,3345(0,8392(0,16940,9382]0,6589 | 0,1868 [ 0,2666

1F9 0,7654[0,1621| 0,149 10,1891]0,2139| 0,23 [0,2552] 0,516

ID1 0,69990,1425[0,4374[0,1787]0,53580,1706 [0,1793 | 0,191

PBS 0,1922(0,1353[0,1127]0,1218]0,1276[0,1291 | 0,1443]0,2379
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Tablo 4.3. Tiim donemlerde, %0,5 BSA bloklamasi kullanarak gergeklestirilen, capraz
reaksiyon analizlerinin toplu degerlendirilmesi. Hiicrelerde ¢apraz reaksiyonu belirtilen
antijenler; StitT — Siit Tozu. AT — Apotransferrin. YG — Gama globiilin. Tr — Trombin.
Fb — Fibrinojen. PI — Plazminojen.).

Capraz Reaksiyon Analizi - BSA Bloklamast ile

Hibrit NA-BSA-SiitT 1. Capraz 2. Capraz 3. Capraz BSA Genel
On Denemeleri Reaksiyon Reaksiyon Reaksiyon Degerlendirme
144 ok ok ok Hoksk Basarili
sksksk
1A5 s ’ ll/‘bG’ Tr, s sl Basarili
% SitT, Tr
kokok > > 4o sokok *k ii
1B1 Fb, PI , BSA, SiitT X
1B4 HkE ** BSA, SiitT HkE HkE Basarilt
1B6 o * BSA *%k BSA ¥ AT Basarilt
1B9 ok ok #4% ST, AT o kg Basarili
1C3 wkk wkk e otk Basarili
1C6 wkk wkk e otk Basarili
1C7 wkk wkk e otk Basarili
1C8 wkk wkk e otk Basarili
1C9 Hokok * Hokok Hkk Basarili
1C10 Hokok * Hokok Hkk Basarili
1D1 ok ok o *EE vG Basarisiz
1D2 wkk wkk e otk Basarili
IDI11 HkE ** Pl 0 HkE Basarili
1DI12 HkE ** AT 0 HkE Basarili
1E4 sk * 0 (6] X
1F7 HAH ** yG o HAH Basarili
1F9 HkE * 0 kPl Basarili
* BSA, SutT
shesksk ii ’ 4 > sksksk ksk
1G4 SBSA, SWT | LB b . Fb, vG, Tr X
##% P| BSA ek AT, yG
sksksk i) ) ) skoksk ) ) )
1G5 Tr, Fb Tr, Fb, P1 X
wikk BSA
2BI12 HEE o HEE SitT, yG, Tr, X
Fb, P1
wkk BSA
208 EEES * ok SitT, AT, vG, X
Tr, Fb, PI
2ES e #+%SitT, yG, o ok, SitT, yG, X
Tr Tr
sksksk ii
3312 Sk *, 'YG,Fb o 98}[1‘:;[‘9 YG’ X
3B6 HAH * 0 0 Siipheli
3C2 wkk wkk wkk otk Basarili
3C5 o ok o Hokk Basarilt
549 wkk wkk e otk Basarili
SEI2 Hokok * Hokok Hkk Basarili
6D1 Hokok ok Hokok Hkk Basarili
SFS8 ok * ok o Basarili
BSA'da Basarili Hibrit Sayist 22
BSA'da Basarisiz Hibrit Sayisi 9
BSA'da Siipheli Hibrit Saytsi 1
Noraminidaz Sinyali Seviyesi Za*ylf Iﬁ: iufiu
) ) (%)
Veri yok o
Basarisiz X
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Tan1 kiti prototiplerinin gelistirilmesi siirecinde, BSA’nin yani sira, siit tozu
bloklamast ile de calisabilecek antikorlarin belirlenmesi prototip maliyetinin
diisiiriilmesinde avantaj saglamaktadir. Bu sebeple, siit tozunun bloklayict ajan olarak
kullanimina olanak verecek antikorlarin bulunmasi da hedeflenmis ve BSA bloklamasinda
gerceklestirilen yliriitiilen ¢apraz reaksiyon analizi ve degerlendirmeleri adimlar siit tozu
bloklamasi i¢in de gergeklestirilmistir. Bu analizlere ait temsili sonuclar Tablo 4.4’te
verilmis, tekrarli analizlerin sonucglarimin toplu degerlendirmeleri ise Tablo 4.5°te
aktarilmastir.

Tablo 4.4’te sunulan, %0,5 siit tozu bloklamas: ile elde edilmis capraz reaksiyon
verilerinin yanmi sira, %1 siit tozu bloklamasi ile gergeklestirilmis capraz reaksiyon
analizlerinin sonuglar1, siit tozu bloklamast kullanimina uyumlu adaylarin da
belirlenebilmesi amaci ile derlenmis ve Tablo 4.5 olarak sunulmustur. Buna gore 22 hibrit
aday1 siit tozu bloklamasinda diger antijenlere karsi diisiik sinyal tiretirken, ndraminidaza
kars1 yiliksek sinyal iiretmis ve basarili kabul edilmistir. Adaylarin iirettigi néraminidaz
sinyali kuvveti bir, iki ve ti¢ y1ldiz (*) ile simgelenmistir. Hibrit adaylarindan 8’1, n6raminidaz
haricinde en az bir antijene daha kuvvetli sinyal iiretmesi sebebi ile basarisiz kabul
edilmistir. Son olarak, 2 hibrit aday1 hakkinda, gerceklestirilen testlerde hazir olmamalari
nedeni ile kullanilamamalari (veri yok yazili hiicreler), kullanildiklar1 durumlarda ise zayif
veya celisen sonuglar iiretmeleri nedeni ile genel kaniya varilamamistir. Bu hibrit hiicreler
de, calismanin ilerleyen kisimlarinda ek ¢apraz reaksiyon analizleri ve degerlendirmeleri ile
sandvi¢ ELISA performanslarina gore yeniden degerlendirilmis ve gerceklestirilen

uygulamaya gore kullanilabilirliklerine karar verilmistir.
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Tablo 4.4. Orneklere ait, %0,5 siit tozu bloklamas1 ve yeni hazirlanmis antijenler
kullanilarak gergeklestirilen, 3. detayli ¢apraz reaksiyon testi sonuclari ((Pozitif
kontroller: Sino mAb 1:100 ve 1:1000 sulandirmalar1). Antijenler: NA — Noraminidaz.
Siit — Siit Tozu. AT — Apotransferrin. YG — Gama globiilin. Tr — Trombin. Fb —
Fibrinojen. Pl — Plazminojen.).

Orneklere Ait Kross Analizi Sonuclar1 (OD4os)

Ornek NA | BSA | Siit | AT | yG Tr Fb Pl
Sino mAb 1:100 [0,4431(0,2683(0,2401[0,2645(0,2614]0,3153]0,3161|0,4787
Sino mAb 1:1000 | 0,369 [0,1266]0,1306]0,2006(0,1286[0,1399]0,1516]0,2022

I1DI10 HT 2,392510,4799 10,1203 (0,1792 10,1357 [0,1548 [ 0,1484 [ 0,1423
5A9 BMB 0,9925(0,1992{0,2005 [ 0,2288[0,2144 10,2161 | 0,2423 10,2286
2H8 HT 0,950210,224410,2795(0,2803 [ 0,2644 10,2424 10,2734 [ 0,2539
4A12 HT 0,7963[0,2063[0,2691[0,2657(0,2718]0,2525]0,2742]0,4181
4D7 BMB 0,4498(0,1797(0,3271{0,1444{0,1398 10,1417 ]0,1436 | 0,1488

2BI12 1,465710,234210,3009 [0,461410,2551]0,2761]0,2982 [ 0,2629

2C8 1,3862(0,2718 [ 0,257 [0,2574{0,2162{0,2478{0,2948 [0,2714

1G5 1,2969(0,2105[0,2353 (10,2518 {0,2135(0,2383(0,2617[0,2271

1C6 1,2868 | 0,261 [0,3006(0,3151(0,2816{0,3034{0,3199(0,4374

1F7 1,217310,2585(0,3073(0,2992[0,2704 {0,2786 [ 0,3073 [ 0,3522

SEI12 1,117310,1852(0,1957(0,2389 [0,1847[0,2043 {0,2146 [ 0,2042

1C8 1,1053(0,2077(0,2173 (10,2214 {0,2131{0,2293 [{0,2667 [ 0,2784

1C3 1,0776 (10,2159 [0,2365[0,2557{0,2358 [0,2596 [ 0,2559 [ 0,2559

5A9 1,0041(0,1799(0,1723(0,2018| 0,166 [0,1749{0,1869|0,1757

1B1 0,958 | 0,19 10,2035]0,2225(0,18680,1757]0,1824]0,1831
3C5 0,9214 0,212 [0,2218(0,2436( 0,232 [0,2459{0,2709[0,2572

1G4 0,9112(0,2134{0,2015(0,2257(0,1902 [ 0,2046 | 0,2042 [ 0,2154

1D2 0,9031[0,1568[0,1753{0,1814{0,1753]0,1862|0,1983|0,2288

1B4 0,8773(0,1494{0,156310,1757(0,1526]0,1617]0,1736]0,1701

1B9 0,71 10,2227]0,2335]0,2107]0,2111]0,2221]0,2424 10,3006

1C7 0,6973[ 0,148 [0,1611{0,1704{0,1577]0,1821]0,1873]0,2355

1A5 0,6912(0,1372{0,1396(0,1612{0,1513]0,1564 |0,1493]0,1563
1A4 0,675 [0,1897]0,1642]0,1581]0,1433| 0,167 |0,1676]0,1669

1DI12 0,6539(0,1346(0,1663]0,152810,1421]0,1422]0,1502| 0,184

3BI12 0,6146[0,2584[0,6617(0,1866(0,2108|0,2437]0,2034| 0,217

1DI11 0,6023(0,1206{0,1287{0,1319{0,1323]0,1395| 0,146 |0,1706

6D1 0,556 10,1406]0,1213{0,1408 (0,1236]0,1291]0,1312(0,1629

1F9 0,5465(0,1352{0,1527{0,1699 0,151 {0,1539]0,1604 | 0,1807

3C2 0,5063]0,176910,1455{0,16970,2235]0,1687]0,1904 [0,1701

1D1 0,402110,1731]0,1959{0,1723| 0,177 |0,1878]0,2156(0,1879

2E5 0,3569( 0,199 [0,2324| 0,316 [0,4133]0,3057]0,2175]0,2529
1C10 0,345910,1519]0,1636(0,1486(0,14960,194910,1729(0,1914

1B6 0,308710,129210,1365(0,1335(0,1355]0,1376 10,1412 0,152

1C9 0,2558(0,1241{0,1392{0,1414{0,1326{0,1447]0,1741|0,1637

PBS 0,1051]0,569810,1033{0,10160,1095]0,15490,2347(0,1177
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Tablo 4.5. Tiim donemlerde, %0,5 siit tozu bloklamas1 kullanarak gerceklestirilen,
capraz reaksiyon analizlerinin toplu degerlendirilmesi. Hiicrelerde ¢apraz reaksiyonu
belirtilen antijenler; SiitT — Siit Tozu. AT — Apotransferrin. YG — Gama globiilin. Tr —

Trombin. Fb — Fibrinojen. Pl — Plazminojen.).

Capraz Reaksiyon Analizi — Siit Tozu Bloklamasu ile

N 1. Capraz Reaksiyon 2. (;a[?raz 3. (;a;?raz Siit Tozu Genel
Hibrit . Reaksiyon Reaksiyon < .
Deneyi . . Degerlendirme
Deneyi Deneyi
1A4 X ** Pl HoH X
1A5 X Hk Hk Basarili
1B1 * Hok kK Basarili
1B4 * kK kK Basarili
1B6 X HE * X
1B9 * kK Basarili
1C10 * Hokx * Basarilt
1C3 X Hokx HokE Basarili
1C6 X Hokx HokE Basarili
1C7 * Hokx Hk Basarilt
1C8 X Hk HokE Basarili
1C9 X * * X
1D1 * * * X
ID11 X kK Hok Basarili
1DI12 * * Hok Basarili
1D2 * kK kK Basarili
1E4 X 0 o X
1F7 * 0 kK Basarili
1F9 X 0 Hok Basarili
1G4 X HokE HokE Basarili
1G5 * HokE HokE Basarilt
2C8 X * HokE Basarili
* BSA, SutT,
2E5 *4G 0 AT, Tr, Fb, Pl X
3BI12 X 0 * SutT X
3B6 X * 0 Siipheli
3C2 X HokE * Basarili
3C5 X 0 HokE Basarili
5A9 HokE HokE HokE Basarilt
5EI12 X Hk HokE Basarili
6D1 * Hk Hk Basarilt
8F8 X * 0 Siipheli
Siit Tozunda Basarili Hibrit Sayist 22
Siit Tozunda Bagarisiz Hibrit Sayist 8
Siit Tozunda Siipheli Hibrit Sayist 2
Noraminidaz Sinyali Seviyesi Z(ag)lf (I,.Z:) %}l*gil)l
Veri yok o
Basarisiz X

52




Olusturulacak prototipte hem BSA’nin hem de siit tozunun bloklayici ajan olarak
kullanilabilecegi antikorlarin belirlenmesi amaci ile Tablo 4.3 ve Tablo 4.5 birlikte
degerlendirilerek Tablo 4.6 olusturulmus ve her iki kosulda da ¢alismaya uygun olan veya
olmayan antikorlar tablonun “Toplu Degerlendirme” siitununda belirtilmistir. Sonug olarak,
19 adet hibrit hiicresi hem BSA hem de siit tozu bloklamasinda kabul edilebilir 6lglide
calisan antikor liretmektedir (Sekil 4.7 — Sekil 4.16). Ek olarak, 3 adet hibrit hiicre yalnizca
BSA bloklamasinda g¢alisabilen antikorlar iiretirken (Sekil 4.17), 4 adet hibrit hiicresi ise
yalnizca siit tozu bloklamasinda iyi performans gosteren antikorlar iiretebilmistir (Sekil
4.18). Diger 6 hibrit hiicresi ise iki bloklamay1 kullanan prototiplerde de kullanima uygun
degildir. Cok sayidaki hibrit hiicre varligindan dolay1 antikor tiplendirme/alt tiplendirme
caligmalarinda Isostrip kiti kullanimina dayanan yontem yerine, ekonomik olan indirekt
ELISA yontemi ile antikorlarin tiplendirilmesi gergeklestirilmis ve tiim hiicrelerin IgM tipi
antikor Urettigi gorlilmiistiir. Sonrasinda, antikorlarin saflagtirllmasi ve diger analizlerde
kullanimlar1 amaci ile tiim hiicrelerden 50-500 ml kadar hiicre kiiltiirii Gist s1vis1 alinmis ve
+4 °C’de depolanmustir. Hiicreler, tek diisiirme islemine tabi tutularak veya dogrudan
cogaltilarak dondurulmustur. Tablo 4.6’da ek olarak bu hiicrelere ait hiicre kalitesi / depo
bilgisi sunulmustur. Yapilan caligmalar sirasinda, hiicrelerin farkli ¢ogalma ve dayanim
profili gosterdikleri gézlemlenmistir. Dondurma/¢6zme islemlerine dayaniklilik, ¢ogalma
hizi, antikor iiretimi kararlilig1 gibi konularda olumsuz performans sergileyen hibritler
“sorunlu” olarak nitelendirilmistir. Prototip aday1 olarak bu hiicrelerin se¢ilmesi halinde,
ileri agsamalara gec¢ilmeden Once iyilestirici ¢aligmalar yapilmasi gerekecegi dngoriilmiistiir.
Belirtilen 19 hibrit hiicresine ek olarak, tez caligsmalar1 paralelinde, ¢alisma grubunca
gelistirilmis diger néraminidaz iireten hibritler olan 1D10 HT - 2H8 HT - 5A9 BMB’ye ait

sonuclar da verilmistir.
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Tablo 4.6. Hibrit hiicrelerince liretilen antikorlarin BSA ve siit tozu bloklamalart ile
gerceklestirilen capraz reaksiyon analizi caligmalarinin toplu degerlendirmesi, alt tipi
ve dondurulmus hiicrelerin kalite durumu bilgisi.

