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OZET

Bazi bakterilerin yiizeyinde insan ve diger memeli organizmalardaki antikorlara ve bazi proteinlere baglanma
ozelligine sahip olan protein yapisinda molekiiller bulunmaktadir. Su ana kadar bu molekiiller az sayidaki
bakteri tlirinde saptanmugtir. Stafilokoklardaki protein A molekiilii, streptokoklardaki protein G molekiilii ve
peptostreptokoklardaki L proteini bu molekiillere 6rnektir. Bu proteinlerin farkli organizmalardaki ve
insanlardaki antikor sinif ve alt siniflarin1 baglama o6zellikleri, egilimleri, giigleri ve antikorlar1 bagladiklart
bolgeler farklilik gostermektedir. Antikor baglayan proteinlerin bu ozelliklerinden faydalanilarak bu
molekiiller biyoteknoloji alaninda monoklonal antikorlarin elde edilmesinde ve 6zelliklerinin incelenmesinde
kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, mikroorganizmalarin yiizeyinde bulunan immunoglobulin baglayan
proteinlerin saptanmasina yonelik orijinal ve pratik bir tarama testinin gelistirilmesi amaglandi. Son yillarda
insanlarda monoklonal antikorlarin ilag olarak sik bir sekilde kullanilmasina bagli olarak, bu ilaglarin viicuttaki
metabolizmasim belirlemek i¢in ilag-anti ilag ELISA sistemleri (idiyotipik-anti idiyotipik antikor ELISA
sistemleri) tiim diinyada yaygin olarak kullanilmaktadir. Bizde ¢alismamizda yontem olarak, immunoglobulin
baglayan protein tagiyan mikroorganizmalar1 saptamak i¢in, bu amaca yonelik simdiye kadar literatiirde
tanimlananlardan farkli “anti-idiopatik antikor (AIA) tabanli” bir ELISA &lgiim sistemi gelistirdik.
Calismamizdaki test antikoru, anti-idiotipik antikor tabanli 6lgiim sistemindeki idiotipik antikordur. Test
antikoru olarak kullanilan bu idiotipik antikor, rekombinant insan immunoglobulin G1 kappa (IgGlxk)
yapisinda ve Tocilizumab (Actemra®) isimli tedavi amagh kullanilmakta olan bir ilagtir. Bu amagla ELISA plaklar1
anti-idiotipik antikor (anti-Tocilizumab) ile kaplandi. Calismamizda mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen
cesitli klinik drneklerden izole edilmis ve tiplendirilmis olan gesitli bakteri ve mantar izolatlar1 kullanildi.
Mikroorganizmalar ¢alisma giiniine kadar -30°C’de saklandi. Calisma giinii mikroorganizmalarin
canlandirilmasimi takiben, besiyerinden alinan mikroorganizma, i¢inde sabit miktarda test antikoru bulunan
soliisyona aktarildi ve kisa bir inkiibasyon sonrasi santrifiij edilerek iist sivida kalan test antikorunun miktari
“anti-idiopatik antikor tabanli ELISA” ile 6l¢iildii. ELISA kuyucuklarina eklenen 6rnek igerisinde eger 6zgiil
oldugu idiotipik antikor (test antikoru) var ise, zemindeki anti-idiotipik antikor bunu spesifik olarak
baglayacaktir. Bu baglama ortamdaki test antikor miktari ile dogru orantili olacak ve baglanmis olanlar yikama
islemi ile ortamdan uzaklagmayacaktir. Zemindeki anti-idiopatik antikor araciligi ile baglanmis olan test
antikoru, ortama eklenen enzim ile isaretli anti-idiopatik antikor’a da baglanacaktir; ¢linkii test antikorumuz
insan IgG1 olup, spesifik baglanmadan sorumlu 6zdes iki adet Fab ucu bulunmaktadir. Dolayisiyla, ortamda
test antikoru var ise miktariyla orantili olarak koprii baglanmasi yapacak, o 6l¢lide renklenmeye neden olacak
ve nicel (kantitatif) bir 6lglim sistemi olusturacaktir. Bu caligma sonunda, mikroorganizmalarda antikor
baglayan proteinlerin varligini1 géstermek i¢in orijinal, hizli ve pratik bir yontem gelistirildi.
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ABSTRACT

Immunoglobulin binding proteins are the molecules that may be found on the surface of some bacteria that
have ability to bind antibodies and some proteins in human and other mammalian organisms. These kind of
proteins have been identified in a small number of bacteria up to the present. Protein A molecule in
staphylococci, protein G molecule in streptococci and protein L in peptostreptococci are examples of these
molecules. Binding specifities of these proteins to antibody classes and subclasses in human and different
organisms, their afinity, strenght, and parts in the antibody molecule that they bind may show differences.
Immunoglobulin binding molecules have been extensively used to obtain and purify monoclonal antibodies in
the area of biotechnology. In this study, it is aimed to develop an original and practical screening method for
the detection of immunoglobulin binding proteins on the surface of bacteria. Due to common usage of
therapeutic antibodies in humans in recent years, drug-anti drug ELISA methods (idiotypic-anti idiotypic
antibody ELISA) have also been widely used worldwide to determine the metabolism of these drugs. In this
study, we developed an original and rapid idiotypic-anti idiotypic ELISA method, different from the techniques
defined in the literature for this purpose so far, to detect immunoglobulin binding proteins on the surface of
bacteria. The test antibody used in our study to detect immunoglobulin binding proteins was the idiotypic
antibody in our idiotypic-anti idiotypic ELISA measurement system. This idiopathic antibody is a recombinant
human immunoglobulin G1 Kappa (IgG1k) molecule, and has been used as a drug, Tocilizumab (Actemra®),
in humans for theurapotic purposes. ELISA microplates were covered with anti-idiotypic antibodies (anti-
Tocilizumab). Bacterial and fungal isolates which were isolated and identified from different clinical
specimens submitted to our clinical microbiology laboratory were used in the experiments. Microorganisms
were maintained at -30°C until the study day. Frozen isolates were transferred to the appropriate growth media
on the study day. After an overnight incubation they were subcultered again and used in the screeening
experiments. Isolates were transferred to the tubes containing a fixed concentration of the test antibody. After
a short incubation period (30 min), tubes were centrifuged and supernatants were measured for the presence of
test antibody with our idiotypic-anti idiotypic ELISA system. If the samples added to the ELISA wells contain
the test antibody, this idiotypic antibody will then bind specifically to the anti-idiotypic antibody in the solid
phase. This binding will directly be proportional to the amount of the test antibody in the supernatant and bound
antibodies will not be washed away from the wells during the washing of the ELISA plates. The bound test
antibody will also bind to the anti-idiotypic antibody conjugate labelled with an enzyme since our test antibody
has two identical Fabs responsible for specific antigen binding. Therefore, if the test antibody is present in the
supernatant, it will cause a bridging directly proportional to its quantity and a color development will be seen
forming a quantitative measurement system. At the end of this study, a fast, original and practical method was
developed in the detection of the immunoglobulin binding proteins on the surface of bacteria.
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1.  GIRIS

Immiinoglobulinler, immiinojenlere (antijenlere) cevap olarak &zgiil uyarim sonrasinda B
lenfositlerin farklilagsmasi ile olusan plazma hiicrelerinden salgilanan ve antikor olarak gorev
yapan glikoprotein yapisindaki molekiilleridir. Immiinoglobulinler spesifik olarak tek bir
veya az sayida yakin iligkili antijenlere baglanir. Aslinda her bir monomerik
immiinoglobulin molekiilii icerdigi 6zdes iki adet Fab bolgelerinin ug¢ kisimlart ile spesifik
bir antijenik bolgeye (epitope/antijenik determinant) baglanir. Antikorlar tarafindan antijen
baglama, antikorlarin primer fonksiyonudur ve konak savunmasina yarar. Bir antikorun
valans1 (birlesme degeri) her bir antikor molekiiliiniin baglayabilecegini antijenik
determinantlarin sayisi ile belirlenir. Tiim antikorlarin valansi en az iki ve bazi durumlarda
daha fazladir. Genellikle bir immiinoglobulinin antijenle baglanmasi1 direkt bir biyolojik
etkiye neden olmaz. Aksine, biyolojik etkiler immiinoglobulinin ikincil efektor, etkin
fonksiyonlarinin bir sonucudur. Immiinoglobulinler cesitli efektér fonksiyonlara aracilik
ederler. Genellikle belirli bir efektor fonksiyonu gerceklestirmesi i¢in antikorun antijenine
onceden baglanmasi gerekir. Ancak her immiinoglobulin izotipi tiim efektor fonksiyonlari
yerine getiremez. Immunoglobulinlerin iyi tanimlanmis olan efektdr fonksiyonlarindan
bazilar1 kompleman fiksasyonu ve cesitli hiicrelere Fc reseptdrii araciligr ile baglanmadir.

