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OZET

Bu caligmada, si8ir vebast viriisiiniin (RPV) hemaglutinin proteinine (H) karsi monoklonal antikor (MA)’larin {iretimi ve bu
antikorlarin karakterize edilmesi amaglandi. Mevcut ¢alismada, ilk olarak, RPV’nin as1 susuyla (RBOK) immunize edilen
farelerin dalak hiicreleriyle myeloma hiicreleri (FO) polietilen glikol-dimetil siilfoksid (PEG/DMSO) yardimiyla fiizyon
islemi yapildi. Hibrid hiicrelerin se¢imi hipoksantin-aminopterin-timidin (HAT) igeren hiicre kiiltiir vasatinda gergeklestirildi.
Sigir vebasi viriisuna kars1 antikor salgilayan hibrid hiicre kuyucuklarmin se¢imi enzime bagli immunosorbent deneyi
(ELISA) ile yapildi. Limiting dilusyon islemini takiben gergeklestirilen sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforez
(SDS-PAGE) ve immunblotting ile H proteinine kars1 antikor salgilayan klonlar belirlendi. Klonlara ait antikorlarin alt tipleri
ve notralizasyon etkileri gibi baz1 6zellikleri karakterize edildi. Bu ¢aligma ile, RPV viriisiiniin hemaglutinin proteinine karsi
MA’larin iiretilmesi ve bu antikorlarin karakterize edilmesi ger¢eklestirilmistir.
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ABSTRACT

Production and Characterization of Monoclonal Antibody to Heamagglutinin Protein of Rinderpest Virus

In this study, production and characterization of monoclonal antibody (Mabs) to heamagglutinin protein of rinderpest virus
(RPV) were aimed. In present study, initially, splenocytes from the mice immunized with RPV-RBOK and myeloma cell line
(FO) were fused by polyethylene glycol-dimethyl sulfoxide (PEG/DMSO). For the selection of hybrid cell lines, the cell
culture media containing hypoxanthine-aminopterin-thymidine (HAT) was used. An enzyme linked immunosorbent assay
(ELISA) was utilized to select hybrid cell line producing antibodies against RPV. After limiting dilution procedure, sodium
dodecylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and immunblotting were used to determine the specifity of
anti-H Mab. These antibodies were characterized for certain properties such as sub-type and neutralization affect. With this
study, production and characterization of monoclonal antibody (Mabs) to heamagglutinin protein of rinderpest virus (RPV)
was carried out.
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GIRIiS
Sigir  vebast  hastaligit  evcil ve yabani olusan sivisal yanit enfeksiyona karsi korunmada
ruminantlarin =~ %95 mortalite ve morbiditeyle onemli rol oynar (7, 8) Yukaridaki nedenlerden

seyreden akut, atesli bir hastaligidir. Uzun yillar
devam ettirilen savagim neticesinde iilkemizde,
bugiin, bu hastalik goriillmemektedir (1). Ancak, bazi
Asya ve Afrika tlkelerinin hastaligi eradike edeme-
mis olmalar, iilkemizi hastaligimm yayilmasi
bakimindan riskli duruma disiirmektedir (2, 3). Bu
bakimdan, iilkemizin bu hastaliga karsi yeterli bilgi
birikimi ve teknolojik ekipmanlara sahip olmasinda
yarar vardir.

Sigir vebasi viriisiiniin (rinderpest viriis, RPV) en
onemli zarf proteinlerinden biri olan, hemaglutinin
proteini (H) viriisiin biyolojisi agisindan gereklidir
(4). Bu protein hedef hiicre resdptdriine viriisiin
baglanmasini saglayarak, enfeksiyonu baslatir (5, 6).
Ayrica, viriisle enfekte konakgida H proteinine karsi

dolayi, H proteini gerek enfeksiyonu engellemek
amaciyla gerekse teshis igin viriisiin oncelikli hedef
proteini olarak siklikla ¢alisilmistir (9-11).

Virolojide kullanilan teshis yontemlerinin pek
cogunun temel kurgusu antijen-antikor iligkisine
dayalidir. Bu amagla antikor olarak poliklonal yada

monoklonal antikor (MA)’lar kullanilmaktadir.
Ozgiilliikleri ~ nedeniyle, =~ MA’nm  poliklonal
antikorlara kiyasla viral teshis yOntemlerinde

kullanilmalari hizla artmistir ve bu nedenle bir ¢ok
viriisiin dnemli proteinlerine kargt MA’lar tiretilmistir
(10-12).