Capraz Reaksiyonlar - Toplu Degerlendirme Durumu
o . BSA Genel Siit Tozu Toplu Antikor Kfl hteh/ Tt?.k
Hibrit Degerlendirme - Genel. Degerlendirme Tipi Dusu}" ilmiis
Degerlendirme Hiicre
1A4 v X Basarisiz IeM Var-TD
1A5 v v Basarili IgM Var-TD
1B1 X v Basarisiz IeM Var
1B4 v v Basarili IegM Var
1B6 v X Basarisiz IeM Sorunlu
1B9 v v Basarili IgM Var-TD
1C10 v v Basarili IgM Var-TD
1C3 v v Basarili IgM Var-TD
1C6 v v Basarili IgM Var-TD
1C7 v v Basarili IgM Var-TD
1C8 v v Basarili IgM Sorunlu
1C9 v X Basarisiz IegM Var-TD
1D1 X X Basarisiz IgM Sorunlu
IDI11 v v Basarili IgM Var-TD
1DI12 v v Basarili IgM Var-TD
1D2 v v Basarili IgM Var-TD
1E4 X X Basarisiz IgM Var-TD
1F7 v v Basarili IgM Var-TD
1F9 v v Basarili IgM Var
1G4 X v Basarisiz IeM Var-TD
1G5 X v Basarisiz IgM Var-TD
2BI2 X X Basarisiz IgM Var
2C8 X v Basarisiz IeM Sorunlu
2E5 X X Basarisiz IeM Sorunlu
3B12 X X Basarisiz IgM Var-TD
3B6 Siipheli Siipheli Basarisiz IgM Sorunlu
3C2 v v Basarili IgM Sorunlu
3C5 v v Basarili IgM Var-TD
549 v v Basarili IgM Var-TD
SEI12 v v Basarili IgM Var-TD
6D1 v v Basarili IgM Sorunlu
8F8 v Siipheli Basarili IgM Sorunlu
Toplu Degerlendirme Basarili (v) Ornek Sayisi 19
Toplu Degerlendirme Basarisiz (X) Ornek Sayist 13
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Sino mAb 1D10 HT 2H8 HT 5A9 BMB
(1:1000)

B Noraminidaz B BSA m Sit Tozu B ApoTransferrin B GamaGlobulin B Trombin B Fibrinojen B Plazminojen

Sekil 4.7. Prototip aday1 1C7 ve baz1 diger 6rneklere ait BSA bloklamasi ile
uygulanan ¢apraz reaksiyon sonucu. BSA ve siiz tozu bloklamasi ile ¢alisan 19 prototip
aday1 monoklonal antikordan 1C7 ve kontrol antikorlarina ait (Sino mAb, 1D10 HT, 2HS8
HT, 5SA9 BMB) %0,5 BSA bloklamasi uygulanan 3. ELISA capraz reaksiyon analizin
sonucudur (Pozitif kontrol, Sino mAb. Negatif kontrol, PBS. Prototip aday1 6rnek, 1C7.
MAKU-TTL tarafindan iiretilmis diger aday antikorlar; 1D10 HT, 2H8 HT ve 5A9 BMB).
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B NOraminidaz ® BSA mSit Tozu M ApoTransferrin W GamaGlobulin ® Trombin B Fibrinojen B Plazminojen

Sekil 4.8. Prototip aday1 SA9, 1C6, SE12 ve 3C5’e ait BSA bloklamasi ile
uygulanan ¢apraz reaksiyon sonucu. BSA ve siiz tozu bloklamasi ile ¢alisan 19 prototip
aday1 monoklonal antikordan 5A9, 1C6, 5E12 ve 3C5 ile 1D10 HT ye ait %0,5 BSA
bloklamastyla gerceklestirilen 3. ELISA ¢apraz reaksiyon analizinin sonucudur (PBS
negatif kontrol, 1D10 HT ise MAKU-TTL tarafindan iiretilmis diger bir aday antikordur).
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Sekil 4.9. Prototip aday1 1AS, 1C3, 1C8 ve 1B4’e ait BSA bloklamasi ile
uygulanan ¢apraz reaksiyon sonucu. BSA ve siiz tozu bloklamasi ile ¢alisan 19 prototip
aday1 monoklonal antikordan 1AS5, 1C3, 1C8 ve 1B4 ile 1D10 HT ye ait %0,5 BSA
bloklamastyla gerceklestirilen 3. ELISA capraz reaksiyon analizinin sonucudur (PBS
negatif kontrol, 1D10 HT ise MAKU-TTL tarafindan iiretilmis diger bir aday antikordur).
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B Noraminidaz ® BSA m St Tozu B ApoTransferrin B GamaGlobulin ® Trombin B Fibrinojen H Plazminojen

Sekil 4.10. Prototip aday1 6D1, 3C2, 1D2 ve 1B9’a ait BSA bloklamasi ile
uygulanan ¢apraz reaksiyon sonucu. BSA ve siiz tozu bloklamasi ile ¢alisan 19 prototip
aday1 monoklonal antikordan 6D1, 3C2, 1D2 ve 1B9 ile ID10 HT ye ait %0,5 BSA
bloklamastyla gerceklestirilen 3. ELISA capraz reaksiyon analizinin sonucudur (PBS
negatif kontrol, 1D10 HT ise MAKU-TTL tarafindan iiretilmis diger bir aday antikordur).
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Sekil 4.11. Prototip aday1 1F7, 1C10, 1D11 ve 1D12’ye ait BSA bloklamasi ile
uygulanan ¢apraz reaksiyon sonucu. BSA ve siiz tozu bloklamasi ile ¢alisan 19 prototip
aday1 monoklonal antikordan 1F7, 1C10, 1D11 ve 1D12 ile 1D10 HT ye ait %0,5 BSA

bloklamasiyla gergeklestirilen 3. ELISA capraz reaksiyon analizinin sonucudur (PBS

negatif kontrol, 1D10 HT ise MAKU-TTL tarafindan iiretilmis diger bir aday antikordur).
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Sekil 4.12. Prototip aday1 1F9 ve 8F8’e ait BSA bloklamasi ile uygulanan capraz
reaksiyon sonucu. BSA ve siiz tozu bloklamasi ile ¢alisan 19 prototip adayr monoklonal
antikordan 1F9’a ait %0,5 BSA bloklamasiyla gergeklestirilen 3. ELISA capraz reaksiyon
analizi sonucu verilmistir. 8F8 i¢in ise, 3. capraz reaksiyonda yer almadigi i¢in 2. ¢apraz
reaksiyon (kross 2) sonucu verilmistir (PBS negatif kontrol, 1D10 HT ise MAKU-TTL

tarafindan tiretilmis diger bir aday antikordur).
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Sekil 4.13. Prototip aday1 1C6, 1C7 ve bazi diger 6rneklere ait siit tozu bloklamasi
ile uygulanan capraz reaksiyon sonucu. BSA ve siiz tozu bloklamasi ile ¢alisan 19 prototip
aday1 monoklonal antikordan 1C6, 1C7 ve kontrol antikorlarina ait (Sino mAb, 1D10 HT,

5A9 BMB, 2H8 HT) %0,5 siit tozu bloklamasiyla ger¢eklestirilen 3. ELISA capraz
reaksiyon analizi sonucudur (Pozitif kontrol, Sino mAb. Prototip aday1 6rnek, 1C6 ve 1C7.

MAKU-TTL tarafindan iiretilmis diger aday antikorlar; 1D10 HT, 5A9 BMB ve 2HS HT).

2,5

1,5

OD4OS
=

0,

(2]

. Inn ploomn Noonnedd el Rwsnwemn Ampi0OH

1D10 HT .5E12 1C8 1C3 5A9 3C5

B Noraminidaz B BSA m Sit Tozu B ApoTransferrin B GamaGlobulin B Trombin B Fibrinojen B Plazminojen

Sekil 4.14. Prototip aday1 SE12, 1C8, 1C3, SA9 ve 3C5’e ait siit tozu bloklamasi ile
uygulanan capraz reaksiyon sonucu. BSA ve siiz tozu bloklamasi ile ¢alisan 19 prototip
aday1 monoklonal antikordan SE12, 1C8, 1C3, 5SA9 ve 3C5’e ait %0,5 siit tozu
bloklamasiyla gergeklestirilen 3. ELISA ¢apraz reaksiyon analizinin sonucudur (1D10 HT

ise MAKU-TTL tarafindan iiretilmis diger bir aday antikordur).
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Sekil 4.15. Prototip aday1 1D2, 1B4, 1B9, 1C7, 1A5 ve 1D12’ye ait siit tozu
bloklamasi ile uygulanan ¢apraz reaksiyon sonucu. BSA ve siiz tozu bloklamasi ile ¢alisan
19 prototip aday1 monoklonal antikordan 1D2, 1B4, 1B9, 1C7, 1AS ve 1D12’ye ait %0,5

siit tozu bloklamastyla gerceklestirilen 3. ELISA c¢apraz reaksiyon analizinin sonucudur.
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Sekil 4.16. Prototip aday1 1D11, 6D1, 1F9, 3C2, 1C10 ve 8F8’¢ ait siit tozu
bloklamasi ile uygulanan ¢apraz reaksiyon sonucu. BSA ve siiz tozu bloklamasi ile ¢alisan
19 prototip aday1 monoklonal antikordan 1D11, 6D1, 1F9, 3C2, 1C10’a %0,5 siit tozu
bloklamastyla gerceklestirilen 3. ELISA capraz reaksiyon analizi sonucu verilmistir. 8F8
icin ise, 3. ¢apraz reaksiyonda yer almadigi i¢in 2. capraz reaksiyon (kross 2) sonucu

verilmistir.
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Sekil 4.17. Yalnizca BSA bloklamasi ile ¢alisan 1A4, 1C9 ve 1B6’ya ait ¢apraz
reaksiyon sonucu. BSA ve siiz tozu bloklamasindan yalnizca BSA ile ¢alisabilen
monoklonal antikorlar olan 1A4, 1C9 ve 1B6’ya ait %0,5 BSA bloklamasiyla
gercgeklestirilen 3. ELISA capraz reaksiyon analizinin sonucudur (PBS negatif kontrol,

1D10 HT ise MAKU-TTL tarafindan iiretilmis diger bir aday antikordur).
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Sekil 4.18. Yalnizca siit tozu bloklamasi ile ¢calisan 2C8, 1G5, 1B1 ve 1G4’¢ ait
capraz reaksiyon sonucu. BSA ve siiz tozu bloklamasindan yalnizca siit tozu ile
caligabildigi gosterilen 2C8, 1G5, 1B1 ve 1G4 monoklonal antikorlarina ait %0,5 siit tozu
bloklamas1 uygulanan 3. ELISA capraz reaksiyon analizinin sonucudur (Sino mAb pozitif

kontrol 1D10 HT ise MAKU-TTL tarafindan iiretilmis diger bir aday antikordur).
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Bu sonuglara gore:

¢ Sino Biological (China) firmasindan temin edilen ve pozitif kontrol olarak kullanilan
fare monoklonal antikoru, piyasada var oldugu bilinen tek C. perfringens monoklonal
antikorudur. 1:100 ve 1:1000 sulandirma oranlarinda kullanilan bu antikor BSA
bloklamasinda ¢alismamis, siit tozu bloklamasinda ise zayif sinyal liretmistir. Sulandirma
orant 1:1000°den 1:100’e ¢ikarildiginda néraminidaza karsi gelisen sinyal kayda deger
degisim gdstermemis, ancak ¢apraz reaksiyon vermeye baglamistir. Bu nedenle sonug
karsilastirmalari sirasinda yalnizca 1:1000 oranli kullanimlar gosterilmistir.

e Detayli ¢apraz reaksiyonlarda hem BSA hem de siit tozu bloklamasi uygulanarak test
edilen 32 adaydan 26’s1 ndraminidaza kars1 yiiksek, diger antijenlere karsi ise diisiik
absorbans gostermistir. Bunlardan 19’u her iki bloklama cozeltisi ile de iyi performans
gosterirken (Sekil 4.7-Sekil 4.16) 3’1 yalnizca BSA bloklamasi ile ¢alismis (Sekil 4.17), 4’1
ise yalnizca siit tozu bloklamasinda g¢aligmistir (Sekil 4.18).

e (Calismalar sirasinda gelistirilmis bir¢ok 6rnek, piyasadaki bu ticari ndraminidaz
monoklonal antikorundan iyi performans gostermistir.

e Hem BSA hem de mevcut siit tozu bloklamasinda en yiiksek absorbans degeri
gosteren, diisiik/kabul edilebilir ¢apraz reaksiyon degerlerine sahip 1C7, SA9, 1C6, SE12,
3C5, 1F7, 1C3, 1C8, 1B4, 1D2 hibrit hiicreleri ve antikorlar1 sonraki ¢alismalara aktarimda
i¢cin On adaylardir.

e 1C7,5A9, 1C6, 5E12, 3C5, 1F7, 1C3, 1C8, 1B4, 1D2 hiicrelerine ait Kross 3, Kross
1 ve gecmiste yapilan 6n tarama analizlerinden elde edilen néraminidaza 6zgii yanitlar
karsilastirilmistir. Buna gore, sirasi ile, 5A9, 1C7, 1D2, 1F7, 1C3 ve 1C6’nin uzun siireli
depolama ve dondurma ¢6zme islemi kaynakli yanit kayiplar1 daha diisiiktiir. Bunun aksine,
SE12 ise en fazla yanit kaybeden hiicre olmustur. 1C8 ve 3C5 nispeten orta seviyede yanit
kaybina ugramis, 1B4’in ise depolama sonucu ¢apraz reaksiyon verdigi gézlemlenmistir.

e Buna gore 5A9, 1C7, 1D2, 1F7, 1C3 ve 1C6 uzun siireli depolamaya daha elverisli
olan adaylar olarak secilmistir.

o 8F8 BSA bloklamasinda kabul edilebilir sonuglar vermis, siit tozu uygulamasinda ise
istikrarsiz/zayif sonuglar lretmistir. Bu hibritten elde edilecek antikorlarin siit tozu
uygulamast i¢in daha yiiksek konsantrasyonlarda kullanilmasi gerekecegi 6n goriilmektedir.