Bunun sonucunda asagida belirtilen olaylar gergeklesir [1-3].

e Kompleman fiksasyonu: Hiicrelerin lizisiyle ve biyolojik aktif molekiillerin salinimiyla

sonuglanir.

e (esitli hiicre membranlarinda bulunan Fc reseptorlerine immunoglobulinlerin
baglanmasi: Fagositler, lenfositler, trombositler, mast hiicreleri ve bazofiller
immiinglobulinlere baglanabilecek reseptdrlere sahiptir. Bu baglanma hiicrelerin bazi
fonksiyonlar1 yerine getirmesini indiikler. Bazi immiinoglobulinler ayrica plasental
trofoblastlardaki reseptorlere de baglanarak immiinglobulinlerin plasentadan fetusa

transferine neden olur.

Immunoglobulinlerin yukaridaki efektor fonksiyonlarini molekiil iizerinde bulunan degisik
baglanma bélgeleri aracilig ile gerceklesmektedir. Immunoglobulinlerin primer etkilerinden
sorumlu Fab araciliklar ile antijenlerine 6zgiil baglanmalar1 ve efektor-biyolojik etkilerden
sorumlu  molekiilin  diger bdlgelerinden baglanma ozellikleri yaninda bazi

mikroorganizmalara ait yiizey proteinleri de immiinoglobiilinleri baglayabilmektedir.



Immunoglobulin baglayan bakteriyel proteinler yaklasik 50 yili askin bir siiredir
incelenmekte olan bir konu olup, konunun Onemi ile g¢esitli arastirmalar ve kitap

yayinlanmustir [4-7].

Immiinoglobulin baglayan proteinler (IgBP) genel bir tanimlamadir. Bu molekiiller protein
karakterinde olup, immunoglobulinlere baglanabilen yapilardir. Bu nedenle, asagidaki

yapilarin tamamini genel anlamda tanimlamaktadir.

e Binding immunoglobulin protein: BiP, 78 kDa glukoz ile diizenlenen protein (GRP-78)
veya 1s1 sok 70 kDa protein 5 olarak da bilinen bu protein insanda HSPA5 geni
tarafindan kodlanmaktadir. Bir tiir saperon molekiil olan HSP70 endoplasmik retikulum
liimeninde yerlesiktir ve yeni sentezlenen proteinlerin sitoplazmadan endoplazmik
retikulum liimenine aktarilmasi sirasinda bunlara baglanarak bir sonraki asamadaki

katlanma ve oligomerizasyomlarinda stabil tutar [8, 9].

e Immunoglobulin-binding protein 1 (IgBP1): kandaki B hiicrelerini baglayan bir tiir
proteindir [10-12].

e Bakteriyel immunoglobulin baglayan proteinler (Bakteriyel IgBP, BIgBP): Asagida

prototipleri bulunan genis bir protein grubunu igermektedir.

Protein A: ilk olarak Staphylococcus aureus bakteri hiicre duvarinda tanimlanmig

42 kDa agirliginda proteindir.

Protein G: C ve G grubu streptokoklarin hiicre yilizeyinde bulunmaktadir.
Protein L: Peptostreptococcus magnus bakteri hiicre yiizeyinden izole edilmistir.
Protein M: Grup A streptokok bakteri hiicre yiizeyinde bulunmusgtur.

Yukarida bahsedilen nedenle, hem tezin ana arastirma konusunu gostermesi acisindan hem
mikroorganizmalarda bulunan ve immunoglobulinleri baglanan yapilar1 ifade etmek i¢in
tezin bundan sonraki kisminda bakteriyel immunoglobulin baglayan proteinler “bakteriyel

IgBP” ya da kisaca “IgBP” olarak belirtilecektir.

Degisik memeli tiirlerine ait immunoglobulin G (IgG) molekiillerini non-immiin bir sekilde
baglayan (immunoglobulinlerin antijene baglanma bolgesinin dahil olmadig bir baglanma

sekli) proteinler bakterilerde yaygin olarak bulunmaktadir. Bakteriyel 1gBP’ler biiyiik bir



protein grubunu olustururlar ve mikroorganizmalarda bulundugu yer agisindan, molekiiler
yapt ve agirlik (ortalama 20-350 kDa) agisindan, monomer veya oligomer olmalari agisindan
ve farkli tiirlere ait immunoglobulinlere baglanma 06zellikleri ag¢isindan farkliliklar
gosterirler. Bakteriyel IgBP’ler bakteri hiicre yiizeyinde, kapsiilde ve kiiltiir vasat ortaminda
bulunabilmektedir [13-15]. Ayrica immunoglobulinlerin izotiplerine karsi baglanma
ozellikleri farklilik gdsterebildigi gibi, immunoglobulin molekiilii iizerinde baglandiklar

yer/bolge acisindan da farklilik gosterebilmektedirler [16-19].

Bakteriyel IgBP’ler ortamdaki immunoglobulinleri non-immun sekilde baglamak suretiyle
bakterilerin patojenisitesinde dnemli rol oynamaktadirlar. Bakteriyel IgBP’lerin bu sekildeki
baglanmalar1 bakterilerin kompleman etkisine karst direng artigina yol agmakta;
opsonizasyon ve fagositozu azaltmak suretiyle konak savunmasina/koruyucu faktorlere karsi
bir diren¢ olusturmak suretiyle bakteri lehine avantaj saglamaktadir. Boylece bakterinin

konak immiin sisteminden kagisi i¢in 6nemli bir faktor olusturmaktadirlar [20, 21].

Bakteriyel 1gBP’ler gorece genis bir bakteri grubunda saptanabilmektedir. Gram pozitif
bakteriyel IgBP’ler insan ve hayvan IgG baglama ozelliklerine gore fonksiyonel olarak
tiplendirilmislerdir [22]. Gram pozitif bakteriler bu agidan incelendiginde 1950°li yillardan
itibaren baslayan arastirmalar stafilokok ve grup A, C ve G streptokokal gram pozitif
bakteriyel IgBP konusunda oldukga fazla bilgi birikimine neden olmus, molekiiler yapilarin
ogrenilmesi ve ayrica bazi baglanma mekanizmalarina da aciklik getirmistir. Ornegin IgG
baglama ozelligi olan M proteinleri fonksiyonel tip Il 1gBP’lerdir. Bu tip igerisindeki
proteinler IgG baglama etkinlikleri agisindan oldukga farklidirlar. Bu gruptaki proteinler de
insan ve hayvan IgG baglama 6zelliklerine dayanarak bes subtipe (Ila, IIb, Ilc, Ilo ve 1I’0)
ayrilirlar [17]. Bakteriyel 1IgBP’ler farkli cinsteki gram negatif bakterilerin bazi tiirlerinde de
bulunmaktadir. Gram negatif IgBP’lerin ¢ogunun hiicre zarfinda bulundugu saptanmistir
[18, 23-25]. Ancak, gram pozitif bakteriyel IgBP’lerde oldugu gibi bunlarin da ayrica
kapsiiler materyalde ve kiiltiir/besiyeri ortaminda bulunabildigi bildirilmistir [14, 26]. Baz1
E. coli suslarindaki IgG baglama aktivitesinin duragan fazda ve 37°C’de iireyen bakterilerde,
bu yiizey proteinlerin maksimum ifadelenmesine bagli oldugu bildirilmistir [23].
Haemophilus somnus &rneginde ise sigir IgG’sini baglayan bu tiir proteinler kiiltir
vasatindan izole edilmistir [25, 26]. Yersinia cinsi patojenik bakteriler arasinda Y. pestis ve
Y. pseudotuberculosis’in IgBP aktivitesi gosterdikleri saptanmistir. Y. pestis 1gBP’i pH-6
antijeni veya PsaA olarak tanimlanmakta [27], Y. pseudotuberculosis’de ise IBP-14 ve IBP-