Bu ¢alismada, sigir vebasi viriisiiniin en dnemli
yapisal proteinlerinden biri olan H proteinine kars1
MA’larm iiretimi ve bu antikorlarin karakterizasyonu
amaglanmigstir.

: Bu ¢aligma frem GULACTI’min doktora tezinin 6zeti olup Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan (fiibap 528)

desteklenmistir.
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GEREC ve YONTEM

Viriis : Bu ¢alismada, sigir vebasi viriisiiniin ast
susu (RBOK) kullanildi. Bu viriis Afrika Yesil
Maymun Bobrek (Vero) epitel hiicresinde iretildi.
Sitopatik etki %80’ne ulastig1 zaman enfekte hiicre
st sivist toplandi. Viriisiin  hiicre kiiltiirindeki
enfeksiyozite giici DKIDsy: 10*°/0,1 ml olarak
belirlendi. Enfekte hiicre st sividan polietilen glikol
(PEG) presipitasyon metoduyla kismi piirifiye viriis
elde edildi (13).

Farelerin immunizasyonu : immunizasyonlarda
6-8 haftalik 5 tane disi Balb/c fareleri (Gebze
Marmara Arastirma Enstitiisii, Kocaeli) kullanildi.
Polietilen Glikol presipitasyon yontemi ile elde
edilen RPV antijeninin 200 pl ile Freund Complete
Adjuvant’in (Sigma Chemical Co., St. Louis MO.,
USA) 200 pl’si cift gegisli enjektor kullanilarak
emiilsifiye edildi (14). Bu karisim farelere
intraperitonal (IP) yolla verildi. [lk immunizasyondan
15 giin sonra, ayni miktarda viriis bu kez Freund
Incomplete Adjuvant (Sigma Chemical Co., St. Louis
MO., USA) ile emiilsifiye edilerek, IP yolla
uygulandi. Immiinizasyondan bir hafta sonra
farelerden intraorbital yolla kan alinarak serumlari
cikarildi. Elde edilen bu serumlar ELISA ile test
edilerek en iyl immun yanit1 veren fare belirlendi. Bu
fareye IP yolla 500 ul kismi piirifiye RPV antijeni
tekrar  verildi. Bu farenin dalak hiicreleri
immunizasyondan {i¢ giin sonra flizyonda kullanildi.

Fiizyon : En son immunizasyondan {i¢ giin sonra
fiizyonda kullanilacak fare dislokasyon yontemiyle
oldiiriildii. Bu farenin dalagi ¢ikartildi ve dalak
hiicreleri hiicre vasat1 ile 3 kez yikandi. Fiizyondan
bir hafta 6nce hiicre iiretme vasatinda (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium Nutrient Mixture F-12;
Sigma Chemical Co., St. Louis MO., USA)
iretilmeye baslayan myeloma hiicreleri (FO;
American Type Culture Collection, MD, USA) de es
zamanli olarak hiicre vasatinda yikandi. Fiizyon
amaciyla yaklasik 20 milyon myeloma hiicresi ve 80
milyon dalak hiicresi PEG/DMSO ile fiizyon
islemine tabi tutuldu. Hiicreler %20 f6tal calf serum
(FCS) ve HAT (hipoksantin-aminopterin-timidin)
iceren segici vasatla silispanse edildi. Hiicre
stispansiyonlar1 24 kuyucuklu hiicre kaplarinin her
kuyucuguna 1 ml olarak dagitildi. Kaplar % 5 CO2
igeren etiive kaldirildi (14).

Fiizyonun besinci giiniinde kontrol kuyucuklari
hari¢ tiim kuyucuklardan vasat almarak alinan miktar
kadar HAT 11 vasat birakildi. Takip eden giinlerde ii¢
giin arayla ayni islem tekrar edildi. Fiizyonun 14.
giiniinden sonra, kuyucuklardan alinan HAT’l1 vasat
yerine ayni miktarda HT (hipoksantin-timidin) igeren

vasat birakildi. Uremenin oldugu kuyucuklar
belirlenerek bu kuyucuklardan iist sivi alindi ve
ELISA’da test edildi (14).

Enzime Bagh Immunosorbent Deneyi
Farelerin immunize edilmesinde PEG piirifiye RPV
antijeni kullanilmasina ragmen, ELISA’da iist sivilar
test etmek icin ELISA kaplarma tam piirifiye RPV
antijeni (Hayvan Saglig1 Enstitiisii, Pirbright, UK)
kaplandi. Hibridoma iist stvilari ile immun fare, non-
immun fare ve FO st sivilar1 tam pirifiye RPV
antijeni bagli kaplarda Doymaz ve ark. tarafindan
bildirilen yontemle test edildi (14).