Ek olarak, noraminidaza spesifik antikor {iireten hibrit hiicrelerinin yami sira
caligmalar sirasinda bir adet, BSA’ya 6zgii antikor iirettigi ngdriilen, 4F3 hibrit hiicresi elde

kesfedilmistir. BSA, tan1 kiti prototipi gelistirme ¢aligmalarinda kullanilabilecek yiiksek
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safliktaki, ucuz antijenlerdendir. Bu hiicreye ait iist sivilarla gerceklestirilen iki ayr1 ¢apraz

reaksiyon deneyine ait sonuglar Sekil 4.19°da verilmistir.
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Sekil 4.19. 4F3 hibrit hiicresine ait, BSA ve siiz tozu bloklamalari ile

gerceklestirilmis ¢apraz reaksiyon analizi sonuglari.

Sonuglar, 4F3 hibrit hiicresine ait {ist stvinin yalnizca BSA bloklamas1 uygulanmasi
halinde kuvvetli yanit {irettigini gostermektedir. Siit tozu kullaniminda elde edilen sinyal,
deneylerde negatif kontrol olarak kullanilan PBS sinyaline estir. Bu durum, 4F3 hibrit
hiicresince iiretilen antikorun BSA’y1 tanmidigini dogrular niteliktedir. Ancak, siit tozu
uygulamalarinda, BSA kaplanmis kuyulardan da sinyal alinamiyor olusu 4F3-BSA
etkilesiminin doza baglhiligini1 (200 pl, %0,5’lik BSA karistmi 1 pg BSA icerir) ve/veya
4F3’iin siit tozu bloklamasi ile uyumsuz bir antikor olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu
belirsizliklerin ortadan kaldirilabilmesi i¢in siit tozu bloklamasi1 uygulanan kuyulara ytiksek
miktarda BSA kaplamasi ve farkli bloklama ¢ozeltileri kullanilarak BSA ile etkilesimin daha
net ortaya konulabilmesi caligmalar1 yiriitiilmustiir. 6 farkli bloklama c¢ozeltisi ile

gergeklestirilen 4F3 capraz reaksiyon analizine ait sonuglar Sekil 4.20°de verilmistir.

62



2,5
2
3
s L5
o
1
0,5
0 anennfinl slsmnind smsnsenn 0 II Bl sERmniEn
4F3 - %0,5 BSA  4F3 - %0,5 Sut 4F3-%0,5 4F3-%1,5PVP+  4F3-%0,5 4F3 - %0,5
Bloklamasi  Tozu Bloklamasi Kazein %1 Kazein GamaGlutamin Fibrinojen
Bloklamasi Bloklamasi Bloklamasi Bloklamasi

B Noraminidaz ®BSA mSit Tozu M ApoTransferrin B GamaGlobulin  ® Trombin H Fibrinojen ® Plazminojen

Sekil 4.20. 4F3 hibrit hiicresine ait, 6 farkli bloklama yontemi kullanilarak elde

edilmis capraz reaksiyon analizi sonuglari.

Buna gore, 4F3 iist sivisinin aslen bloklama ¢6zeltisi olarak kullanilan BSA’ya yanit
verdigi gorlilmektedir. Ek olarak, kuyularda capraz reaksiyon antijeni olarak BSA
kullanildig1 durumlarda ise BSA’ya 0zgii yeterli yanmit alinamadigi, antikorun diger
antijenlere kars1 da diisiik capraz reaksiyon gosterdigi goriilmektedir.

BSA’nin bloklama ¢o6zeltisi olarak kullanildiginda goriilen 4F3 yanitinin daha net
ortaya konulabilmesi amaci ile kuyular artan miktarda BSA ile kaplanmig ve farkli bloklama
cozeltileri uygulanarak test edilmistir (Sekil 4.21). Bu sonuglar, 4F3’iin BSA’ya kars1 yanit
verdigini dogrulamakta, verilen yanit kuvvetinin ise kaplanan antijen miktarina baglh
oldugunu gostermektedir. Ek olarak, siit tozu uygulamasinda en diisiik antikor yanit1 alinmig
olmasi, ongorildiigl tizere siit tozunun antikorun afinitesi iizerindeki olumsuz etkisini de
gostermektedir. Ilging bir sekilde, en ideal 4F3 yanit1 ise saflastirilmis bir siit proteini olan

kazeinin, %0,5’lik bloklama uygulamasinda elde edilmistir.
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Sekil 4.21. 4F3 hibrit hiicresinin, 6 farkli bloklama yontemi kullanilarak elde

edilmis, artan miktardaki BSA’ya 6zgii yanitin1 gosterir ELISA analizi sonuglart.

Sonuglar, 4F3 iin bir BSA antikoru olarak iiretilebilecegini ve kullanilabilecegini
gostermektedir. BSA’nin tam1 kiti prototipi gelistirme ¢alismalarinda kullanilabilecek
yiiksek safliktaki tirtinlerine erisimi kolay, ucuz bir antijen olmasi da 4F3’i kiymetli
kilmaktadir. Roche IsoStrip kiti ile yapilan antikor alt tiplendirme c¢alismasi, 4F3
antikorunun IgM alt tipine ait, kappa (k) hafif zinciri tagiyan bir antikor oldugunu ortaya

koymustur (Sekil 4.22).

4.6. Antikor Saflastirma Calismalari

Calismalar sirasinda kullanimina Oncelik verilmesi planlanan antikorlar ig¢in
saflagtirma g¢alismalan yiiriitilmistiir. Elde edilen hibrit sayisinin yiiksek olmasi, IgM ve
IgG afinite kolonlarinin ise siirli sayida olmasi nedenleri ile 6rneklerin oncelikle kismi
saflastirmalart gergeklestirilmis ve elde iiriinler deneylerde kullanilmistir. Gerekli goriilen
adaylarin ise afinite kromatografisine dayali saflastirmalar gerceklestirilmistir. Birden fazla
yapilan bu saflastirma ¢aligmalarina ait temsili sonuglar Tablo 4.7’de verilmistir.

Antikorlarin saflagtirilmasi amaciyla, SA9 ve 1C6 hibritlerine ait {ist sivilarda kismi
saflastirma islemi gergeklestirilmistir. Ek olarak, MAKU-TTL proje grubunca elde edilen,
1D10 HT kodu ile tanimli hibrit hiicresine ait IgG tipindeki antikorun, protein G afinite

kromatografisine bagl 3 ayri saflastirma iglemi gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.22. Roche IsoStrip kiti kullanilarak 4F3 hibrit hiicrelerinin iirettigi antikor
alt tipinin belirlenmesi. IgM ve x bolgelerinde olusmus olan bantlar antikorun IgM alt
sinifindan oldugunu ve hafif zincirinin k gen bolgesi tarafindan kodlandigini

gostermektedir.

Tablo 4.7. Bradford yontemi ile elde edilen, kismi saflastirma ve protein G
kromatografisi islemlerine ait sonuglar.

Protein Miktar: (mg/ml)

invitrogen pAb Kismi saflastirilmis Kismi saflastirilmis
(5 mg/ml beklenen) 1C6 (250 ml’den) 5A9 (250 ml’den)
1,22 15,93 2,95
1. 1D10 HT (500 mI’den) Saflastirmasi - Eliisyon Sonrasi
1. Tip 2. Tiip 3. Tiip 4. Tiip 5. Tip
0,12 1,68 0,39 0,10 0,01
2.1D10 HT (500 ml’den) Saflastirmasi - Eliisyon Sonrasi
1. Tip 2. Tiip 3. Tiip 4. Tiip 5. Tip
0,13 1,62 0,21 0,05 -0,03
3.1D10 HT (500 ml’den) Saflastirmasi - Eliisyon Sonrasi
1. Tiip 2. Tiip 3. Tiip 4. Tiip 5. Tiip
-0,05 1,46 -0,06 -0,01 -0,07
Buna gore,

e Tiim 6rnekler UV spektrofotometresi ile de analiz edilmistir. Ancak, hassasiyet

diisiikliiglinlin yani sira, elde edilen sonuglarin hem pozitif kontroller hem de 6rnekler igin,
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Bradford yontemine nazaran yaklasik %50-70 oraninda daha diisiik goriindiigii tespit
edilmistir. Bu sebeple, ilerleyen donemlerde UV spektrofotometresi, yalnizca antikor igceren
saflagtirma fraksiyonlarinin hizli tespitinde kullanilmistir.

e  Ticari olarak Invitrogen firmasindan temin edilen poliklonal tavsan IgG antikorunda
tespit edilen protein miktari, iirlin etiketinde belirtilen 5 mg/ml’den ¢ok daha diisiiktiir.

e Yapilan indirekt ELISA ¢alismalarinda ~250 ml baslangi¢ hacmi ile gerceklestirilen
tist siv1 kismi saflastirma islemi iiriinlerinin baglangig iist sivi hacmi veya daha yiiksek
seviyelere sulandirilabildigi ve sinyal kayb1 olmaksizin kullanilabildigi goriilmiistir.

e Baz orneklerde, saflagtirmalarin kismi olmast ve muhtemelen tiim besiyeri protein
iceriginin de yogunlastirilmis olmast nedeni ile, beklenmedik c¢apraz reaksiyonlar
gbzlemlenmistir. Bu sebeple, elde edilen kismi saflagtirma iiriinleri, enzim veya biyotin ile
isaretleme calismalarinda kullanilmamistir. Bu 6rneklerle gergeklestirilen sandvig ELISA
denemelerinde ise zaman zaman yanlis pozitif sonuglar gorilmiistir.

e Saflagtirma sonrasi, her 500 ml 1D10 HT st sivisindan yaklasik ~1,7 mg antikor
edilmistir. Antikorca en yogun tiiplin, 2 numarali tiip oldugu ve yaklasik 1,6 mg/ml
konsantrasyonunda antikor bulundurdugu goriilmiistiir.

e Yapilan indirekt ELISA’larda, saflastirilmamis st sivi ile karsilagtirildiginda, 2
numaral tiiplere denk gelen 1,6 mg/ml’lik 1D10 HT ornekleri, sinyal kaybi olmaksizin
1:10000’e kadar sulandirilabilmistir. Kismi saflastirilan 6rneklerde goriilen capraz reaksiyon
artis1 bu ornekte ise goriilmemistir.

e Saflagtinlan 1D10 HT f{riinleri, biyotinle isaretlenmis ve sandvig ELISA
calismalarinda basari ile kullanilmastir.

IgM tipindeki antikorlarin saflastirilmasi i¢in IgM afinite kromatografisinden
yararlanan kiiciik hacimli spin kolonlar ve biiyiik hacimli afinite kolonlart iireticinin
protokoliine uygun sekilde kullanilmistir. Saflagtirma etkinliginin karsilagtirilmasi amaci ile

yapilmis olan indirekt ELISA analizlerinin sonucu Tablo 4.8 ve Sekil 4.23’te verilmistir.
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Tablo 4.8. Saflastirilan IgM 6rneklerinin, saflagtirma oncesi {ist stvilar1 ve sonrasindaki
tirinlerinin indirekt ELISA ile analizi sonuglari.

Saflastirma Oncesi | Saflastirilmis
Ornek Baslangi¢c ODaos Uriin
Degeri OD4os Degeri
1C7 0,58215 0,2902
1C7 Kismi Saflastirilmis 0,4865 0,26535
3HI0 0,7441 0,12965
3H10 Kismi Saflastiriimag 0,75015 0,18025
1C6 0,64885 0,1551
1C6 Kismi Saflastirilmis 1,1271 0,32405
5A9 0,4319 0,1166
549 Kismi Saflastirtimis 1,11975 0,23945
1F7 - Klasik 1 Gegis 1,4377 0,20585
1F7 - 10 Gegis
(10 tam deney/yikama déngiisii sonucu eliisyon) 14377 0,4106
1F7 - 10 Gegis
(10 6rnek yiiklemesi tek deney/yikama dongiisii 1,4377 0,4494
sonucu eliisyon)

| Saflastirilmamis - Baslangic Absorbansi M 1X Yukleme ile Saflagtirma

10X Yukleme - Uzun Yikama W 10X Yikleme - Kisa Yikama
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Sekil 4.23. Saflastirilan IgM 6rneklerinin, saflagtirma oncesi list sivilari ve

sonrasindaki tirlinlerinin indirekt ELISA ile analizi sonuglarinin grafik goériiniimii.

e Buna gore, saflastirma iirlinlerine ait ELISA sinyali, genel olarak saflagtirilmamis
orneklerin ¢ok gerisinde kalmistir. Kismi saflastirma orneklerinin kullanimi veya spin
kolona, ayni1 6rnege ait tist s1v1 yiiklemesinin birden fazla kez yapilmasi kismi iyilesme
saglamasina ragmen elde edilen iyilesme yetersizdir. Ek olarak, UV spektrofotometre

yontemi ile saflastirilan lirlin miktar1 hesaplanmaya ¢alisilmis, ancak sinyal zayiflig1 nedeni
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ile basarisiz olunmustur. Bu sebeple drneklere ait Bradford analizi de gerceklestirilmemistir.
Bu sebeplerle, spin kolon kullanimina dayanan saflastirma kiti genel olarak basarisiz kabul
edilmistir.