16 olmak ftizere iki adet IgBP tanimlanmakta [28, 29]. E. coli’de Eib proteinleri olarak



tamimlanan IgBP’ler EibA, C, D, E, F ve G olmak iizere 6 adettir [30]. Bu ailedeki
proteinlerden rekombinant olarak elde edilen dort tanesinin IgG’nin Fc kismu ile baglandigi,
Fab kismu ile ise baglanmadigi gosterilmistir [31, 32]. Prevotella intermedia’da saptanan
IgBP’nin insan, maymun, domuz ve si8ir IgG ile etkilesime girdigi, ancak tavsan, fare, sican
ve koyun IgG’si ile baglanmadig: bildirilmistir [18]. Pseudomonas maltophilia’dan elde
edilen 30kDa agirligindaki proteinin insan IgG’nin dort alt tipine, tavsan IgG ve fare IgG ile
IgA molekiillerine yiiksek afinite ile baglandigi saptanmistir [33]. Helicobacter pylori
yiizeyinde saptanan 60kDa agirligindaki IgBP, bir 1s1 sok proteini (Hsp60) olarak
tanimlanmistir [24, 34]. Bu proteinin insan IgG1, IgG3 ve IgM ile baglandigi, ancak insan
IgA, tavsan IgG ve fare IgG ile baglanmadig1 saptanmistir. Bununla birlikte baglanmalarin
antikora Fab bolgesinden gergeklestirildigi ve ortama insan IgG kappa hafif zinciri
eklendiginde engellendigi gosterilmistir. Bu agidan Peptostreptococcus magnus kaynakli

protein L ile benzer bir 6zellik gosterdigi anlasiimaktadir.

Bakteriyel IgBP’lerden protein A ve protein G yaninda Sreptococcus equi subsp equi
kaynakli M proteini (fibrinojen baglayan protein) esas olarak IgG’nin Fc bolgesindeki agir
zincire ait CH2 ve CH3 domainler arasi bolgeye baglanmaktadir. Bu nitelikte baglanma
yapan IgBP’lerde baglanmanin tam olmasi i¢in Fc bolgesindeki her iki domainin varligina
gerek duyulmaktadir [35]. IgG tizerinde baglanma yerleri detayli olarak incelendiginde
baglanma bolgelerinin birbirleri ile ortiistiikleri saptanmaktadir [35]. Bu bolge ayni zamanda
okaryot hiicre membraninda bulunan Fc reseptérlerinin (6r. Insan CD16, CD32, CD64) de
baglanma yeri oldugundan, bakteriyel IgBP’ler antikor-Fc reseptér baglanmasimi da
engellerler. Ayrica Streptococcus pyogenes kaynakli Sir22 protein, B grubu streptokokal {3
protein ve Staphylococcus aureus kaynakli SSL7 proteinlerinin de insan IgA molekiiliine
baglanma yerlerinin Fc bolgesindeki CH2 ve CH3 domainleri arasinda oldugu ve ortiistiigii
belirtilmistir [36-38]. Ayrica, Peptostreptococcus magnus izolatlarinin yiizeyinde saptanan
protein L antijen-antikor baglanmasini etkilemeksizin kappa hafif zincirindeki V domainine
dogrudan baglanmaktadir, esas olarak Fc reaktif olan protein A ve protein G ayn1 zamanda

agir zincirin Fab bolgesine de baglanabilmektedirler [39, 40].

Son yillarda insanlarda monoklonal antikorlar ilag olarak sik bir sekilde kullanilmaktadir.
Bu ilaglarin viicuttaki metabolizmasini belirlemek icin de ilag-anti ilag ELISA sistemleri
(idiyotipik-anti idiyotipik ELISA sistemleri) tiim diinyada yaygin olarak kullanilmaktadir.
Boylelikle monoklonal antikorlarin viicutta kan, idrar ve serumda tesbit edilmelerine olanak

saglamaktadir. Dolayisiyla biz de bu ELISA sistemlerini géz Oniine alarak, ¢alismamizda



mikroorganizmalardaki 1gBP varligini arastirmak/taramak i¢in yeni bir metod olarak
“idiyotipik-anti idiyotipik ELISA” sistemi gelistirdik. Anti-idotipik antikor tabanli bu
ELISA Olglim sistemimiz mikroorganizmalardaki IgBP’lerin varliginin
saptanmasi/taranmasi i¢in hizli, pratik ve avantajli bir sistemdir. Kendi gelistirdigimiz boyle
bir ELISA 0l¢ciim yontemi ile ayni zamanda laboratuvarimizda izole ettigimiz cesitli

mikroorganizmalarda IgBP varligini aragtirmayi amagladik.






2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihge

Bakteriyel immiinoglobulin baglayan proteinler (IgBP) biliyiikk bir grup olup, ¢esitli
mikroorganizmalar tarafindan {iretilmektedirler. Immiinoglobulin baglayan proteinler
yapilari, molekiiler agirliklart ve immiinoglobulinlere baglanma o&zellikleri acisindan
birbirlerinden farklilik gosteren molekiillerdir. ilk kez Jensen 1958 yilinda baz1 S. aureus
suslariin insan ve hayvan serumundaki immiinoglobulinleri presipite ettigini bildirmistir
[15]. Daha sonra bu IgG presipitasyon olayinin S. aureus hiicre yiizeyinden bulunan protein
A molekiiliniin IgG’nin Fc fragmanini baglamasindan kaynaklandigi anlasilmistir [41].
Boylece SpA insan IgG molekiiliinii non-immiin bir sekilde baglayan ilk protein olarak
tanimlanmistir. 1973 yilinda beta-hemolitik streptokoklarin da 1gG igin reseptor tasidigi
kesfedilmistir. Sonralar1 streptokoklarda Fc reseptorleri iizerine yapilan ¢aligmalar
sonucunda, bakteri tiirleri ile iligkili tip I, tip 2, tip 3, tip 4 ve tip 5 olarak bes farkli Fc
baglanma varligi tanimlanmustir [7]. Staphylococcus aureus tarafindan tiretilen protein A
molekiilii tip I Fc reseptdr olarak adlandirilmistir. Insan C ve G grubu beta-hemolitik
streptokoklarda bulunan tip III reseptdr IgGs'i baglama yetenegine sahiptir. Grup A
streptokoklarda IgG3 i¢in ayr1 bir reseptor kesfedildikten sonra, tip II'nin isimlendirmesi,
daha onceki ve yeni reseptor tipini tanimlamak ic¢in Fc reseptor tip Ila ve IIb olarak
degistirilmistir [42, 43]. 1986 yilinda tip VI olarak adlandirilan bir baska tip reseptor,
Streptococcus zooepidemicus'un bir susunda tanimlanmis olup bu reseptér fare
immiinoglobulinleri i¢in yiiksek afiniteye sahiptir [44]. 1987’de Grup U streptokoklarda
bulunan ve fare immiinoglobulinleri i¢in yiiksek afiniteye gosterdigi saptanan IgBP’nin daha
once tanimlanmig olan bes orijinal tipten farkli bir Fc reseptorii oldugu bildirilmistir [45].
Daha sonralari, grup L streptokoklarin da tip III 6zgilliigii olan bir Fc reseptorii tagidigi
gosterilmistir. Grup G streptokoklarda bulunan Fc tip III reseptorii protein G olarak
adlandirilmustir. Ik bulunan IgBP’lerin Ig’lerin Fc kismima baglandig1 goriilmiis, zaten bu
yiizden bu IgBP’ler ayni1 zamanda Fc reseptorii olarak da adlandirilmigtir. S. aureus protein
A molekiilii ile yapilan ¢alismalarda protein A’nin Ig’lerin sadece Fc kismina degil de Fab
kismima da baglanabildigi ayrica streptokoklardaki tip I1I reseptoriiniin de IgG Fab kismina

