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Projede, TUBITAK MAM Gen Mihendisligi ve Biyoteknolojisi Enstitlisii biinyesindeki mevcut olanak ve teknolojiler
kullanilarak, tum dunyay! etkisi altina alan SARS-CoV-2 virUsune karsi bir notralizan rekombinant antikor
yapisinin gelistiriimesi amaglanmaktadir.

Bu kapsamda EnstitUmizde uygulanmakta olan Memeli gosterim, Faj gosterim ve Hibridoma Teknolojileri
kullanilarak anti Covid-19 insan vel/veya fare scFv yapilarinin geligtirimesi ve fare scFv'lerinin insansilagtiriimasi
hedeflenmektedir.

COVID-19'a Karsi Notralizan Antikor Gelistirilmesi
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Covid-19 virus spike proteinlerine ait epitop bolgeleri literatirden belirlenmis ve peptitler
sentezlettirildi.

Covid-19 Spike protein ticari olarak satin alindi.

Covid-19 Spike proteinini iceren memeli ve bakteri ekspresyon vektorleri ticari olarak temin edildi.
Bu vektorlerin ekspresyonlari uygun sistemlerde yapilarak, saflastirma calismalari ile rekombinant
Covid-19 Spike proteini elde edilecektir.

Diger viral antjenler ve hucresel hedefler icinde benzer calismalar devam etmektedir.

Elde edilen proteinler ve epitop bolgeleri diger is paketlerinde bagisiklama ve secgim ¢alismalarinda
kullanilacaktir.



ScFv Notralizan Rekombinant Antikorlar
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Tek Zincirli Degisken Parca (Single Chain Variable Fragment = ScFv) normal antikor
molekulunden farkli olarak birbirlerine 15-20 amino asitlik linker peptitle baglanmig bir agir (V) ve
bir hafif (V) degigken bolgeden olugsmaktadir. ScFv (V, & V,) nin her bir alt Unitesi antijen
baglanmasindan sorumlu 3 hypervariable complementary determining bolgeler (CDRs). Bu

nedenle, ScFv ler an IgG molekulinun tam baglanma aktivitesine sahip en kicuk unitesi olup
yaklasik 25 kDa buyukligundedirler.
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IP2. MEMELI GOSTERIM ILE ANTIKOR GELISTIRME
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COViD-19 pozitif hasta kanlarindan elde
edilecek olan cDNA'den insan VH ve VL

. . scFv
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COVID-19 scFv-Fc eksprese eden hiicre hatlarinin in-situ ortamda
otomatize cihaz ile belirlenmesi ve segimi

insan scFv-Fc kiitiiphanesi
eksprese eden stabil CHO-K1
hucrelerinin semi solid
ortama ekilmesi

Human scFv-Fc scFv-Fc salgilayan ClonePix cihazinin
eksprese eden CHO-K1  kolonilerin, floresan- goriintiileri analiz
klonlarinin biyiimesi COVID-19 antijen edip, istenilen

ozgunluklerine gore klonlari toplamasi

belirlenmesi



Antikorun Karakterizasyonu

ELISA SDS-PAGE

pNPP substrate —>» * signal
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Anti-Human IgG (Fc specific)-alkaline
phosphatase antibody

scFv-Fc human antibody library
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COVID-19 antijen

Assay plate

Antikorlar ELISA, SDS-PAGE, WesternBlot ve Surface Plazmon
Resonans yontemleri ile kontrol edilecektir



IP3.1 ve IP3.2 REKOMBINANT ANTIKOR YAPILARIN FAJ
GOSTERIM ve HIBRIDOMA TEKNOLOJILERIYLE GELISTIRILMESI
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IP3.3 Fare Antikorlarinin Hibridoma Teknolojileriyle Geligtirilmesi
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Monoklonal antikor uretimi igin Fuzyon uygulamalari Fare scFv yapilarinin
insansilastiriimasi




Antikorun Karakterizasyonu

SDS-PAGE

ELISA

pNPP substrate —)* signal
Enz.

" Anti-Human IgG (Fc specific)-alkaline
phosphatase antibody

scFv-Fc human antibody library
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COVID-19 antijen

Assay plate

Antikorlar ELISA, SDS-PAGE, WesternBlot ve Surface Plazmon
Resonans yontemleri ile kontrol edilecektir



IP4. PLAZMADAN ANTIKOR SAFLASTIRILMASI
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Salt is added, forcing unwanted proteins to precipitate.
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Serumlara Kaprilik asit veya ammonyum Protein A/Protein G affinite kolonlari
kullanilarak protein safsizliklarindan

yontemi ile, icerisinde antikor bulunan istenmeyen  proteinlerin ~ ¢ogunlugunun kurtulunmasi hedeflenmektedir.
serum ve kan hdcreleri birbirinden ¢cokmesi saglanacaktir.
ayristirilacak

Covid-19 bulastiktan sonra iyilesmis
donor kanlarindan, aferez veya santrifuj sulfat ile ¢Okturmeye uygulanacaktir,

ihtiyag halinde iyon degisim kromatografi
basamaklari gibi ekstra basamaklar
eklenecektir.




Antikorlarin Karakterizasyonu

SEC-HPLC

SDS-PAGE

Surface  Plazmon  Resonans Antikorlarin agregat analizleri bu
yontemi ile proteinlerin baglanma yontem ile yapilacaktir.
kinetik analizleri yapilacaktir

Saflastirma sonunda antikorlarin
safsizliklari ve yapilari SDS-PAGE
ve WesternBlot yontemi ile kontrol
edilecektir



IP5. ETKINLIK CALISMALARI

Yukarida bahsi gecen yontemelerden elde edilecek anti-COViD-19 human/kimerik
scFv antikorlarinin etkinlik caligmalari gerceklestirilecektir.

5.1. in vitro ¢caligmalar

« Plak-azaltma nétralizasyon testi, (Plaque Reduction Neutralization Test-PRNT)

» Virus notralizasyon deneyi.

5.2.in vivo ¢aligmalar

Karsi Koyma Deneyleri



MEVCUT DURUM

IP1

Peptit yapilarinin belirlenmesine yonelik analizler tamamanmis
ve proje ortagimiz acibadem universitesinde sentezlendi.

Haftaya immunizasyona basliyoruz.

Proteinini kodlayan rekombinant plazmitlerinin memeli ve bakteri
ekspresyon plazmitlerinin satina alinmistir.

IP2 ve IP3.1

Covid-19 pozitif 8 hastadan kan temin edildi.

Kanlardan mRNA izolasyonlari gergeklestirildi. cDNA ya
cevrildikden sonra rekombinant insan scFv yapilari olusturulup
memeli gosterim ve faj gosterim teknolojileri ile taramalari
gecilecektir.
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