Sonraki denemelerde kismi saflastirma uygulamalarinda elde edilen ({iriiniin
safliginin arttirllmast hedeflenmistir. Bu amagla, kismi saflagtirma sirasinda uygulanan
PBS’e karst diyaliz isleminin yani sira, daha yiiksek saflikta iiriin elde edilebilecegi
ongoriilen Tris tamponuna kars1 diyaliz ve dH»O’ya kars1 diyaliz islemleri uygulanmistir
(Josic ve Lim, 2001; Berth ve Delanghe, 2004). (")globin ¢Oktlirmesi olarak da adlandirilan,
PBS ile yapilan saflagtirmanin alternatifi olan bu iki yaklasim, yliksek boyutlu bir molekiil
olan IgM’nin (~900 kDa) PBS’e nazaran daha diisiik tuz konsantrasyonundaki 20 mM Tris
ve dH2O ile daha iyi ¢oktiiriilebilecegini hedeflemektedir. Tris uygulamasinin ise, [gM’ nin
dH>O ile diyalizine nazaran ¢oOziinlirliigli daha yiiksek ancak saflifi daha diisiik iirtin
verebilecegi Ongoriilmiistiir.

Ilgili saflasirma  denemelerinde, sandvi¢ ELISA’larda umut vadeden ve
saflagtirmanin ilgili sandvi¢ ELISA sinyallerini kuvvetlendirecegi diisiiniilen 1C7, 1C10 ve
5A9 hibritleri kullanildi. Diyaliz sonras1 gergeklestirilen ¢oktiirmedeki hem pellet hem de
slipernatant {iriinleri ayr1 ayr1 degerlendirildi. Ek olarak, 1C10 {ist sivisi ile gergeklestirilen
Tris saflagtirmasina ait pellet iirlinii, ticari IgM afinite kolonuna (LigaTrap LT-145)
uygulanarak elde edilen iirliniin ileri saflastirilabilirligi denendi. Tiim saflastirma iirtinlerinin
sulandirmalar1 gerceklestirilerek, elde edilen iirlinler indirekt ELISA ile test edildi (Sekil
4.24).

Buna gore, her bir antikora ait siipernatant ve pellet sonuglar1 karsilastirildiginda:

e Herii¢ uygulamada da hem siipernatantta hem de pellette antikor yanitinin var oldugu
goriilmiistiir. Pellete etkin bir antikor ¢oktiirmesi saglanamamustir.

e 1C7’nin slipernatant ve pelleti karsilastirildiginda, pellete gecen antikor miktarinin
diisiik oldugu ve sulandirmalarda hizli yanit kaybmin bu sebeple gerceklestigi
diistiniilmiistiir.

e 1CI10’un siipernatant ve pelleti karsilastirildiginda, pellette daha yiiksek antikor
yanit1 elde edildigi gorilmektedir. Sulandirmalarda ise yanit en azindan siipernatanta
benzeyen bir diislis gdstermistir.

e 5A9’un siipernatant ve pelleti karsilastirildiginda, yine pellette slipernatanta nazaran
daha yiiksek antikor yaniti elde edildigi goriilmektedir. Sulandirmalarda ise yanit en azindan

slipernatanta benzeyen bir diisiis gostermistir. Bu sonuglara gore, Tris ve dH2O’ya karsi
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gerceklestirilen diyaliz islemini PBS’e nazaran daha istiin antikor yanith {irlinler

saglayabilir.
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Sekil 4.24. Farkli saflagtirma uygulamalari ve iirlinlerin diliisyonuna dair indirekt

ELISA sonuglari. Anti I[gM sekonder antikoru 1:10000 oraninda kullanilmistir.

e 1C10 kismi saflastirmasindan elde edilen pelletle gerceklestirilen kolon saflagtirmasi
basarili olmustur. Buna gore kabul edilebilir seviyede elde edilen yanit, 1:200 sulandirmada
da korunmustur.

Sonrasinda, 1C10-Tris kismi saflagtirmasindan elde edilen pelletten, IgM afinite
kolonu ile ileri saflastirmasi sonucu elde edilen son iiriine ait sinyalin optimize edilebilirligi
incelendi. Bundan sonra 1C10-Kolon olarak adlandirilan bu iiriiniin antikor sulandirmalart
ve sekonder antikorlar konsantrasyonlarinin denendigi indirekt ELISA analizlerinin

sonuclar1 Sekil 4.25 ve Sekil 4.26’da verilmistir.
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Sekil 4.25. 1C10-Kolon iiriiniiniin farkli sulandirmalarinin 1:5000 oraninda Anti

IgM sekonder antikoru kullanilarak gergeklestirilen indirekt ELISA analizi

sonugclari.
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Sekil 4.26. 1C10-Kolon iirliniiniin farkli sulandirmalarinin 1:1000 oraninda Anti
IgM sekonder antikoru kullanilarak gerceklestirilen indirekt ELISA analizi

sonugclari.

Buna gore, elde edilen 1C10-iiriinii 1:1000 sulandirma oraninda ve 1:1000 anti IgM

sekonder antikoru kullaniminda basarili bir antikor oldugu saptanmistir. Diger IgM

saflagtirmalarinda da 1C10-Kolon iiriiniinde uygulanan protokol kullanilmistir.

Saflastirilan Antikorlarin Biyotin ile isaretlenmesi

Kismi olarak saflagtirilan IgM antikorlari, bu saflagtirma islemi bircok besiyeri

proteinlerinin de ¢Okelmesine yol agtigi ve safsizliklar igerdigi ig¢in biyotinlemede

70



kullanilmamistir. 1C10-Kolon {iriinii olan IgM antikoru ise sonraki yapilan ¢alismalarda

sandvi¢ ELISA ve western blotlarda negatif sonug verdigi i¢in biyotinlenmemistir.

Islemin uygulandig1 tek 6rnek, protein G kromatografisi ile saflastirilmis olan, IgG
tipindeki 1D10 HT antikorudur. Buna gore, 1,6 mg/ml konsantrasyonunda, 1,6 ml’lik
1D10 HT o6rnegi ile baslanan islemde, 2 giin siiren 2 diyaliz sonucunda 6rnek hacminin
0,85 ml’ye diistiigii goriilmiistiir. Bu ¢alismadan sonra, biyotinli-1D10 HT / Streptavidin-
HRP kullanimma dayanan yeni sandvi¢ ELISA sistemi olusturulmustur. Uretilen yeni,
modifiye antikor 1:200000 sulandirmada basari ile kullanilmistir. IgM afinite kolonlari ile
coktiirtilen antikorlar ise, sandvi¢ ELISA ¢alismalarinda umulan performansi géstermedigi

i¢in biyotinlenmemistir.

4.8. Sandvi¢ ELISA Optimizasyonu Calismalari

Genel olarak, birden fazla antikor tanima bdlgesine sahip olabilecek biiyiik
antijenlerin tespitinde sandvi¢ ELISA sistemleri, tek antikor tanima bolgesine sahip
olabilecek kiiciik antijenlerin tespitinde ise yarigmali (kompetitif) ELISA sistemleri
uygulanmaktadir. Bu boliimde, prototipte kullanilacagi 6ngoriilen indirekt sandvig
(indirect antibody-sandwich) ve ¢ift yakalamali antikor sandvi¢ (double-capture antibody

sandwich) ELISA yontemlerine dair optimizasyon ¢aligmalari yiiriitiilmiistiir.

Denemesi gergeklestirilen deneysel modellerin sematik gosterimleri Sekil 4.27°de
verilmistir. Indirekt sandvi¢ ELISA tekniginde (Sekil 4.27a) IgM tipi antikorlar yakalayici
veya tespit edici antikorlar olarak kullanilmis, karsisinda ise tamami IgG tipinde olan ticari
tavsan poliklonal antikoru ile veya MAKU-TTL tarafindan ndraminidaz antijeni
kullanilarak gelistirilen 1D10 HT monoklonal antikoru ve keci poliklonal antikorlari ile
birlikte kullanimlart denenmistir. IgM tipi antikorlarin yakalayici antikor olarak
kullan1ldig1 durumlarda sinyal veriminin arttirtlmasi amaci ile ¢ift yakalamali antikor
sandvi¢ ELISA yontemi (Sekil 4.27b) uygulanmis ve yiizey oncelikle IgM yakalayici
antikorlar ile muamele edilmistir. Basarili antikor kombinasyonu kullanilarak

olusturulmak istenen ideal prototip sistemi ise Sekil 4.27¢’de verilmistir.
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Sekil 4.27. Optimizasyonu denenen indirek sandvig (a), ¢ift yakalamali antikor

sandvi¢ (b) yontemlerine ve ideal prototipe (c) ait basitlestirilmis sematik gosterim

(Stanker vd., 2015'den diizenlenmistir).

. Yapilan ¢aligmalarda farkli antijen miktarlar1 ve antikor kombinasyonlari

denenmis, umut vadettigi diisliniilen kombinasyonlar ise ek antikor saflagtirmalar1 ve saha

ornekleri ile tekrar edilmistir. Gergeklestirilmis 18 farkli sandvi¢ ELISA denemesine ait

toplu degerlendirme Tablo 4.9’da verilmistir. Noraminidaza kars1 gelistirilmis tavsan ve

keci poliklonal antikorlari ile gergeklestirilen sandvig ELISA ¢alismalarinda kuvvetli yanit

elde edilmistir. Ancak monoklonal IgM antikorlarinin kullanildig1 ¢aligmalarda, denenen

bircok kombinasyona ragmen tekrarlanabilir sonuclar iireten, yiiksek sinyal/giiriiltii

oranina sahip herhangi bir sandvi¢ ELISA kombinasyonu elde edilememistir.
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Tablo 4.9. Farkli 6rnek — kosul ve tarihlerde gergeklestirilmis olan 18 farkli sandvig
ELISA optimizasyon deneyine ait toplu degerlendirmeler.

Hibrit o Kros§ . Sandvi¢ ELISA Genel Degerlendirmesi
Degerlendirmesi
JA4 BSA’da basanl: 1D10 HT {izerinde .(;gh.san, tabanda c';.alulsrflayan antikor (mAb).
Tekrarlanabilirlik ve sinyal/giiriiltii oran1 sorunu.
JAS Genel basaril Yalnizca 1A5—1D1‘0. HT korn.blnasy?n}lnfla caligabilmis mAb.
Tekrarlanabilirlik ve sinyal/giiriiltii oran1 sorunu.
IBI | Siit tozunda basarili Caligmayan mAD.
1B4 Genel bagarili Caligmayan mAD.
1B6 BSA’da basarili Calisgmayan mAb.
1B9 Genel basaril: Tabanda c¢alisan mAb. Tekrarlanabilirlik ve sinyal/glirtltii orani
sorunu.
1C3 Genel basarili Calismayan mADb.
Anti-IgM iizerinde tabanda iken ¢aligmis. Tavsan poliklonali
1C6 Genel basarili izerinde iistte iken ¢aligmis. Tekrarlanabilirlik ve sinyal/giiriiltii
orani sorunu.
1C7 Genel basaril Tabanda ¢alisan mAb. Tekri%?gﬁﬁlhrhk ve sinyal/gliriiltli orani
Tabanda c¢alisan mAb. Tavsan poliklonali ve 1D10 HT iizerinde
1C8 Genel basarls calisan mAb. Tekrarlanabilirlik ve sinyal/giiriiltii oran1 sorunu.
Tabanda kullanildiginda altta veya tavsan poliklonali ve 1D10
1C9 BSA’da basarili HT tizerinde iistte calisan mAb. Tekrarlanabilirlik ve
sinyal/giirtiltii oran1 sorunu.
1CI0 Genel basarili 1D10 HT {izerinde ve tabar}d? (;flhsan mAb. Tekrarlanabilirlik
ve sinyal/giiriiltii orani sorunu.
1D2 Genel basaril: Tabanda calisan mAb. Tekrarlanabilirlik ve sinyal/glirtiltii orani
sorunu.
IDI1 Genel basarili Tabanda ¢aligan mAb. Tekrarlanabilirlik ve sinyal/giiriiltli oran
sorunu.
Tabanda calisan mAb. 1D10 HT iizerinde calisan mAb.
IDI2 Genel bagarih Tekrarlanabilirlik ve sinyal/giiriiltii oran1 sorunu.
1F7 Genel basarili Tabanda iken ¢alisan mAb. Tekrarlanabilirlik ve sinyal/giiriiltii
orani sorunu.
1F9 Genel basarili Caligmayan mAD.
1G4 | Siit tozunda basarili Tabanda iken ¢alisan mAb.
1G5 | Siit tozunda basarili Calismayan mADb.
2C8 | Siit tozunda basarils Yetersiz veri. Hibrit stab%htes1 sqrqnlu. Yeterli antikor elde
edilememistir.
302 Genel basarili Poliklonal, lDIO HT. ve an‘t‘l "Ig{\/I—AP tizerinde calisan mADb.
Tekrarlanabilirlik ve sinyal/giiriiltii oran1 sorunu.
3C5 Genel basaril Poliklonal ve lDIQ uzerlnflenge.l.hsan mAb. Tekrarlanabilirlik ve
sinyal/giir{iltii oran1 sorunu.
Altta veya iistte ¢alisabilen mAb. Calistig1 kosullarda kuvvetli
49 Genel basarih sinyal varligi. Tekrarlanabilirlik ve sinyal/giiriiltii oran1 sorunu.
Tabanda ve 1D10 iizerinde iken bazen ¢aligan mAb.
SEI2 Genel bagarih Tekrarlanabilirlik ve sinyal/giiriiltii oran1 sorunu.
6D1 Genel basarili Caligmayan mAb.
SFS Genel basaril: Yetersiz veri. Hibrit stab%htem sqrqnlu. Yeterli antikor elde
edilememistir.
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Herhangi iki antikorun sandvi¢c ELISA’da kullanilabilmesi, bu antikorlarin aymi
antijeni iki farkli noktadan tanimasini, antijene ayn1 anda baglanabilmesini ve yiiksek
afinite gosterebilmesini gerektirmektedir. Epitop olarak da adlandirilan bu antijen tanima
bolgelerine birinci antikorun baglanmasinin, ikinci antikorun epitopuna erisimini
engellememesi, sterik engel olusturmamasi gerekir. Ayrica, her iki antikor da epitopu ile

kuvvetli baglanma saglayabilmelidir (Weller, 2016).