baglanabildigi gozlenmistir.



Stafilokok ve streptokoklarda IgBP tasidiginin goriilmesi tizerine diger bakterilerde de IgBP
varliginin aragtiritlmasi hizlanmigtir. IgBP’ler biiyiik oranda bakteriler tarafindan tiretilse de,
bazi parazit de IgBP iiretmektedirler. Bakteriyel IgBP’lerin biiyiilk kismi gram pozitif
bakteriler tarafindan {iretilir, ancak bir¢ok gram negatif bakteri de IgBP iiretmektedir.
Yapilan aragtirmalarda Grup B beta-hemolitik streptokoklarin CAMP faktoriiniin, Fc
reseptOr aktivitesi araciligiyla cesitli memeli tiirlerinin IgG ve IgM'sini baglayabildigi;
Staphylococcus intermedius’un Fc reseptorii eksprese ettigi gOsterilmistir. Anaerob
bakterilerle yapilan ¢alismalarda bir anaerob gram pozitif kok olan Peptococcus magnus
izolatinin IgG, IgA ve IgM hafif zincirleri i¢in IgBP tasidigi. Clostridium perfringens’in IgM
ve 1gG Fab yapilarin1 baglayan reseptdr bulundurdugu; bir anerobik kok olan Coprococcus
comes’in IgG’ye baglanma 6zelligi gosterdigi saptanmistir. Baz1 gram negatif bakteriler de
IgBP eksprese etmektedir. Yapilan ¢alismalarda Brucella abortus’un IgM molekiiliiniin Fc
kismin1 bagladigi, Taylorella equigenitalis'in IgG ve IgM'yi bagladigi saptanmuistir.
Bunlardan baska, bakteriler disindaki mikroorganizmalarda da Fc reseptorii bulunmustur.

Ornegin Schistosoma mansoni IgG Fc'ye baglanabildigi gosterilmistir [46-51].

2.2.  Antikorlar

2.2.1. Tanmmm

Antikorlar serum elektroforezinde gamaglobiilin fonksiyonunda bulunan proteinlerdir.
Antikorlar 1gG, 1gA, IgM, IgE, 1gD olmak tizere bes simifta gruplandirilir [2]. Antikorlarin
tibbi aragtirma, teshis ve tedavi alanlarmin pek ¢ok alaninda yaygin bir kullanimi vardir.
Antijenine yonelik secici ve spesifik baglanma kabiliyeti, sadece bir proteinin agilanmasi

icin degil, ayn1 zamanda tizerinde belirli bir bolge "epitop" olarak adlandirilir (Sekil 2.1).



(A) ) (B)
Antijen
baglama

bblgesi Epitoplar Antijen Antijen |
(antijenik belirtec) epitopu

0 &
|_|:] Hafif zincir

Antikor A

Antikor C gy
Antikor B gIr zincir

S-S bagi

(© (D)

Bakteri

oy ¥

3 Farkli epitop

Sekil 2-1. Antikorun Epitop/Antijen ile 6zgiil etkilesimi (baglanmasi) [52].

Degisken alanlarin protein dizilimindeki degisiklikler yiiksek cesitlilik ¢esitliligini verir ve
degisken bolgenin 6zellikleri antikorun idiyotipini belirler. Bir antikor molekiilii de kendisi
antijeniktir ve antikor kombinasyon sahasinda veya antikor kombinasyon bodlgesine yakin
antijenik belirleyicilere yonelik anti-idiyotipik antikorlarin gelistirilmesi i¢in kullanilabilir.
Anti-idiyotipik antikorlar1 antijenik belirleyicileri tanir antijen taklit edebilir. Belirli bir
antijene karsi bir bagisiklik tepkisi, bagisiklik tepkisini arttiran ya da baskilayabilen bir dizi
idiyotip-anti-idiotip reaksiyonu tarafindan kontrol edilir. Orjinal antijene yanit olarak
iretilen antikor molekiilii de bir antijen olabilir ve "anti-idiyotipik antikor" olarak

adlandirilan ikinci bir antikorun sentezlenmesine yol agabilir [53].
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2.2.2. Antikorlarin yapisi

Her siifin temel yapisal birimi, disiilfit baglar1 ile baglanmus, iki agir (H) ve iki hafif (L)
zincir polipeptidleri olan dort zincirli bir proteindir. (Sekil 2.2).

e H zincirinin her biri i¢in 6zgiil kisa aminoasit sekansi bes sinif halinde farklilagmsini
saglar. Bu H zincir farkliliklar1 izotoplar olarak adlandirilir ve Yunan harfleriyle; gama
(y), alfa (o), mu (), epsilon (), ve delta (8) olarak gosterilir. izotipler tiim insanlarin
sahip oldugu genetik cesitliliklerdir.

e Bes sinifin hepsi de L zincirlerinde ortak aminoasit sekansina sahiptir. Boylece, bunlar
immiinoglobulinler olarak birlikte siniflandirilabilirler. EK olarak; iki izotip; kappa (K) ve

lambda (%) bes sinifin hepsinin i¢inde bulunur [2].

Antijen(epitop) baglayan bolgeler

e Agir zincirler o

Hafif
zincirler

Hafif
zincirler

Mentese
bolgesi

Sekil 2-2. Immiinoglobulinlerin (Ig) temel dort peptid yapisi, IgG paterni ile gdsterilmistir
Ug agir zincir sabit bdlge domainleri (CH1, CH2, CH3) ve bir hafif zincir sabit bolgesi koyu
mavi ile gosterilimistir. Hafif ve agir zincirlerin her ikisinin degisken bolgeleri (VL ve Vh,
strasi ile turuncu) 6zgiil epitop baglanma bdlgesini olusturur 6nemli birkag distilfit bagi(-ss-
)gosterilmistir. CHO karbonhidrat bagli oldugu yeri gostermektedir [54].
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2.2.3. Domainler

Hem H hem de L zinciri CH ve CL ile belirlenmis sabit bolge alanlarina ve VH ve VL ile

gosterilmis degisken bolge alanlarina ayrilmistir.

a.

H ve L zincirlerinin her ikisinin sabit bdlgelerinin aminoasit sekansi, her bir sinif
icindeki tiim antikor molekiilleri igin benzerdir.

H ve L zincirlerinin her ikisinin degisken bolgelerinin aminoasit sekanst yoneldigi
antikora gore epitopta degisir.

J Farkli ozgiilliikteki antikorlar arasindaki belirgin farkliliklar1 gdsteren
aminoasitler, her bir degisken bolge icindeki asiri-degisken bolgeyi olusturur.