Limiting Diliisyon : ELISA sonucu, RPV’a
0zgiil antikor salgiladiklar belirlenen kuyucuklardaki
hiicreler 25 c¢m®lik hiicre iiretme kabma alinarak
cogaltildi. Cogaltilan bu hiicrelerin % dondurulurken,
geri kalan hiicrelerle limiting diliisyon islemi yapildi
(15). Bu islemde 1 ml vasata 10 tane hiicre diisecek
sekilde diliisyonun yapilmasi ve bdylelikle 96
kuyucuklu kaplarin  her kuyucuga bir hiicre
disiiriilmesi  amaglandi. Bir ml vasat iginde
sulandirilan hiicreler 10 adet kuyucuga aktarildi ve
tek hiicre diisen kuyucuklar isaretlendi. Bu
kuyucuklar yeterli hiicre sayisina ulastiklarinda, tist
stvilarindan ELISA islemi tekrarlandi. ELISA’da
pozitif oldugu belirlenen kuyucuklardaki hiicreler 25
em®lik hiicre iiretme kaplarinda ¢ogaltildi. Bu
kaplardaki st sivilar 10 giin sonra toplandi ve iist
stvilar SDS-PAGE ve immunblotting ile test edildi.
Ayrica, tst sivilar SDS-PAGE ve immunblotting
sonuglart1 alindiktan sonra alt tip tayininde
kullanilmak i¢in — 20 °C’ye kaldirildi.

Kaplarda kalan hiicreler sirastyla 75, 125 ve 250
em”lik hiicre kiiltiir kaplarinda gogaltild. Ust sivilar
saklanirken hiicreler dondurularak azot tankinda
saklandi. Bu hiicreler 2 ay sonra ¢ozdiiriilerek antikor
iiretme yetenegi ELISA ile tekrar test edildi.

Antikorlarin alt tip tayinlari, ticari (Sigma
Chemical Co., St. Louis MO., USA) bir fare IgG
tiplendirme kiti (Mouse Monoclonal Antibody
Isotyping Reagent) kullanilarak belirlendi.

SDS-PAGE ve immunblotting : Bu amagla, ilk
olarak, PEG piirifiye RPV ve enfekte olmayan Vero
proteinleri %5 yigimlayict ve % 10 ¢oziicii jelde
yiriitiildii. Daha sonra yiiriitiilen proteinler
nitroselilloz membrana trasfer edildi. Transfer
islemini takiben nitroseliiloz membran uzun seritler
halinde kesildi. Bu seritler kullanilarak ELISA
pozitifligi belirlenen ve 25 cm®lik hiicre iiretme
kaplarinda ¢ogaltilan fiizyon ist sivilari Doymaz ve
ark. tarafindan bildirilen yontemle test edildi (14).



Immunoblotting de belirlenen bantlarin yaklasik
biiyiikligii tiretici firmanin belirtmis oldugu metot
kullanilarak (Sigma Chemical Co., St. Louis MO.,
USA) Relative mobility (Rf) hesaplamasina gore
belirtildi.

Nétralizasyon : SDS-PAGE and immunblotting
ile H proteinine karsi antikorlarin belirlendigi iist
stvilarin noétralizan etkileri Vero hiicreleri iizerinde
test edildi (16).

BULGULAR

Calisma boyunca RPV ile immunize edilmis 5
tane fare kullanildi. Ilk iki fiizyon denemesinde
hi¢bir hibridoma olusumu goézlenmedi. Diger fig
flizyon denemesinde toplam 150 farkli hibridoma
klonu olustu.

Genel olarak flizyonlarin 4. giiniinden sonra 4-5
hiicreden olusan hibridoma kolonileri tespit edilmeye
baslandi (Sekil 1). Bu kolonilerdeki hiicrelerin
sayllarmin 10. giinde artmaya basladig1 gozlendi
(Sekil 2).
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Sekil 1. Fiizyonun 4. giiniinde hibridoma kolonilerinin
mikroskobik goriintiisii (100X).

Sekil 2. Fiizyonun 10. giiniinde hibridoma kolonisinin
mikroskobik goriintiisii (100X).
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Fiizyonun onyedinci giiniinde hiicre iiremelerinin
devam ettigi kuyucuklar belirlendi ve kuyucuklardan
alinan st sivilar ELISA ile test edildi. ELISA
sonucunda, i¢ fiizyonda 150 farkli hibridomanin
12’sinin RPV’ye spesifik antikor olusturdugu tespit
edildi.