IgM tipindeki antikorlarin saflastirilmasinda karsilasilan sorunlarin yani sira,
yapisal karmagikliklar1 da (Sekil 4.28) calisilmasi Ongoriilen prototip dizayninda
giicliiklere yol agmaktadir. Indirekt ELISA ile incelendiginde ticari ve eldeki diger IgG
tipindeki model antikora kars1 {istiin 6zellikler gosteren birden fazla IgM tipinde antikor
olmasina karsin, IgM’li prototip sisteminin, saflastirmada yasanan gii¢liiklerden de dolay1

istenilen ideal sisteme doniistiiriilmesinde sorun yaganmaktadir (Sekil 4.27c.).

f TARY

Sekil 4.28. IgG ve IgM tipindeki antikorlarin yapis1 IGM Biosciences, 2020).
Klasik bir IgG molekiilii yaklagik 150 kDa boyutunda iken, IgM molekiilii ~900
kDa boyutunda ve pentamerik yapidadir.

Yiiriitiilen sandvi¢ ELISA ¢alismalar1 degerlendirildiginde:

o Calismalarda kullanilan ticari C. perfringens noraminidazlari, C.
perfringens’ten izole edilmistir. C. perfringens ise 43 kDa, 77 kDa ve 129 kDa
boyutlarinda 3 farkli néraminidaz enzimi tasir (Wang, 2020). Dolayis: ile, monoklonal
antikorlar farkli noéraminidaz proteinlerine karst gelismis olabilir. Olusturulacak deney
kombinasyonlar1 yoniinden monoklonal ve poliklonal antikorlarin hangi néraminidazlari

tantyabildiklerinin bilinmesi 6nem tasimaktadir.
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o Gergeklestirilen sandvi¢ ELISA denemeleri sirasinda, laboratuvarimizda
bulunan ikincil antikorlar da goz oOniinde bulundurulmus ve IgM tipi fare antikorlar
yakalayic1 veya tespit antikoru olarak kullanilirken, IgG tipi fare antikoru (1D10 HT),
tavsan poliklonal antikoru ve kegi poliklonal antikorlarinin tespit veya yakalayici
antikorlar olarak kullanildigi denemeleri gerceklestirilmistir. Denenen IgM/IgG
kombinasyonlarin tiimiiniin de basarisiz olmasi1 farkli izoformlar1 tanimanin yani sira,
IgM’in biiyiik boyutu kaynakl: sterik engel olugsmasi veya avidite yliksekligi ile kuvvetli
sinyal iiretebilen IgM tipi antikorlarda, alt birimlerin zayif afinite gdstermesi olabilir

(Stanker ve Hnasko, 2015; Keyt vd., 2020).

o Noraminidaza karsi gelistirilmis tavsan ve kegi poliklonal antikorlar ile
yiriitiillen IgG/IgG tipi sandvi¢ ELISA ¢alismalart olumlu sonug¢ vermistir. Poliklonal
antikorlarin kullanildig1 sandvi¢ ELISA’lar, bu antikorlarin yiiksek afinitesi ve aslen farkli
epitoplar1 tantyan birden fazla antikor karigimindan olugsmalar1 nedeni ile ¢alistirilmasi en
kolay deneysel sistemlerdir. Ancak bu sonug, uygun monoklonal antikorlarin kullanimi ile

de basar1 saglanabilecegini gostermesi nedeni ile de ozellikle 6nem tagimaktadir.

o Literatiirde, antikor arastirmalarinda saflagtirma kolayligi ve yiiksek
afiniteleri yoniinden monoklonal ve poliklonal IgG tipi antikorlarin tercih edildigi
goriilmektedir (Gagnon vd., 2008; Keyt vd., 2020). Buna ragmen, gelistirilen antikorlarin
kalitesine gore IgM tipi antikorlarin kullaniminin tercih edildigi bir ¢ok IgM/IgG ve
IgM/IgM tipi sandvi¢ ELISA’lar1 da mevcuttur (Paweska vd., 2005; Stanker ve Hnasko,
2015).

Sonraki donemlerde, gergeklestirilen [gM/IgG sandvi¢ kombinasyonlarina ek olarak,
ayni tip ndraminidaz proteinini tantyan IgM’ler saflastirilarak enzimlerle isaretlenebilir ve
yeni IgM-IgM kombinasyonlar1 denenebilecektir. Ek olarak, IgM’lerin hafif zincir
tiplendirmesi de yapilarak, farkli tipte hafif zincir tasiyan antikorlar belirlenebilir. Farkli
hafif zincirler tagiyan antikorlarin bulunmasi halinde saflagtirma yapilmaksizin bunlara 6zgii
ikincil antikorlarin kullanilacag: yeni IgM-IgM kombinasyonlar1 gergeklestirilebilecektir.
IgM/IgM sandvi¢ ELISA formati, monoklonal antikorlarin yalnizca bir epitopa 6zgii olmasi,
IgM’lerin ise pentamerik yapisindan dolay yiiksek sterik engel riski ile tastyacak olmasina
ragmen literatiirde bu formatin kullanimi da mevcuttur (Wandstt vd., 1981).

Genel olarak, gerceklestirilen sandvic ELISA deneyleri antikorlarin farkl
noraminidaz tiplerini taniyor olabileceklerini ve/veya ayni néraminidaz tipini tanimalarina

ragmen tanima epitoplarinin sterik olarak birden fazla antikorun baglanmasina olanak
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vermiyor olabilecegini diislindiirmiistiir. Ancak denenen tiim antikor-antijen kombinasyon
ve optimizasyonlarina ragmen iyilesme saglanamamistir. Bu sebeple, noraminidaza karst
IgG tipi yeni monoklonal antikorlar gelistirilmek istenmis, diisiik miktarda antijen ile ¢ok
tekrarli immiinizasyonlar yapilarak IgG olusumu tesvik edilmeye ¢alisilmistir (Krishnan vd.,
2000; Lee vd., 2017). Bu siire¢ sonunda ise fiizyon IV ve flizyon V ger¢eklestirilmis (Tablo
4.1) ancak yasanan kontaminasyon nedeni ile hiicreler kaybedilmistir. Sandvi¢ ELISA
kombinasyon denemeleri sirasinda gelisen yamitin kullanilan ticari C. perfringens
noraminidaz formuna gore ciddi degiskenlik gosterdiginin fark edilmesi ile nedeni ile,

sonraki ¢caligmalar kullanilan ticari antijene iizerine yogunlastirilmistir.

4.9. TicariC. Perfringens Noraminidazlarmn Indirekt ELISA Ile Karakterizasyonu

MAKU-TTL grubumuzca Sigma, N5631 katalog kodlu yiiksek safliktaki ticari
néraminidaz iriinii ile gergeklestirilen kec¢i immiinizasyonlar: ile gelistirilmis bir kegi
noraminidaz poliklonal antikoru da o©nceki boliimde belirtilen sandvic ELISA
caligmalarina dahil edilmistir. Ancak ger¢eklestirilen tiim sandvi¢ ELISA kombinasyonu
denemelerine ragmen (Sekil 4.29), sonuglarda iyilesme saglanamamistir. Ek olarak, bu
sandvi¢c ELISA kombinasyonlar1 denemeleri sirasinda, daha once ¢alisan bazi antikor
kombinasyonlarinin kullanilan néraminidaz antijen tipinin degistirilmesi ile calismaz hale
geldigi goriilmiistiir. Bu durum, daha Once sadece diisik — orta ve yiiksek saflik
degerlerinde oldugu diisiiniilen, ticari olarak Sigma firmasindan temin edilen néraminidaz

antijeninin sorgulanmasina neden olmustur (Tablo 4.10).

C. perfringens 43 kDa boyutunda, sitoplazmik ve 77 kDa ve 129 kDa boyutlarinda
hiicre digina salgilanan 3 farkli néraminidaz enzimi tasir (Wang, 2020). Calismamizin
baslangicinda edinilen ticari néraminidazlarin farkl safsizliklarin yani sira, her defasinda
bu ii¢ ndraminidaz1 da icerecegi diisliniilmiistiir. Yiiksek safliktaki néraminidazlarda ise
safsizliklarin azalacagi, bu li¢ néraminidazin ise bulunmaya devam edecegi dngorilmiistiir
(Tablo 4.10). Calismalar sirasinda ise 6zellikle kritik kabul edilen ilk immiinizasyonlarda
en yluiksek safliktaki néraminidaz, devam eden immiinizasyonlarda ve hibrit iist sivilari ile
gergeklestirilen deneylerde ise orta safliktaki néraminidaz kullanilmistir. Diisiik safliktaki
néraminidaz ise satin alinmig, ancak immiinizasyonlar ve hibrit taramalar1 sirasinda
kullanilmamigtir. Denenen sandvi¢ ELISA deneyi kombinasyonlar1 sirasinda bazi
antikorlarin bazi safliktaki antijenlerle hi¢ ¢calismadiginin goriilmesi antijenler arasinda

safsizliklar haricinde, noraminidaz igerikleri yoniinden de farkliliklar olabilecegini
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diisiindiirmiistiir. Bunun ortaya konulabilmesi amaci ile de indirekt ELISA testi

gerceklestirilmis ve antikorlarin farkli antijenlere farkli afinite gosterip gostermedigi

incelenmistir (Sekil 4.30 ve Sekil 4.31).

Substrat

Anti-NéraminidazIgG

(Biyotinli / Biyotinsiz)
Uriin

Anti-lgG HRP veya
Streptavidin HRP

Ndéraminidaz Diisiik saflik,
N2876

Orta Safhk, N3001

Hlbrldzmki? Yiiksek Saflik,
Sivisindaki N5631
IgM mAb

2)

Birincil (Yakalayici -
Capture) Antikor
(Goat Anti-Mouse

Anti-IgM-Ap)

Sekil 4.29. Sandvi¢ ELISA’larda kullanilan antijen tipi deney sonucunu
etkilemektedir. Sandvi¢ ELISA ¢alismalari sirasinda farkli antikor kombinasyonlari
ve antikor safliinin yani sira, kullanilan antijeninler de deneme kombinasyonlarina

eklenmistir.

Tablo 4.10. Calismalar sirasinda kullanilan farkl ticari néraminidaz antijenleri.
Enzim Aktivitesi | Yaklasik

Uriin Saflastirma Protein
Noraminidaz . (4MU-NANA Maliyet
kaynag Yontemi I¢erigi ..
Substrat) (10 Unite)
Tip V C. Tuz
Diisiik saf(lik) perfringens fraksivonlamasi Taahhiit yok | >1.3 {inite/mg kat1 | ~€112.10
(Sigma N2876) bakterisi y
Tip VI ) . o
Orta saf(lik) N2876 Krszgl:tzfﬁi‘k N ng;’t?i?l’ret 6'10:)‘:;‘ng €483.00
(Sigma N3001) ¥ = P
Tip VIII ) . o
Yiiksek saf(ik) | N2876 Krszgl:tflirjfk N Szﬂjt:i‘;’r . 1022;‘:;5/ ME 1 €933.00
(Sigma N5631) ¥ =070 P
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Sekil 4.30. Antijenler arasinda farklilik olup olmadiginin anlasilmas1 amaci ile

gergeklestirilen indirekt ELISA testi birinci grafigi.
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Sekil 4.31. Antijenler arasinda farklilik olup olmadiginin anlasilmasi amaci ile

gergeklestirilen indirekt ELISA testi ikinci grafigi.

Bu sonuglara gore:

e Antikorlarin orta safliktaki antijene yiiksek afinite gosterdigi goriilmektedir. Yiiksek
safliktaki antijene ikinci en yliksek afinite gosterdigi fark edilirken, biitiin bu iiriinlerin koken
aldig1 diisiik safliktaki antijene ise en diisiik afinite gosterdigi gézlemlenmistir.

e (Calismalarin basinda indirekt ELISA’da, 405 nm’de, 0,8 ve iizeri absorbans gosteren
hibritler basarili kabul edilmisti. Ancak, antikorlarin birgcogunun bu kriteri diisiik ve yliksek

safliktaki antijenlerin kullanilmas1 halinde saglamayacagi goriilmektedir.
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e Calismalar sirasinda sik¢a kullanilmis olan, MAKU-TTL calisma grubu tarafindan
gelistirilmis, IgG tipindeki 1D10 HT antikoru yalnizca bir antijen tipini basarili bir sekilde
tantyabilmektedir.

e  Orta safliktaki antijene kars1 gosterilen yiiksek afinitenin sebebi ilk immiinizasyonlar
sonrasinda yapilan immiinizasyonlar ve gergeklestirilen ELISA taramalari sirasinda orta
safliktaki antijenin kullanilmasi olabilir. Bu, hem fiizyon 6ncesinde orta safliktaki antijeni
tantyan antikor yanitinin giiglendirilmesine yol agmis hem de deneyler sirasinda buna 6zgi
yanit1 veren hibrit hiicrelerinin se¢ilmesine neden olmus olabilir.

e Bu sonuclar, safsizliklarin 6tesinde, antijenlerin néraminidaz icerikleri / miktarlar

yoniinden de ciddi farkliliklar tagiyabilecegini ortaya koymaktadir.