. Hem H hem de L zincirinin asiri- degisken bolgeleri, idiotip antikor olarak
bilinen iki epitop baglayici bolge olusturmak iizere birlesir.

. CH1 ve CH2 domainleri arasinda bulunan mentese bolgesi, iki antijen

baglama bolgesine hareket esnekligi saglar.

2.2.4. Monoklonal antikorlar

Cogu antijenik uygulamalar bir antikor karisimi ortaya ¢ikarir. Ancak, 6zgiil tani testleri ve

immiinoterapi gibi bir¢ok amag i¢in tek bir 6zgiilliige sahip antikorlar gereklidir.

2.2.5.

Monoklonal antikorlar, asilanmis bir hayvandan alinan dalak B hiicrelerinin malign,
Oliimsiiz plazma hiicreleri ile birlestirilmesi ile bir hibridoma olusturarak, riitin olarak
yapilabilir.

Istenen antikoru salgilayan B lenfosit hibridoma, ilgili antijenle reaktive edilerek
digerlerinden ayrilir sonra klonlanir ve doku kiiltiirlinde ¢ogalir. Sonugta tek bir

ozgiilliige sahip ¢ok miktarda antikor elde edilir.

Immiinotoksinler

Monoklonal antikorlar, bir kanser antijeni i¢in 6zgiil Fab domain ile miirin antikoru

kullanilarak yapilabilir. Fc domaini ¢ikarilir ve istenilen toksin ile yer degistirir.
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e Bu tiir antikorlar, fare Fab asir1 degisken bdlgeleri {lizerinden kanser hiicresi
antijenine spesifik olarak baglanir. Béylece sadece belirlenen hedef hiicre iizerinde

oliimciil toksin olur [2].
2.2.6. Antikorlarimn ozellikleri

immiinoglobulin G:

Yapisal ézellikleri (Cizelge 2.1)

a. 1gG iki L zinciri (her biri 22.000 Da molekiil agirliginda) ve iki H zincirden (her biri
53.000 Da molekiil agirliginda) olusmaktadir Toplam molekiil agirligi 150.000
Da’dir.

b. Yapisal goriinim L.zincir izotipi gosteren k-belirteci ya da A-belirteci ve 1gG H
zinciri izotipini gosteren y-marker’dan olusan (y2k2) veya (y242) seklindedir.

c. Dort alt simifi vardir: y1, y2, y3 ve y4. Bu alt siniflar H zincirindeki aminoasit
dizilerindeki kiigiik degisiklikler ile ayrilir.

d. Enzimatik boliinme (sekil 2.3).

Papin IgG’yi li¢ pargaya bdler

a) Bu parcalardan ikisi, Fab (fragment, antijen baglayan) epitopa yanit veren
bolgelerin sadece birini igerecek sekilde benzerdir. Clinkii Fab monovalandir,
kafes olusumuna baglanabilir (ancak icine giremez) antijeni aggliitine veya
presipite edebilir.

b) Ugiincii parca, Fc (kristalize olabilir) kompleman: aktive eder, IgG,
katabolizmasini kontrol eder, Fc reseptorii aracligiyla hiicrelere ve dokulara IgG

baglar ve antikorunu plasentadan gecisine aracilik eder.

Pepsin iki H zincirine baglanarak disiilfit baginin arasinda her iki Fab pargast bagl
kalacak sekilde boler. Sonugta bu par¢a F(ab”)2 olarak adlandirilir.
a) F(ab’)2 bivalandir, kafes olusturma yetenegindedir ve bdylece antijenlerin
uzaklastirilmasini kolaylastirir.
b) F(ab’)2, dolasimdan bozulmamis IgG’den daha hizli uzaklastirilir
c) Fc parcalar1 yogun olarak yikilir.



Cizelge 2.1. Insan Immunoglobulinlerin Yapisal Ozellikleri [55].
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Ozellik 1gG IgM IgA IgE IgD
H-zincir izotip Y v A € A
H-zincir vl, y2, y3, ) . .
altsinifi Y4 ol o2
H-zincir izotip x veya % K veya & K veya i K veya & K veya &
B.agl.ann. - J zinciri J zinciri,SP - -
zincirleri

y2 k2 Serum:ak?2 veya oy2
Yé?rri)jlrizin veya y2 (w2 7”2)7?2;’56 E Mukoza: (02 K2)2 J, & izx eya o SKZX eya
g _ 12 SP veya (02y2)2 J,SP 22 22
Karboonhldrat 4 15 10 18 18
orani %
N i Monomer:160.000

?;[011315?1];2) 150.000 ';,"e‘;]rt'grr:ee:;glsg'ggg Dimer:318.000 188.000  184.000

& e Dimer+SP:380.0000

Agir zincirler
Hafif zincirler

Papin

Pepsin drtnleri

v

e

1

v

Peptid
pargalari

Papain Grlinleri

Sekil 2-3. Pepsin ve papain ile immiinoglobiilin G’nin enzimatik pargalanmasi. (A) papainin
ayrilmasi, distilfid baglar1 (-ss-)ile iki tane bagli olmayan antijen baglama parcalari(Fab) ve
kristalize edilebilen pargalar (Fc) olugmasi ile sonuglanir , parcalar univalan oldugu igin
antijenleri presipite ve agliitine edemez.(B) Pepsin ayrilmasi F(ab’)2olarak baglanmis iki
Fab pargalar ile disiilfit baglarinin tutulmasiyle sonuglanir. Fc kismu sirast ile p CH1, CH2,
CH3 ve bir hafif zincir sabit domaini CL (mavi), agir zincir sabit bolge domainleri: VL, VH
(turuncu), agir ve hafif zincirlerin degisken bolgesine indirgenir [56].
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Fonksiyonel ozellikler (Cizelge 2.2)

a. Immunoglobulinler arasinda IgG en yiiksek serum konsantrasyonuna sahiptir ve serum
yarilanma 6mrii 18-25 gilindiir.

b. IgG, IgG’nin Fc Pargasi i¢in reseptore (Fcy)sahip hiicrelere yapisir.

c. IgG komplement ve bir dizi enzimi baglar ve bu hiicre lizisi ile sonuglanir.

d. IgG maternal antikorun fotusa plasental gecisini aracilik eder.

Cizelge 2.2. Insan Immunoglobulinlerin Fonksiyonel Ozellikleri[55].

19G IgA

Ozellik
vyl y2 y3 vy4 IgM al a2 IgE IgD

Ortalama serum konsantrasyonu 900 300 100 50 150 300 50 003 3

(%6mg)

Serum yari-domrii (giinler) 23 23 8 23 5 5 5 3 25
Kompleman aktive etme + +  ++ - +++ - - - -
FC reseptoriine baglanma i+ - + = - i -
Plasentaya ge¢cme + + + 4+ - - - - -

immiinoglobulin M

Yapisal ozellikleri (Cizelge 2.1).

a. IgM’nin iki yapisal forumu vardir
(1) Monomer, B lenfositleri tarafindan sentezlenir membran tizerinde kalir ve
u2x2 veya u2i2 goriniimiindedir.
a. Tek bir antijenik epitop i¢in 6zgilil B lenfosit reseptorii olarak gérev
gorur.
b. Monomerin asiri-degisken bolgesi her bir B lenfosit klonu igin
farklidir.
(2) Salgilanan IgM pentamer olarak bulunur (bes monomerik IgM molekiilleri J
zinciri ile birbirine birlesmistir (Sekil 4). IgM Pentameri (u2x2)5

goriimiindedir.