ELISA  verilerinden sonra gerceklestirilen
limiting dilusyon isleminde tek hiicrelerin diistiigii 20
tane kuyucuk elde edildi. Limiting dilusyon islemini
takiben yaklagik 15. glinde bu kuyucuklarda alinan
iist sivilar da ELISA ile test edildi ve bu hiicrelerin
RPV antikoru tiretmeye devam ettigi saptandi.

Limiting dilusyon asamasindan sonra H 0zgiil
klonlar1 segmek icin SDS-PAGE ve immunblotting
deneyi gerceklestirildi. Bu testler sonucunda ELISA
ile RPV’ye spesifik antikor olusturan 20 tane tek
klondan elde edilen {ist sivilarin yalnizca 4 tanesinin
yaklagik 75 kilo Dalton (kDa)’luk H proteiniyle
pozitif immun reaksiyon verdigi belirlendi (Sekil 3).

1 2 M

205 kDa

116 kDa

66 kDa
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Sekil 3. Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid  jel
elektroforez ve immunblotting deneyleri ile H proteinine
pozitif reaksiyon veren antikorun iretildigi klonun
belirlenmesi. M; Marker, 1; Enfekte olmayan Vero hiicresi 2;
PEG piirifiye RPV.

Bu antikorlarin ELISA ile izotiplendirilmeleri
neticesinde, iki tanesinin IgGl, diger ikisinin ise
IgG2b ve IgG2a izotipleri olduklari tespit edildi.
Gergeklestirilen notralizasyon denemeleri sonucunda
antikorlarin  hi¢  birisinin  noétralizan  6zellikte
olmadiklart goriildi.

TARTISMA

Monoklonal antikor iiretiminin basarilabilmesi
icin  oOncelikli  olarak  fiizyonun  basariyla
gerceklestirilmesi gerektigi vurgulanmaktadir (17).
Iki farkli hiicrenin membranlarinin bilestirilerek tek
hiicre elde edilmesinin teorikte oldugu kadar kolay
olmadigr bu teknolojiyi kullanan bilim adamlan
tarafindan kabul edilmektedir. Fiizyon isleminin
olabilmesi veya daha etkin oranda gergeklesmesi igin
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gerekli olan ilk kriter fiizyonda kullanilan uygun
ajandir. Uzun yillardir bu amagla PEG tek basina
kullanilmistir. Ancak, PEG ile birlikte DMSO’nun
kullanimimin fiizyon etkinligini artirdig1 belirtilmistir
(15). Bu nedenle, ilk iki fiizyon denemesi harig, bu
calismada son 3  fizyonda  PEG-DMSO
kullamlmistir. {lk iki flizyondaki basarisizliklarin
nedeni yalnizca flizyon ajanina baglanmadigindan
diger fiizyonlarda, flizyonu ve hibrid hiicre
olusumunu etkiledigi bilinen diger bazi parametreler
de degistirilmistir.  Bunlar; fiizyondan sonra
kullanilan vasatlarin ve serumun klon olusumu igin
test edilmis olmasi, ¢ok saglikli myeloma
hiicreleriyle flizyona girilmesi ve flizyon giliniinden
sonraki pH’nin giinlilk olarak takibidir. Yapilan bu
degisiklikler neticesinde son 3 flizyonda da basarili
sekilde hibridoma elde edilmistir.

Bu ¢aligmada ELISA’da kati faz antijeni olarak
tam pirifiye viris partikiili  kullanilmistir.  Bu
nedenle, ELISA sonucu belirlenen pozitifliklerin
viriisiin yalnizca zarf proteinlerine karst olmasi
beklenmektedir. Sonug olarak, bu ¢alismada, RPV’ye
0zgil antikorlar salgiladigi ELISA ile belirlenen 12
farkl1 hibrid hiicre klonundan elde edilen {ist sivilarin
ya H ya da RPV’nin fiizyon (F) proteinine karsi
antikorlar1 Uiretmeleri beklenen bir durumdur. Ancak,
bu st sivilarin yalnizca 4 tanesinin H proteinine
Ozgiil immun tepkime verdigi SDS-PAGE ve
immunblotting ile belirlenmistir. Diger 8 iist sivida
ise her hangi bir proteine karst reaksiyon
saptanmamistir. Bu durumun muhtemel nedeni
olarak, SDS-PAGE ve immunblotting de islenen viral
proteinlerdeki  kaynatma esnasindaki  epitopik
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