4.10. Ticari C. Perfringens Noraminidazlar1 ve Antikorlarin Western Blot ile

Karakterizasyonu

Western blot, antikorlarin ve diger proteinlerin karakteristiklerinin incelenmesinde
yaygin olarak kullanilan bir dogrulama teknigidir (Gilda vd., 2015; Simpson ve Browning,
2017; Uhlen, 2017). Antijenler arasinda ndéraminidaz igerigi yoniinden farklilik olup
olmadiginin, antikorlarin ise ndraminidaza olan baglanmalarinin ortaya konmasi amaci ile
Western blot c¢alismalart  yiriitilmiistiir. Calismadaki Western blot membran
goriintiilerinin  degerlendirilmesinde ise Feng ve digerleri tarafindan 2017 yilinda
yayinlanmis ¢alismadan yararlanilmistir (Feng vd., 2017). Bu ¢alismada, arastirmacilar C.
perfringens yabanil tipi (wild type), NanH tekli mutanti, Nanl tekli mutanti, NanJ tekli
mutanti, Nanl ve NanJ ikili mutant1 ve nraminidaz ti¢lii mutantina ait izolatlarin yan1 sira,
bu ¢alismada da kullanilan diisiik safliktaki ticari néraminidaz iiriiniiniin Western blot
analizini gergeklestirmistir. Kullanilan néraminidaz antikoru ise, arastirmacilarin iirettigi,
tiretiminde diislik safliktaki ticari néraminidazin immiinojen olarak kullanildigi, tavsan
poliklonal antikorudur. Bu c¢aligmamizda, ortaya ¢ikan ndraminidaz bantlarinin
incelenmesinde, bu arastiricilarin ilgili yayminda yer alan “Sekil 2b” Western blot paneli
kilavuz olarak kullanilmistir. Buna gore:

e Diisiik safliktaki néraminidazin kullanimi ile gelistirilen tavsan poliklonal antikoru,
bu antijende bircok bant bolgesini tantyabilmektedir. Immiinojen icerigi karmasiktir ve ¢ok

sayida protein icermektedir.
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e Antikor, NanH’ye 6zgii bant gelistirememistir. Bu, antijen icerisinde az miktarda
NanH bulunmasindan, NanH nin immiin yanit uyarma kapasitesi diisiik olmasindan veya
tamamen tesadiifen olabilir.

e Arastirmacilar tarafindan iiretilen antikor NanH’yi tanimamasina karsin, NanH nin
knock out edilmesinin etkisi sunulan Western blot calismasinda belirgindir. NanH’nin
knockout edildigi durumda Nanl miktarinda artis goriilmiistiir. Bu, arastiricilar tarafindan
mutantlarin tiretildigi ve karakterize edildigi 6nceki caligmalarinda da gosterilmistir (Li vd.,
2011).

e Nanl, 75 kDa marker ¢izgisinin hemen {iizerindedir. Bunun haricinde, 77 kDa’ya
denk gelen Nanl bandi ile 50 kDa marker seviyesi arasinda 2 farkli bant olusumu daha
gbzlemlenmektedir. Ust bolgesinde ise, diisiik safliktaki antijen seridinde 77-100 kDa
arasinda 1 adet belirgin bant, 100 — 129 kDa arasinda ise 3 adet belirgin bant gériinmektedir.

e Arastirmacilarin, kullanilan bu mutantlarin karakterizasyonunu gerceklestirdikleri
yayini ile birlikte degerlendirildiginde, NanI’nin 50-100 kDa bolgesindeki en belirgin ikinci
banta karsilik geldigi goriilmektedir (Li vd., 2011)

e Diisiik safliktaki antijende, NanJ’nin yakin boélgesinde birden fazla bant
bulunmaktadir. Ancak bizim ¢alismamizda, 130 kDa marker seviyesinin hemen altinda yer

alan tek bant olarak goriilmesi sebebi ile tespiti kolay yapilabilmistir.

Calismamizdaki antikor etkilesimleri ve kullanilan antijenlerin igeriklerinin ortaya
konmast amaci ile ilk adim olarak spesifik olmayan baglanmalar ortaya konmak istenmis
ve membranlar primer antikor uygulamasi yapilmaksizin sekonder antikorlar ile

isaretlenmistir (Sekil 4.32 ve Sekil 4.33).
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Diisiik Yiiksek
Saf Saf

Sekil 4.32. Deneyler sirasinda yaygin olarak kullanilan AP ile konjuge edilmis
sekonder antikorlara ait Western blot analizleri. Ornekler %10’ luk SDS-Page jelinde
ayristirildiktan sonra PVDF membrana transfer edilmis ve membran siit tozu ile
bloklanmigtir. Sonrasinda membranlar, primer antikor uygulamasi gergeklestirilmeksizin

sekonder antikorlarla isaretlenmis ve spesifik olmayan baglanmalar ortaya konmustur.

Bu sonucglara gore, ¢alismalar sirasinda kullanilan tiim sekonder antikorlar,
noraminidaz ornegi icerisinde bulunan ~95 kDa’lik bir bolgeye baglanmakta ve ¢alisma
dizayn1 yoniinden spesifik olmayan bant olusumuna yol agmaktadir (Sekil 4.32). Ek
olarak, keci anti fare polivalen antikoru ile yapilan kontrol bu antikorun yiiksek safliktaki
antijen ile de ayni spesifik olmayan bandi iirettigini gostermistir (Sekil 4.32a). Tavsan anti
keci IgG antikoru ise, diger o6rneklerde de goriilen 95 kDa’lik bandin yani sira, 90 kDa
marker bandinin yakin alt bolgesinde kalan ikinci bir banda sahiptir. Bu ¢alismada sunulan
diger membran goriintiileri ve Feng ve digerlerinde yer alan sonuglarla birlikte
degerlendirildiginde, ilgili bandin 77 kDa bdlgesine ve Nanl ndraminidazina denk geldigi
ongoriilmektedir. Bundan sonra, bloklama ¢ozeltisinin bant olusumuna etkisi incelenmek
istenmis ve Sekil 4.32a’da gergeklestirilen uygulama BSA bloklamasinda, diisiik safliktaki
ticari noraminidazin varliginda ve yoklugunda test edilmistir (Sekil 4.33). Birlikte

incelendiginde, sekonder antikor kullanimi ile meydana gelen bant olusumunun siit tozu
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ve BSA bloklamasina bagli olmayip (Sekil 4.32a ve Sekil 4.33a), ticari noraminidaz
kullanimina bagli oldugu goriilmektedir (Sekil 4.33b).

a ] b | -270 kDa

——l -130 kDa

—— | -95 kDa
—» ~77 kDa

-66 kDa
-52 kDa
—*~43 kDa

-37 kDa

-30 kDa

Keci-anti-fare || Kegi-anti-fare
polivalen polivalen
BSA Bloklamasi || BSA Bloklamasi

Sekil 4.33. Sekonder antikor tarafindan olusturulan spesifik olmayan bant (a) siit
tozu bloklamasina bagli olmayip, néraminidaza baglidir (b). Antijen bulunduran (a) ve
bulundurmayan (sadece 6rnek yiikleme tamponu yiiklenmis) membranlar (b) BSA ile
bloklanmis, sonrasinda da alkalen fosfataz ile konjuge edilmis ke¢i-anti-fare polivalen

antikoru ile muamele edilmistir.

Kullanilan ticari néraminidazlara 6zgii, ancak c¢alisma dizayni yoniinden spesifik
olmayan bu bantlar sandvi¢ ELISA sirasinda bazi 6rneklerde karsilasilan yiiksek arka plan
giiriiltiistiniin ve yeterli iyilesme saglanamayan diisiik sinyal/giiriiltii oranlarmin da
muhtemel sebebidir. Yapilan tiim ELISA analizlerinde bu ikincil antikorlar da kullanilmig
olmasina karsin, indirekt ELISA’larda yalnizca 100 ng/kuyu noéraminidaz kullanilmig
olmasi, diisiik/kabul edilebilir giiriiltii (0,2 ODaos, 90. dakika inkiibasyonu) ile
sonuclanmistir. Ancak sandvi¢ ELISA’larda sinyal kuvvetinin artirilmasi amaci ile 100-
1000 ng néraminidaz kullanilmis, bu ise 60. dakika okumalarinda ~0,7’ye ulasan OD4os
arka plan giiriiltiisii olusumuna yol agmustir. iki farkli firma tarafindan iiretilen poliklonal
yapidaki bu antikorlarda goriilen, 95 kDa’lik bant ve olas1 Nanl reaktivitelerinin gercek
hedefleri ise bilinmemektedir. Bu ¢alismada sunulan diger membran goriintiileri ve Feng

ve arkadaslarinin ¢alismasinda yer alan ilgili C. perfringens ndraminidaz bant profili, 95
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kDa’lik sinyalin herhangi bir néraminidaz ile iligkili olmayacagin1 gdstermektedir.
Poliklonal antikor iireticisi hayvanlarin C. perfringens’e karsit asilanmis olma ihtimali
bulunmakla birlikte, yaygin C. perfringens asilar major toksinler kullanilarak {iiretilen
toksoid asilardir (Uzal vd., 2010; Richeson vd., 2019; Zaragoza vd., 2019). Ek olarak,
bilinen, ilgili boyuta sahip C. perfringens toksini de bulunmamaktadir (Tablo 2.1). Bu
sebepler ile ilgili bandin, diger canlilarla da paylasilan, C. perfringens’e 6zgii olmayan
herhangi bir bakteriyel proteine karsilik geldigi ongoriilmektedir. Tavsan anti keci IgG
antikoru kullanimu ile ortaya ¢ikan 77 kDa’lik olas1 Nanl bandinin ise, tavsanlarda hiicre
disina salgilanan Nanl’ya karsit gelismis olabilecegi diisiiniilmektedir. Sonug olarak,
olusan bandin sekonder antikorlarin ticari ndraminidazlara baglanmasi ile olustugu ve siit
tozu veya BSA bloklamasindan etkilenmedigi ortaya konulmustur. Sonraki donemlerde
ise noraminidaza afinite géstermeyen ikincil antikorlarin temini veya néraminidaza karsi
afinite kromatografisi gerceklestirilerek mevcut ticari ikincil antikorlardan bu istenmeyen
antikorlarin uzaklastirilmasi veya anti néraminidaz antikorlarinin enzimlerle isaretlenerek

dogrudan kullaniminin 6nemli olacagi diisiiniilmektedir.

Sonraki asamada diisiik, orta ve yiiksek safliktaki ticari néraminidaz antijenlerinin
iceriklerinin ortaya konmasi amacglanmis ve tavsan anti noraminidaz poliklonal antikoru
kullanilmis ve Western blot analizi gergeklestirilmistir (Sekil 4.34). Ek olarak, bu
antikorun insan noéraminidazlarini taniyabilirligi de test edilmek istenmis ve SKOV3 insan
hiicre hattindan izole edilmis protein 6rnegi de kullanilmigtir. Buna gore:

e Antikor, SKOV3 hiicre hattina zayif baglanmaktadir. Gelisen bantlardan 95 kDa
seviyesindeki bant, kullanilan ke¢i anti tavsan ikincil antikoru kaynaklhidir (Sekil 4.32d). 77
kDa’lik C. perfringens Nanl bolgesine denk gelen ikincil bandin ise olasi hedefi
bilinmemektedir. C. perfringens Nanl proteinin insanda yer karsiliginin Neu3 oldugu, Neu3
proteinin ise ~56 kDa boyutuna sahip oldugu bildirilmistir (Feng vd., 2017; Rodriguez-
Walker ve Daniotti, 2017).

e Hem diisiik, hem orta, hem de yiiksek safliktaki néraminidaz antijenleri safsizliklar
icermektedir. Her ii¢ antijen de igeriklerinde, beklenen 129 kDa, 77 kDa ve 43 kDa bolgeleri
haricinde bir¢ok farkli bandin olusumuna yol acgan safsizliklar tasimaktadir.

e Antijenlerden diisiik saflikta olan versiyonu 129 kDa (NanJ), 77 kDa (Nanl) ve 43
kDa’a (NanH) karsilik gelen bant bolgelerini icermektedir. Yiiksek safliktaki iiriinde 129
kDa (NanJ) bolgesi bulunmamaktadir. Ek olarak, diistik safliktaki iiriinde yer alan 43 kDa

bandi (NanH) bolgesinin esdegeri orta ve yiiksek saflikta bulunmamaktadir. Buna karsin, bu
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tirtinlerde, belirtilen 43 kDa bolgesinin yakin bolgesinde, genel bant profili ile uyum
gosterdiginden NanH olabilecegi dngdriilen diger bir bant vardir. Dolayist ile, orta ve yiiksek
safliktaki antijenlerin her ii¢ néraminidazi da igerdigi, yiiksek safliktaki antijenin ise yalnizca
Nanl ve NanJ’yi i¢erdigi kabul edilmistir.

e Diisiik safliktaki tirlinden kromatografi yolu ile saflastirilarak elde edilmesi beklenen
“orta safliktaki” ticari néraminidaz antijeni, diisiik safliktaki antijende de yer almayan birgok
bolge tagimaktadir.

e Saf bir enzim olarak néraminidaz antijeninin, immiin yanit uyarabilme kapasitesi,
yani immiinojenitesi bilinmemektedir. Her {ii¢ antijende de yer alan safsizliklar,
immiinizasyonlardan néraminidaz spesifik yanit alim etkinligini olumsuz etkileyebilir. Orta
safliktaki {iriiniin ¢alismalar sirasinda kullanimi yiiksek safsizliklari nedeni risk tagimaktadir.
Yiiksek safliktaki iiriin ise NanJ’yi tagimadig1 i¢in immiinizasyon sirasinda kullanimi tercih

edilmeyebilir.

| SKOv3 Yiiksek Saf OrtaSaf Disuk Saf

Hiicresi -270 kDa
-130 kDa

-52 kDa

-30 kDa

Sekil 4.34. Ticari tavsan anti-ndraminidaz poliklonal antikoru ile gerceklestirilen
Western blot analizi sonucu. Diisiik orta ve yiiksek safliktaki ndraminidaz antijenlerinin
yani sira, SKOV3 hiicre hatt1 ekstrakti %10’luk SDS-Page jelinde ayristirildiktan sonra

PVDF membrana transfer edilmis ve membran siit tozu ile bloklanmistir. Beklenen

noraminidaz bant boyutlar1 129 kDa, 77 kDa ve 43 kDa bolgelerindedir.
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o llerleyen siireglerde, hibrit hiicrelerinin taranmasi sirasinda antijenlere kuvvetli
ELISA yanit1 veren ve c¢apraz reaksiyon vermeyen hibrit hiicre {ist sivilarinin Western blot
analizi de yapilarak dogru bant bolgesine yanit verip vermediginin incelenmesi 6nem
tagimaktadir.