15

a. Pentamer b lenfositlerin antijen ve sitokin aktivasyonunu ardindan
salgilanir. Pentamer tizerindeki asir1 degisken bolge membrana bagl
monomer reseptor lizerindeki ile ayni yapidadir.

b. Pentamerin 10 olasi epitop baglayict bolgesinin 5’1 yiiksek afiniteye
ve 5’1 diisiik afiniteye sahiptir.

b. Molekiiler agirlik: IgM, H ve L zincirleri tizerinde dort sabit domaine sahiptir (IgG,
IgA, IgD’de ii¢ adet bulunur) Bu nedenle pentamer formu immiinglobulinlerin en

yiiksek molekiiler agirligina (yaklasik 1 milyon) sahiptir

Fonksiyonel éozellikler (Cizelge 2.2):

IgM, antijenik uyaridan sonra en erken ortaya ¢ikan antikordur, komplemani hizlica baglar.

Sekil 2-4. Immiinoglobulin M pentameri [56].

Immiinoglobulin A

Yapisal ozellikler (Cizelge 2.1)

a.  IgA’nin ii¢ formu vardir; monomer, dime (J zinciri iki monomeri baglar) ve salgisal

parca olan dimer plus (sekil 2.5 A)
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(1) Dimer, mukoza epiteli tizerinde IgA igin reseptor (FcaR) olan salgi pargasi tarafindan
solunum ve bagirsak mukoza bariyerlerinden liimene tasinir.
(2) Ayrica salgisal pargalar IgA’y1 proteolizden korur
b.  Yapisal goriiniim monomer olarak (02k2) veya (a24A2) ve dimer olarak (a2k2)2 veya
(0242)seklindedir.

c.  Iki alt siifa ayrilir: al ve 2.

Fonksiyonel ézellikler (Cizelge 2.2).

a. IgA, salgilarda yiiksek konsantrasyonlarda bulunur; serumda IgA esas olarak 5
giinliik yarilanma 6mrii olan bir dimer olarak bulunur.
b.  IgA, mukozal dokular, tiikiiriik, gézyas1 ve kolostrumda bulunur ve bakteri, viriis ve

toksinlerin konak hiicreye baglanmasini engeller.

J zinciri

Sekil 2-5. (A). Immiinoglobulin A dimeri (B)immiinglobulin E dimeri [56].
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immunoglobulin E

Yapisal ézellikleri (Cizelge 2.1)

fad

IgE, dort sabit domaine (Sekil 2.5 B) ve %18’lik karbohidrat igerige ve sonucta
188.000 Da molekiil agirligina sahiptir.

b.  IgE’nin yapis1 €2x2 ya da €242 goriinlimiindedir.

c. IgE molekiilii 56°C’de sabit yapisini koruyamaz ve reagin olarak adlandirilir.

d. B lenfositin IgE iiretimi i¢in degisimine IL-4 aracilik eder.

Fonksiyonel ozellikler (Cizelge 2.2)

a.  IgE’nin Fc bolgeleri mast hiicreleri ve bazofillerer hizlica baglandigi i¢in son derece
diisiik serum konsantrasyonuna ve ayri-omre sahiptir.

b. IgE, dokulardaki mast hiicrelerine ve dolsimdaki bazofillere bu hiicreler tizerindeki
Fce reseptorleri araciliiyla yapisir. Bu IgE duyarli hiicrelere antijenin baglanmast,
vazoaktif aminlerin salintmini (6zellikle histamin) tetikler, {irtiker (bolgesel
reaksiyon) ve anafilaksi (sistemik reaksiyon) ile karakterize atopik hastalik ile
sonuglanir.

c. IgE plasentay1 gegmez ve klasik yolla komplemani aktive etmez

d. IL-5 ile aktiflesen eozinofillere IgE’nin baglanmasi parazitik helmintlerin yok
edilmesi ile sonuglanir.

e.  Hem toplam IgE hem de alerjene 6zgiil IgE dl¢iilebilir.

Immiinoglobulin D

Yapisal ézellikleri (Cizelge 2.1):

IgD i¢in yapisal formiil 62x2 veya 6242 dir.

Fonksiyonel ézellikleri (Cizelge 2.2)
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a. IgD, yenidoganlarin %15°nin B lenfosit membranlarinda ve yetiskinlerde periferik
kan lenfositlerinde IgM ile birlikte bulunur serum diizeyleri ¢ok diisiiktiir. Serum
yarilama omri 2-3 gilindiir.

b. IgD, antijen i¢in B lenfosit membrani iizerinde bir reseptordiir [2].

2.3. Antijenler

Antijenler (immiinojenler), antikorlarla reaksiyona giren molekiillerdir, kendisine kars1
bagisik yanit gelisen molekiiller olarak tanimlanabilir. Antijen ile antikor arasindaki
etkilesim yliksek diizeyde 6zgiildiir ve bu 6zellik tan1 labouratuvarinda mikroorganizmalari
tanimlamak i¢in siklikla kullanilir. Antijen ve antikor, kovalent baglarla degil, hidrojen

baglar1 ve van der Waals kuvettleri gibi zayif baglari ile birbirine baglanir.

2.4. Bakteriyel Immiinoglobulin Baglayan Proteinler

Bakteriler arasinda degisik memeli tiirlerine ait IgG molekiillerini, antijen baglama bolgesi
disindaki bir bolgeden non-immiin bir sekilde baglayan proteinlere immiinoglobulin
baglyan proteinler (IgBP) adi1 verilmektedir. IgBP’ler baz1 bakteri tiirleri arasinda yaygin
olarak bulunurlar. Bu bakteriler genellikle bakterilerin hiicre yiizeyinde eksprese edilmis
olup, genel olarak bakterinin konak immiin cevabindan, opsonizasyondan, fagositozdan,
kompleman atagindan kagmasina yardimci olurlar. IgBP’lere en sik olarak gram pozitif

bakterilerde rastlanmaktadir (stafilokok, streptokok, peptostreptokok).

Immiinoglobulin baglayan proteinler bakteri hiicre yiizeyinden bulundugu gibi bakterinin
tiredigi kiiltiir stvisina da salgilanabilmektedir. Immiinoglobulin baglayan proteinler’lerin
insan ve hayvan tiirleine ait immiinoglobulin molekiillerine, farkl: antikor izotiplerine ve alt
siniflarina olan afiniteleri farklilik gostermektedir [15]. Bilinen IgBP’lerin ¢ogu
multifonksiyonel 6zellige sahiptir; insan veya hayvan serumundaki bir¢cok diger protein
molekiileri ile de etkilesime girebilmekte, onlar1 baglayabilmektedir. Bakteri yiizeyinde
IgBP’lerin ekspresyonu bakterinin tiredigi kiiltiir ortamina ve kiiltiir ortaminin igerigine

bagli olarak degiskenlik gdsterebilmektedir.
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2.4.1. Gram pozitif bakterilerin IBP'leri

Bakteriyel IgBP’ler gorece genis bir bakteri grubunda saptanabilmektedir. 1950°1i yillardan
itibaren gram pozitif bakterilerdeki IgBP’lerin varlig1, yapisi ve fonksiyonel 6zellikleri ile
ilgili olarak ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Bu konularda en fazla aragtirma stafiloklar,
grup A, grup C, grup G streptokoklar ve peptostreptokolarla yapilmistir. Gram pozitif
bakteriyel 1gBP’lerin insan ve hayvan IgG antikorlarina baglanma &zelliklerine gore bu
proteinler fonksiyonel olarak tiplendirilmislerdir (Cizelge 2.3). Su ana kadar en iyi bilinen
IgBP’ler S. aureus protein A molekiilii (SpA), streptokoklarin M proteini ve streptokok
protein G molekiilii (SpG) olup, bu molekiiller tipI-III olarak adlandirilmistir [15].
Peptostreptokoklar tarafindan {iretilen immunoglobulin baglayan bir protein olan L (SpL)

proteini harig, tiim gram pozitif IgBP’ler immiinoglobulinin Fc kismina baglanirlar.

Baz1 1gBP’ler (SpA, SpG, SpL) immmiinoglobulinlere yiiksek afinite gostermeleri
sebebiyle, tipta, immiinolojik tanida, ¢esitli ticari uygulamalarda, immiinokimyasal
aplikasyonlarda, monoklonal ve poliklonal IgG saflastirllmasinda uzun bir siiredir

kullanilmaktadir.

Cizelge 2.3. Insan ve hayvan IgG baglama ozelliklerine dayali olarak IgBP’lerin
siniflandirmasi [15].

IgBP’lerin fonksiyonel tiplendirmesi

IeG Kaynagi

8 ynag I I Il
Insan + + +
Tavsan + + +
Kobay + - +
Kopek + - -
Kedi + - -
At - - +
Domuz + + +
Koyun . - +
Inek - - +
Tavuk - - -

Tip | 1gBP: stafilokok 1gBP (protein A, SpA)

En fazla calisilmis olan bakteriyel IgBP S.aureus protein A molekiiliidiir, tip I Fc reseptorii
olarak da adlandirilir. Protein A bakteriyel IgBP’lerin prototipidir. Bakteriyel 1gBP’lerin

siniflandirilmasi, 1gBPlerin farkh tiirlere ait antikor siniflari ile ve antikor alt siniflar ile
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raktivitesine dayanarak yapilmistir. Bu siniflamaya gore protein A tip I bakteriyel Fc
reseptorii olarak adlandirilmistir. Protein A ilk defa 1958 yilinda Jensen tarafindan izole
edilmis, S. aureus’un hiicre duvarinda yer alan baslica proteindir [57]. Protein A molekiilii
insan serumunda IgG’nin Fc¢ parcasinda, komplemanin baglandigi yere baglanarak
kompleman aktivasyonuna engel olur; C3b olusumunu engeller, boylece bakterinin
opsonizasyonu ve fagositozu biiylik dl¢iide azalir (sekil 2.6). Bu sebeplerden dolayi protein

A S. aureus’un 6nemli bir viriilans faktoriidir (sekil 2.7) [20, 58].

Normal phagocytosis

F_ binding L

s{

SpA ( ﬁ- S
4 s NS |
SA \ phagocytosis l

( ( <4 )’ —> mt,y / F_ receptor

. (S,A
PMN \
No adaptive
immune
SpA asa B cell response
super Ag apoptosns
Fap bmdmg toxin =k

Sekil 2-6. Staphylococcal protein A aracili bakterinin immiin sistemin salgisal (sol panel
alt) ve hiicresel (sol panel {istii; sag panel ise normal yanit1 temsil etmekte) savunma
mekanizmalarindan kagis mekanizmalari [20].

(8)

Staphylococcus

epidermidis «, ' i
IgG bzdes Fah bdlgeleri Epltoplar

IgG antikorr Faszozi
goziter
—-\__/ hiicre

IgG Fe bdlgesi membrani Reseptore
baglanacak
Y e S. aureus N /serbest Fe yok
{ reseptorleri fagositoz A |

baslayamaz « _-“‘."

Protein A
(IGBP)

= r ' Fc . “r"

2 $ s reseptorleri k $ & s
S. epidermidis z « * \ e i f ;
fagositoz & Fagositer Hiicre ’ » Fagosuer Hiicre ’
baglamasi L , S : T,

Sekil 2-7. Protein A tasiyan Staphylococcus aureus bakteri 6rneklemi iizerinden, bakteriyel
IgBP’lerin antikor baglamasiyla patojenisiteye katkisi arasindaki iligski 6rnegi [58].
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Protein A, IgG’ye baglanarak antijen-antikor kompleks yapisinda koagliitinat olusturur ve
bu 6zelligi nedeniyle klinik laboratuvarlarda uygulanan bazi testlerde kullanilmaktadir [59].
Protein A yaklasik 42 kDa molekiil agirligima sahip olup, IgG3 hari¢ insan IgG’lerinin
tamamina kuvvetli bir sekilde baglanir; ayrica tavsan, sigir, fare gibi diger bazi canli

tiirlerinin Ig’lerine de baglanabilme 6zelligine sahiptir (Cizelge 2.4).

Cizelge 2.4. Protein A-immoglobulin etkilesimi [57].

Tiir Altsiniflar Protein A
1gG1 ++
19G2 ++
19Gs -

Insan IgGa4 ++
IgA Degisken
IgD -
IgM Degisken
Tavsan Tamami ++
19G1 ++
Kobay 1gGs oy

Sigir +
1gG: +
19G2a ++

Fare 19G2p +
19Gs +
IgM Degisken

Tavuk lgY -

Giiglii baglanma ++, orta etkilesim +, zayif veya etkilesim yok -

Tam boyda bir SpA, N-ucundan sirasi ile E, D, A, B ve C olmak iizere 5 homolog alt
birimden ve bir hiicre duvari baglanma boélgesinden olugmaktadir (sekil 2.8) [57]. SpA’nin
bes alt biriminden her biri yaklastk 58 amino asit igeren iig-sarmal demeti halinde
diizenlenmis olup, bu alt birimlerin hepsi IgG ile baglanabilmektedir. Bu etkilesimler S.

aureus enfeksiyonu olustugunda gelisen inflamasyonun artmasina yol agarlar.
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Protein baglayici altbirimler

E.D A B C

B Korunmug esnek baglayicilar
<l Alt birim stabilitesi

Hucre duvan baglanma
A bolgesi

B g C
£ X
Hix3 ©
[
G £ X:N<)-C Y:N<p-C
. .fY. Domain1 in2
Hx2 g g o A Domain B ¢
Hix1 - [y SN 9
& 9 X Q“ 0N,
™ fj Baglayic: Q7 1,
Badlawict

Sekil 2-8. (A) Protein A Ig baglayici 5 alt birimi. (B) C alt birimi. (C) Asimetrik B-B alt

birimi [57].

SpA insan ve hayvan immiinoglobulinleri ile etkilesime girer, ancak ayni tiiriin farkli antikor

alt simiflar1 i¢in afinite farkli olabilir. Alt birimler IgGl, IgG2 ve 1gG4’iin Fc kismina

yaklagik 108 (M) afinite sabiti (Kb) ile giiglii, IgG3 ile zayif etkilesim gosterir (Cizelge

2.5) [15].

Cizelge 2.5. lyi bilinen bazi gram pozitif bakteriyel IgBP’lerin &zellikleri [15].

Ko™ 19G
MW | Baglama
IGBP Tip Insan &
(KDa) Fare Sigan Keci Tavsan bolge
¢lgG 1gG1 19G2 19G3 19G4
sayis1
SpA 41-57 | 4.4x10°  1.3x10° 2.1x10° Yok 3.4x10°  2.6x10° 1.8x10" Yok 5.2x10°  4-5
Protein H 425 lla 1.6x10° 2
SPG 63 i 67x1010  2.0x10° 13x10° 6.1x10° 47x10° 4.2x10° 1.4x10° 14x10°  7.0x100 2-3
PpL 76-106 Kappa 1.5x10° 4-5
hafif
zincire
baglanir

Kb: IgG baglanma sabit katsayisi, SpA: Stafilokokkal protein A,
SpG: Streptokokkal protein G,

PpL: Peptostreptokokkal protein L

Protein H: Streptokokkal M protein ailesinden

Ayrica her bir alt birim belirli antikorlarin Fab kismina yonelik yiiksek afinite gosterir. Bu

alt birimlerden B’nin IgG ile etkilesimi en ilgi cekici olanidir. Uglii sarmal yapidaki B alt

birimi, Fc’deki 9 amino asit ve B alt birimindeki 11 amino asit ile IgG’ye baglanir [57].