Sekil 4.34 6zelinde yapilan degerlendirmeler, ke¢i poliklonali, 1D10 HT, 5SA9
ve 1C10 hibrit hiicre antikorlarina da uygulanmis, antikorlarin baglanmalarinin yani
sira, saflastirmanin sonuglara olas1 etkisi de incelenmistir (Sekil 4.35 ve Sekil 4.36).

Buna gore:

Diisiik Saf Orta Saf Yiiksek Saf Diisiik Saf Orta Saf YiiksekSaf | OrtaSaf  Diisiik Saf 270 kDa

-130 kDa

-52 kDa

-37 kDa

-30 kDa

Sekil 4.35. Yiiksek safliktaki noraminidaz antijeni immiinizasyonu ile gelistirilen
ke¢i poliklonal antikoru (a) ile, orta safliktaki néraminidaz antijenik immiinizasyonu ile
gelistirilen 1D10 HT antikorlarina ait Western blot analizi sonucu. Diisiik orta ve yliksek
safliktaki ndraminidaz antijenleri %10’luk SDS-Page jelinde ayristirildiktan sonra PVDF
membrana transfer edilmis ve membran siit tozu ile bloklanmistir. Beklenen néraminidaz

bant boyutlar1 129 kDa, 77 kDa ve 43 kDa bolgelerindedir.

e Sekil 4.35a’da goriilen, noraminidaza kars1 gelistirilmis ke¢i poliklonal antikoruna
ait western blot yanit1 Nanl’ya 6zgiidiir. Kullanilan tavsan anti keg¢i IgG ikincil antikorunun

da 95 kDa ve 77 kDa bolgelerine spesifik olmayan baglanma yapabildigi gosterilmis
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olmasina karsin (Sekil 4.32¢), 4.35a’da elde edilen yanit ¢ok daha kuvvetlidir. Ek olarak, 77
kDa bolgesinin altinda da bant olusumu goriilse de bu bantlar zayiftir. Bu anti ndraminidaz
keci antikorunun Nanl’nin hedeflenecegi sandvic ELISA ve diger c¢alismalarda
kullanilabilecegi degerlendirilmektedir.

e 1DI10 HT monoklonal antikoru tarafindan olusturulan yanit (Sekil 4.35b ve Sekil
4.35c), orta safliktaki néraminidazda yer alan safsizliklara kars1 gelismistir. Bu sonug¢ Sekil
4.30 ve Sekil 4.31°de verilen ELISA sonuglar1 ve Sekil 4.34’te verilen Western blot
sonuglari ile de ayn1 dogrultudadir.

e Sekil 4.35c’de, diisiik safliktaki antijen seridinde goriilen zayif bant profili, ayni
safsizliklarin, daha diisiik miktarda, bu antijen icinde de bulundugunu gostermektedir.
Ancak, iiretici firma tarafindan diisiik safliktaki antijen {irtiniinden, orta safliktaki tirliniin
kromatografik saflastirma islemi ile hazirlanmasi siirecinin, halihazirda mevcut olan

safsizliklarin da yogunlastirilmasina veya yenilerinin eklenmesine neden oldugu

distiniilmektedir.
a b 20| © d
-130
e S S ——

- s, | L . 513
-52

-37

DMEM 1c7 | 3¢5 5A9

Sekil 4.36. 1C7, 3C5 ve 5A9 Nanl’ya 6zgii monoklonal antikorlardir. 1 ug, 2 ug ve
5 ug diisiik safliktaki ndraminidaz antijeni %10’luk SDS-Page jelinde ayristirildiktan sonra
PVDF membrana transfer edilmis ve membran siit tozu ile bloklanmistir. Kiigiik striplere
kesilen membran sonrasinda %10 FBS iceren DMEM besiyeri (a; negatif kontrol) ile veya
1C7 (b), 3C5 (c), S5A9 (d) hibritlerinin {ist sivilar1 ile muamele edilmistir. Kiiciik ok ile
isaret edilen bant 77 kDa boyutundaki NanI’ya karsilik gelmektedir.
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e Uretici firma ile iletisime gegilerek, ticari antijen saflastirma siirecleri hakkinda bilgi
edinilmesi ve 1D10 HT monoklonal antikorunun olasi1 hedeflerinin bulunarak harici bir
monoklonal antikor olarak gelistirilmesi planlanabilir.

e Sandvi¢ ELISA’lar sirasinda 1D10 HT kullanilmamalidir. 1D10 HT ile
kombinasyonlarinda zayif yanit iireten diger monoklonal antikorlarin da (Tablo 4.9)
safsizliklara kars1 gelismis olmasi muhtemeldir.

e Saflastirnllmis antikorlar ile daha kuvvetli yanit elde edinilecedi diisiinlilmesine
karsin, Sekil 4.35b ve Sekil 4.35¢ ile Sekil 4.36d ve 4.37a panelleri karsilagtirildiginda,
saflagtirilmis iirtinler ile alinan yanitlarin daha zayif kaldigir goriilmektedir. Saflastiriimig
tiriinlerin uygulanacagi konsantrasyonlarin belirlenmesinde ise indirekt ELISA’dan
yararlanilmig, bu iirlinlerin hibrit iist sivilarina benzer sinyal iiretebildigi PBS icerisindeki
sulandirma konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Western blot sirasinda ise, hibrit iist sivilar
dogrudan uygulanmis, saflastirilmis antikorlar ise TBST igerisinde %5 siit tozu igeren
bloklama soliisyonu igerisinde sulandirilmistir. Hibrit iist sivilari ile, saflastirilmis Giriinler
arasinda goriilen sinyal kuvveti farkliligi, antikor afinitesinin korunmasi yoniinden hiicre
kiiltiirii ist stvilarinin daha etkili oldugunu gostermektedir. Sonraki caligsmalarda, farkli
sulandirma c¢oziimleri degerlendirilmeli ve/veya daha yiiksek konsantrasyonlarda antikor

uygulanmalidir.

Sekil 4.36’da goriillen Western blot ¢alismasinda, kuyulara 1 pg, 2 ug ve 5 ug
miktarlarda diisiik saflikta ticari ndraminidazlar yiliklenmis, membranlar ise %10 FBS
iceren DMEM besiyeri ile veya 1C7, 3C5 ve 5A9 hiicrelerinin i¢inde ¢ogaltildig: hibrit
hiicresi tist sivilari ile muamele edilmistir. Sirasi ile 1C7, 3C5 ve 5A9’un yer aldig1 Sekil
4.36a, Sekil 4.36b ve Sekil 4.36¢ panellerinde, Nanl bolgesine denk gelen, 77 kDa’lik
bolgeye afinite gosterdigini ve Nanl’ya 06zgii monoklonal antikor olabilecegini
gostermektedir. Buna gore:

e 1C7, 3C5 ve 5A9 antikorlari, hem ELISA ile hem de Western blot ile calisan
monoklonal antikorlardir.

e Nanl 6zgiinliigiiniin dogrulanmasi, kullanilan ticari antijen igeriklerinin kirliliginden
dolay1r 6nem tasimaktadir. Buna gore, monoklonal antikorlarin saf oldugu bilinen Nanl
proteini ve/veya Nanl mutantlari ile teyit edilmesinde fayda vardir.

e Destekleyici bir alternatif teyit metodu ise afinite kromatografisi ile ilgili banda
karsilik gelen proteinin saflastirilmasi, enzim aktivite deneyleri yiiriitiilmesi ve sonuglarin
literatiire uygunlugunun incelenmesi olabilir.
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e Bu monoklonal antikorlar sandvi¢ ELISA prototiplerinin olusturulmasi ig¢in dncii
adaylar olacaktir. Alinan Western blot sonucu, Tablo 4.9’da verilmis olan, bu antikorlarin
belirli kosullar altinda calisabilecegini de dogrulamaktadir.

e Buantikorlar ile, birbirleri arasinda IgM/IgM, veya poliklonal antikorlar ile IgM/IgG
sandvi¢c ELISA’lar1 olusturulmalidir. Ayrica kullanilacak ikincil antikorlarin da goézden
gecirilerek sinyal / giiriiltii oranlarda iyilestirme saglanmalidir.

e Tablo 4.9’da belirtilen, poliklonal antikorlar ile calisan ancak 1D10 HT ile
caligmayan antikorlar, sandvi¢ ELISA kombinasyonlarinin denenmesinde on kriter olarak
kullanilabilir.

Sekil 4.37°de, calismayan Western blot 6rnegi olarak 1C10’a ait hibrit iist sivist ve
saflastirilmis antikoru ile, 5A9’a ait kismi saflagtirilmis antikorlar ile yapilmig Western blot
sonuglart gosterilmistir. Olusan yanit ise sekonder antikor kaynakli, spesifik olmayan
yanittir. Buna gore:

e Sekil 4.37a’da 5A9’un kismi saflagtirillmis antikorlar1 ile yiiriitiilen deneyi
calismamis olmasina ragmen, 4.36d’de SA9 iist s1vis1 kullanilarak yapilan deneyin calistigi
ve 77 kDa’a 6zglin yanit lirettigi gosterilmisti. Bu durumun daha 6nce de belirtildigi lizere
saflastirilmis {riinlerin sulandirilmalarinda bloklama ¢o6zeltisi kullanilmasi nedeni ile
olustugu diistintilmektedir.

e Hem saflastinlmig antikor sulandirmalarmin kullanildigi hem de hibridoma iist
stvilarin kullanildigit Western blot analizlerinde, antijen miktariin arttirilmasi, alternatif
bloklama ¢ozeltilerinin kullanilmasi, farkli ¢ozeltiler ile primer antikor sulandirmalarinin
hazirlanmasi ve yliksek miktarda antikor kullanimi ile sonuglarda iyilesme saglanabilir.

e Indirekt ELISA’da calisan antikorlar ile yiiriitilen Western blot deneylerinin
calismamasi, elektroforez icin SDS-Page kullanilarak proteinlerin denatiire edilmesi
kaynakl1 olabilir. Bu gibi antikorlar ile native jel elektroforezi yontemleri kullanilmalidir.

e llging bir sekilde, Sekil 4.36¢c’de 77 kDa yanit1 ve olas1 Nanl dzgiinliigii gosterilen
3C5’in, Tablo 4.9’da 1D10 HT ile ¢alisabildigi de belirtilmistir. Benzeri sekilde, 4.37b ve
4.37c’de ise negatif yanmiti gosterilen 1C10 antikorunun da 1D10 HT ile g¢alisabildigi
belirtilmistir. Optimize edilmis deney kosullar1 yanlis pozitif sonuglarin da azaltilmasina

yardimci olacaktir.
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DugiitkSaf OrtaSaf Yiiksek Saf SKOV3 Yiiksek Saf OrtaSaf  Diisiik Saf Diisiik Saf
Hiicresi

Sekil 4.37. 5A9 antikorunun kismi saflastirma iiriinii (a) ile 1C10 antikoru ileri
saflastirma iiriinii (b) ve hibrit list stvisinin (c) ¢aligmayan Western blot analizi sonucu.
Diisiik orta ve yiiksek safliktaki ndraminidaz antijenlerinin yani sira, SKOV3 hiicre hatti
ekstrakt1 %10°luk SDS-Page jelinde ayristirildiktan sonra PVDF membrana transfer
edilmis ve membran siit tozu ile bloklanmistir. Beklenen néraminidaz bant boyutlar1 129

kDa, 77 kDa ve 43 kDa bolgelerindedir.

Sonuglar genel olarak degerlendirildiginde:

e (Caligma sirasinda ¢ok sayida monoklonal antikor gelistirilmistir.

e Hayvanlarin immiinizasyonu sirasinda kullanilan antijenler yiiksek safsizliklar
icermektedir. Bu safsizliklardan her birisi ise kendi bagina immiinojen gorevi gorerek
monoklonal antikor yanit1 uyarabilir. Herhangi bir yapiin immiin yanit uyarma kapasitesi
ise immiinojenite olarak adlandirilir. Noraminidazin ise hem immiinojenitesi hem de bu
antijenler icerisindeki orani bilinmemektedir.

e Immiinizasyonlar sirasinda kullanimi en dogru antijen, her 3 néraminidaz tipini de
iceren ve diislik oranda safsizliklar tasidigi goriilen, diisiik safliktaki antijen olarak
nitelendirilen antijen iriintidiir. Orta safliktaki antijen iceriginde, koken aldigi diisiik
safliktaki antijende yer almayan safsizliklar tasimaktadir. Yiiksek safliktaki antijen ise 3

noraminidaz tipinden yalnizca ikisini bulundurmaktadir.
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e Antijenlerin igeriginde bulunan safsizliklara ragmen noraminidaza 0zgiin
monoklonal antikorun elde edilebildigi distliniilmektedir. Ancak bunun alternatif
yontemlerle teyit edilmesinde fayda vardir.

e Hem immiinizasyonlarda kullanim, hem de monoklonal antikorlarin
dogrulanmasinda daha yiiksek saflikta C. perfringens ndraminidaz antijenlerinin edinilmesi,
rekombinant {iretimi veya mevcut antijenlerin elde edilebilecek kaliteli bir antikorla
saflagtirilmasi fayda saglayabilir.

e Yiiksek saflikta oldugu kesin olarak bilinen antijenlerle Western blot uygulamasi,
ilgili antijeni tagidig1 net olarak bilinen ve bilinmeyen hiicrelerin birlikte kullanimi veya
diger alternatif yontemlerle antikor dogrulama testlerinin yapilmasi ve antikorlarin
ozgiinliiklerinin net bir sekilde dogrulanmas1 6nem tagimaktadir (Edfors vd., 2018).

e Hibrit taramalar1 sirasinda, antijenlerde bulunan safsizliklara karsi1 gelisebilecek
monoklonal antikorlarin elenebilmesi amaci ile, erken asamalarda Western blot analizleri de
yapilmali ve antijen 6zgiinliikleri dogrulanmalidir.

e Laboratuvar ortaminda, mevcut antijenlerin pozitif kontrol olarak kullanilmasi ile
gergeklestirilen indirekt ELISA’lar sorunsuz ¢alismistir. Sandvi¢ ELISA deneyleri sirasinda
goriilen yiliksek giiriiltii sinyali alinmasinin sebebi ikincil antikorlarin da ticari
néraminidazlara baglanmasi ve diisiik 6zgiinliige sahip poliklonal antikorlarin kullanilmasi
olabilir. Bu durumun ortadan kaldirilabilmesi i¢in farkli ikincil antikorlarin kullanimu,
mevcut antikorlardan afinite kromatografisi ile istenmeyen antikorlarin uzaklastirilmasi,
Ozgiinliigii daha yiiksek poliklonal antikorlarin temin edilmesi ve/veya isaret¢i enzimler
tagityan noraminidaza 6zgii monoklonallerin gelistirilmesi adimlart uygulanabilir.

e (Caligmayan sandvi¢ ELISA deneylerinin olas1 sebebi, monoklonal antikorlarin ticari
noraminidaz formlart icerisinde yer alan farkli néraminidazlar veya safsizliklar1 tanimasi
olabilir. Ayrica, ayn1 noraminidazi taniyan antikorlar arasinda, antikor boyutu ve tercih
edilen epitop yakinlig1 sebepleri ile sterik uyumsuzluk da s6z konusu olabilir. Bu durumda,
Western blot ve diger teknikler ile antikor-antijen iliskilerinin daha iyi karakterize edilerek
dogru eslesmelerin saglanmasi onemlidir. Sterik engel azaltici tedbirler ise ELISA
plakalarinin kati ylizeyleri yerine, lateks boncuklar gibi kismi hareket olanagi tantyan
yapilara antikorlarin tutturulmasi, IgM’lerin indirgeyici ajanlarin kullanimi ile monomerize
edilmesi, IgM’lerin enzimlerle muamele edilerek daha kii¢lik formlarinin olusturulmasi ve
antikora 6zgii agir ve hafif zincir bilgilerinin edinilerek rekombinant antikor formlarinin

gelistirilmesi olabilir (Taussig vd., 2007; Kamatchi vd., 2016; Weller, 2016; Teye vd., 2017).
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e Noraminidazin tespiti i¢in sandvi¢ ELISA yaklasimi terk edilerek yarigmalt ELISA
tekniklerinin optimizasyonu denenebilir. Bu sayede antijeni ayn1 anda tanmiyabilecek iki
antikor bulma zorunlulugu da ortadan kalkacak, tek antikor ile c¢alisma
gerceklestirilebilecektir. Dezavantaji ise, analiz i¢in enzim ile isaretlenmis ndraminidazlarin
kullanilmasinin da gerekecek olmasi nedeni ile zorluk ve maliyetidir.

e [gM/IgM monoklonal antikorlariin  kullanildigi  sandvi¢  ELISA’larin
uygulanabilmesi amaci ile ayni tipte ndraminidaza baglandigi gosterilen IgM’lerden en az
birisi saflastirilarak yeni kombinasyonlar denenebilir. Alternatif olarak, farkli tipte hafif
zincir tagtyanlar IgM tipi antikorlarin bulunmas: halinde, saflagtirma yapilmaksizin yeni
kombinasyonlar olusturulabilir ve hafif zincire 6zgii ikincil antikorlar kullanilarak analizler
gergeklestirilebilir.

e Noraminidazin C. perfringens tanisinda hedeflenebilir bir protein olup olmadiginin
anlasilmasi i¢in monoklonal antikorlarin iyilestirilmesine ihtiyag duyulmaksizin, poliklonal

IgG/1gG antikorlar kullanilarak ¢alismalar yiiriitiilebilir.
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5. SONUC

Bu calismada, C. perfringens noraminidazlarin1 tanmiyabilecek monoklonal
antikorlarin gelistirilmesi ve gelistirilen antikorlarin kullanildig1 C. perfringens ELISA tani
kiti prototiplerinin olusturulmasi hedeflenmistir. Monoklonal antikor iiretimi i¢in hibridoma
tekniginden yararlanilmis, antijen olarak ise ticari olarak edinilmis C. perfringens
noraminidazlar1 kullanilmistir.

Calismalar sonucunda, IgM tipinde 26 farklt mAb elde edilmistir. ELISA teknigi ile
gerceklestirilen ¢capraz reaksiyon testlerinde bu antikorlardan 19’unun hem BSA hem de siit
tozu bloklamasinda, 3’liniin yalnizca BSA bloklamasinda, 4’iiniin ise yalnizca siit tozu
bloklamasinda kullanilabilecegi gosterilmistir. Gelistirilen tiim antikorlar kullanilan ticari C.
perfringens noéraminidaz irlniine karsi kuvvetli indirekt ELISA yanit1 olusturmustur.
Ancak, bu antikorlar kullanilarak gergeklestirilen sandvi¢ ELISA teknigine dayali, saha
orneklerinde C. perfringens tanist denemeleri ve C. perfringens tani kiti prototiplerinde ise
yanit alinamamistir. Sandvi¢ ELISA uygulamalarinin ayni1 anda ayni antijene baglanabilen
iki antikor kullanimi1 gereksinimi nedeni ile antikorlarin néraminidaz 6zgiinliiklerinin ortaya
konulmasi amacglanmis ve Western blot ¢alismalart yiiriitiilmiistiir.

Test edilen antikorlardan 1C7, 3C5 ve 5A9’un 77 kDa bolgesine baglandigi ve
NanlI’ya 6zgiin olabilecegi gosterilmistir. Diger antikorlarda ise spesifik olan veya olmayan
baglanma goriintiilenememistir. Bu nedenle, native jel elektroforezi sonras1 Western blot
uygulamasinin yan sira, kullanilan antijen miktari, antikor miktari, bloklama ¢ozeltisi
optimizasyonlar1 ile c¢aligmalar siirdiiriilmelidir. Ek deneme olarak, kullanilan ticari
noraminidaz tiriinlerinin safsizliklar tasidig ve sandvi¢ ELISA kombinasyonlarinda yer alan
farkl1 arastirici veya firmalarca tiretilmis diger birincil ve ikincil antikorlarin bu safsizliklar
da tamidig1 goriilmiistiir. Bu sebeplerle, prototipte yer alacak antikorlarin igerigi iyi bilinen
antijenler ve noraminidaz igermeyen hiicrelerin kullanimi ile veya taninan proteinin
saflastirilip enzim aktivitesi incelenerek 6zgiinliiklerinin teyit edilmesi gerekmektedir.

Bu calisma stirecinde, kullanilabilecek antikor iiretim teknikleri arasindan sahip
oldugu in vivo antikor olgunlastirma mekanizmalar ile yiiksek afiniteye, ¢oziiniirliige,
fizyolojik ve kimyasal dayanima sahip antikorlarin gelistirilmesine olanak taniyan
hibridoma teknigi tercih edilmis (Spencer vd., 2012; Rabia vd., 2018) ve basar1 ile
kullanilmistir. Antijen tercihi yoniinden ise C. perfringens ndraminidazlar1 arasinda ortak,
C. perfringens’e 6zgii dizi bolgelerini tasiyan peptidlerin dizayn1 ve antijen olarak kullanimi

ile tam boyuttaki enzimlerin dogrudan kullanimi degerlendirilmistir. Kisa peptidler yerine,
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daha uzun bolgelerin veya tam boyut proteinlerin kullanimi dogru protein katlanmalar1 ve
sunulan epitoplar1 yoniinden birden fazla hedefe Ozgiin antikorlar gelisimine olanak
verebilmesi yoniinden avantajlidir. Dezavantaj ise tiirler aras1 benzerlik tasiyan bolgelerin
de sunulabilmesi, bdylece hedef proteine karsi Ozgiinliik saglansa da tiir 6zglnligi
saglanmasinin gii¢ olmasidir (Li vd., 2014; Greenfield vd., 2021). Calismamizda, alanda
giivenilir kabul edilen bir firma tarafindan halihazirda C. perfringens néraminidazinin ticari,
fonksiyonel ve saflastirilmig formlarimin piyasaya sunuluyor olmasi erisim kolayligi
yoniinden de avantaj kabul edilmis ve antijen olarak tam boyutlu enzimleri igeren bu ticari
tiriinler kullanilmistir.

Calisma dizayninda, yiiksek safliktaki antijene en ¢ok ihtiya¢ duyulan
immiinizasyonlar sirasinda ticari formlar arasindan yiiksek saflikta olanlar tercih edilmistir.
Hibrit taramalar1 ve capraz reaksiyon analizlerinde ise orta safliktaki ndraminidaz formu
kullanilmistir. Taramamalar sirasinda, C. perfringens’in ndraminidazini tanimasinin yani
sira, tan1 i¢in gelistirilecek prototipte karsilasilabilecek olasi diger antijenleri tanimadiginin
da detayl1 bir sekilde ortaya konulmasi planlanmistir. Bu amagla, kanda yiiksek oranda
bulunan hayvan proteinleri ile de ayrintili capraz reaksiyon testleri yliriitiilmistiir. Basarili
antikorlarin ise prototipte denenmesi ve son asama olarak da edinilecek diger canli
noraminidazlar1 ile de test edilmesi planlanmistir. Caligmalar sonucunda, ticari C.
perfringens ndraminidazi ELISA’da taniyabilen 26, hem ELISA hem Western blotta taniyan
3 mAb gelistirilmistir. Ancak, yapilan analizler kullanilan ticari iiriinlerde safsizliklar
oldugunu da gosterdiginden, ek dogrulama analizlerinin 6zgiinliiglin teyit edilmesinde
faydal1 olacag1 degerlendirilmektedir.

Elde edilen mAblar ile C. perfringens tanisina olanak verecek ELISA prototipi
olusturmaya calisilmis, bu amacla biiyiik molekiillerin tespitinde yaygin olarak kullanilan
sandvi¢ ELISA denemeleri yiiriitiilmiistiir (Rhiel ve Becker, 2021). Yapilan ¢caligmalarda ise
diisiik sinyal/gliriiltii oranina sahip, tekrarlanabilirlik yoniinden sorunlu, bu sebeplerle de
basarisiz sonuclar elde edilmistir. Kendi baglarina indirekt ELISA’da yiiksek afinite ile
calisan antikorlarin, sandvi¢ ELISA’da kullanilabilmesi i¢in antijene ayni anda, yliksek
afinite ile baglanabilen iki antikorlu kombinasyonlarinin olusturulmasi gerekmektedir. Bu
sebeple, antikorlarin tanidig1 néraminidaz tiplerine olan 6zgiinliikleri de gbz oniine alinarak
ve sterik engel azaltici tedbirler uygulanarak yeni kombinasyonlarinin olusturulmasi
gerekmektedir (Li vd., 2016; Weller, 2016). Ayrica, kullanilan ikincil antikorlardan

kaynaklanan giiriiltiinlin azaltilmas1 amaci ile ikincil antikorlarin ek saflagtirmalarla
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iyilestirilmesine, alternatiflerinin kullanilmasina veya isaretli primer antikorlarin elde
edilmesi ihtiyag¢ vardir.

Monoklonal antikor iiretimi elli y1la yaklasan tarihi ile iyi karakterize edilmis, yaygin
kullanim1 olan ve farkli avantajlar sunan bircok teknikten yararlanmaktadir. Ancak
organizmalarin dogrudan kullanildig1 hibridoma tekniginden biiyiik dl¢lide in vitro ilerleyen
faj goriintiileme teknigine kadar, kullanilan tiim teknikler canliya 6zgli immiin sistem ve
gelisecek immiin repertuarin 6ngoriilemezliklerini tasimaktadir (Bradbury vd., 2018; Liu ve
Wu, 2018). Gelistirilecek olan antikorlarin ise 6zgiinliikk ve yiiksek afinite gibi temel
ozelliklerin yan1 sira, hedeflenen uygulamaya gore yiiksek ¢oziintiirliik, 1s11 ve kimyasal
dayanim, depolama dayanikliligi gibi farkli ozelliklere sahip olmasina da ihtiyag
duyulabilmektedir. Dogru organizma sec¢iminden, antijene, immiinizasyon protokoliinden,
dogrulama metodolojisi ve hedef kullanima uygunluga kadar bircok siire¢ basarida
belirleyici rol oynamaktadir. Ek olarak, antikorlarin afinite, ¢oziiniirliik, 1siya dayaniklilik
gibi baz1 Ozellikleri hedef antikorun elde edilmesinden sonra da yiiksek oranda
gelistirilebilirken, en 6nemli 6zelligi olan 6zgiinliigii ¢calisma baslangicinda belirlenmek
zorunda olan antijene baghdir ve sonradan limitli gelistirme potansiyeli tasimaktadir
(Meliopoulos ve Schultz-Cherry, 2018; Simons vd., 2020; Liew vd., 2021).

Bu tez caligmasi, hibridoma teknigi ile antikor gelistirme siirecinin dinamikligini ve
dogrulama calismalarinin 6nemini de gostermektedir. Gelistirilecek olan herhangi bir
immiinolojik yontemin basaris1 antikorunun kalitesi ile yakindan ilgilidir (Peruski ve
Peruski, 2003). Yiiriitiilen calismada antijenin se¢imi, gelisen antikor tipinde belirleyici
olabilecek immiinizasyon takvimi uygulanmasi, ¢ok sayida antijen ile gerceklestirilen capraz
reaksiyon analizleri, tiretilen IgM tipi antikorlarin basarisini arttirabilecek sandvig ELISA
prototip optimizasyonlari ile ¢calismaya yon verilmeye calisilmistir. Antijendeki safsizliklar
ve IgM tipi antikorlara yonelik, ¢alisma basarisini artirici ¢oziimler iiretilmeye caligilmistir.

Sonug olarak, bu ¢alisma ile C. perfringens néraminidazlarina karsi IgM tipinde 26
farkli mAb {iretilmig, bunlardan 3 tanesinin ELISA tekniginin yani sira, Western blot
tekniginde de uygulanabilecegi gosterilmistir. Sandvi¢ ELISA teknigine dayanan,
C. perfringens tanisinda ndraminidaz kullaniminin incelenmesini saglayacak prototipler ise,
uyumlu antikor c¢iftleri bulunamamasi nedeni ile olusturulamamistir. Ek olarak, tesadiifen
BSA proteinine yiiksek afinite gosteren, IgM tipindeki 4F3 mAb da elde edilmistir. Alandaki

caligmalarin devam etmesine ihtiyag duyulmaktadir. Sonuclar, antikor gelistirme
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caligmalarinda karsilagilan siirecin dinamikliginin gosterilmesi ve cok yonlii dogrulama

calismalar yliriitilmesinin 6nemini de ortaya koymaktadir.
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