SpA'nin immiinoglobulin baglayici alanlar1 oldukga hidrofilik, proteolitik enzimlere direngli
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ve denatiire edici faktorlere kars1 oldukca direnclidir. Termostabildir, genis bir pH araligina

(pH 1-12) direnglidir ve tripsin tarafindan yok edilmezler [60].

Staphylococcus aureus suslarinin ¢ogu insan IgG molekiiliine non-immiin olarak baglanir;
S. aureus’lardaki protein A ekspresyon diizeyi diger bir¢cok bakteri tiirliniin aksine, 6zelikle
grup A streptokoklarin aksine, zaman izgerisinde sabit bir karakter gosterir. Eskpresyon
diizeyi loboratuvarda seri pasajlar sonucu degskinlik gostermez. Ancak, S. aureus izolatlar
arasinda immiinoglobulin baglama aktivitesinin ekspresyon diizeyi farklilik gosterir. S.
aureus Cowan 1 susu en yliksek derecede ekspresyon gostermekte olup, protein A
aragtirmalarinda genellikle bu izolat kulanilir. Bazi S. aureus suslarmin IgG baglama
aktivitesi S. aureus Cowan I susu diizeyine yaklasirken, suslarin ¢ogunda genellikle diisiik
reaktivitede baglanma 6zelligi goriiliir. Reis ve ark. radyoaktifiyot ile isaretli IgG kullanarak
yaptiklar1 calismada, tiim S. aureus suslarinin tespit edilebilir diizeyde IgBP iirettigini
saptamiglardir [61]. Protein A kiiltiir sivisina bakteri yiizeyinde de eksprese edildigi diizeyle
korele olarak salgilanmaktadir. Kiiltiir sartlarinin degistirilmesi ile bakteri ylizeyindeki IgBP
ekspresyon diizeyinin de degiskenlik gosterdigi farkedilmistir.

Yapilan ¢esitli caligmalar S. aureus'un SpA disinda da Ig baglayici proteinlere sahip
oldugunu ortaya koymustur [38, 62-66]. Bunlar arasinda protein Sbi, protein IsaB ve
stafilokok siiperantijen benzeri toksinler olan SSL7 toksini ve SSL10 toksini sayilabilir.
Protein Sbi SpA'ninkine benzer immiinoglobulin baglanma 6zgiinliiglinti gosterir. Bir¢cok
baska IgBP'ne benzer sekilde Sbi ¢ok fonksiyonludur ve sadece IgG'yi degil ayn1 zamanda
diger serum proteinlerini de baglayabilir. Sbi immunoglobulin molekiilleri gibi domainlere
sahiptir. Komplemanin C3 bilesenini Sbi domain III ve Sbi domain IV alanlarindan baglar
ve boylece alternatif yolak yoluyla kompleman aktivasyonunu uyarir [67]. Bir diger
stafilokok immunoglobulin baglayan protein olan IsaB molekiiliiniin insan IgM ve IgG
molekiillerine non-immiin bir sekilde baglandigi bildirilmistir [63]. SSL10 ve SSL7, yapisal
olarak stafilokok toksin TSST1 ve enterotoksinlere benzeyen stafilokok siiper antijen
benzeri (SSL) protein ailesinin bir tiyesidir. SSL10 spesifik olarak IgG'yi baglar ve klasik
yolak yoluyla kompleman aktivasyonunu inhibe eden komplemanin IgG ve Clq bileseni
arasindaki etkilesimi engeller. SSL7 yiiksek afinite ile IgA'ya baglanmaktadir. 19G
molekiiliindeki SSL10 baglanma yeri belirsiz iken, SSL7’nin IgA molekiiliiniin Fc kismina,

buradaki CH2 ile CH3 arasindaki bolgeye baglandig: bildirilmistir [38].
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Tip 11 1gBP: A grubu streptokokal 1gBP

Grup A beta hemolitik streptokoklar icerisindeki tek patojen tiir olan Streptococcus
pyvogenes 'in insanda ¢esitli hastaliklarin etkeni olup, bir¢ok virulans faktorii de iiretmektedir.
Bunlar arasinda M proteini, H proteini ve M-benzeri proteinler sayilabilir. En 6nemli
virulans faktorii M proteini olup, M proteini liretmeyen suslar avirulandir. M-benzeri
proteinler immiinoglobulinleri Fc kismindan baglama 0Ozelligine sahiptir. Grup A
streptokoklarin ¢ogu immiinoglobulinleri non-immiin bir sekilde baglayabilmektedir, yani
IgBP tiretmektedir. Bu suslarin ¢ogu hem IgG’y1 hem de IgA’y1 baglayabilmektedir. Suslar
arasinda IgA’y1r baglama veya IgG alt smiflarim1 baglama acgisindan farkliliklar
bulunmaktadir [68-70].

M proteini farkli yap1 ve fonksiyonel 6zelliklerine sahip bir “siiper aile protein grubunu”
olusturur. Bu siiper aile i¢inde Emm, Mrp ve Err olmak iizere {i¢ farkli protein yer alir. Bu
iic protein grubu icerisinde de IgBP’ler bulunmaktadir. M protein siiper ailesi giiniimiizde
M proteinleri ve M benzeri proteinler olarak da adlandirilmaktadir. [15]. IgG’yi baglayan M
proteinleri fonksiyonel tip Il olarak da adlandirilir (Cizelge 2.3). Ancak bu tip igerisinde yer
alan proteinlerin IgG molekiilerinin baglama 6zellikleri farklilik gostermektedir. Bu ylizden
farkli insan IgG alt siiflarmi ve hayvan IgG’lerini baglama o6zelliklerine gore bu tip II
proteinleri (Ila, IIb, Ilc, Ilo ve II’0) olmak iizere bes ayri sub tipe ayrilir (Cizelge 2.6). Diger
bircok IgBP’lerde oldugu gibi M proteinleri de multifonksiyonel o6zelliktedir; insan

plazmasinda bulunan albiimin, fibrinojen ve kininojen gibi ¢esitli proteinleri baglarlar [15].

Cizelge 2.6. Fonksiyonel tip II yaisinda farkli [gBP’lerin IgG baglama profilleri [15].

IGBP Alt tipleri
1gG
lla Ib llc llo II’'o
Insan IgG1 + - + + +
Insan IgG2 + _ _ + +
Insan IgG3 — + — + +
insan IgG4 + — + + +
Tavsan IgG + - + + +
Domuz IgG + = + + —

At IgG + — + + _
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H proteini de IgG’yi Fc bolgesinden baglamaktadir. M ve H proteinlerinin IgG Fc
kisimlarina baglandiklar1 bolgeler birbirleriyle ayni/ortiisiik olabilmektedir. Protein H ve
protein M immiinoglobulinleri bagladiklar1 gibi ayn1 zamanda albiimin ve fibrinojen gibi
konak proteinlerini de baglamaktadirlar. Yapilan genetik c¢alismalarda, streptokok IgBP
genlerinin streptokok M protein siipergen ailesi ile iligkili oldugunu gostermistir. Bu grup
genler kromozomda birbirine komsu bolgede yer alirlar ve birbirleri ile koordineli bir sekilde
regiile edilen vir lokusunu olusturular. Grup A streptokoklarla iliskili olan tip Il IgBP’ler en
genis IgBP grubunu olustururlar. Bu tip (GAS IgBP’leri) igerisindeki IgBP’ler IgG baglama
etkinlikleri agisindan oldukga farklidirlar [71].

Grup A beta-hemolitik streptokok IgBP’lerinin analiz edilmesi zorluk gostermektedir, ¢linkii
bakterilerin laboratuavar subkiiltiirleri esnasinda bu grup proteinleri eksprese etme 6zelligi
ortadan kaybolmaya egilimlidir [72]. S. aureus’larda ise bu ekspresyon sabit bir karakter

gosterir.

Grup A beta-hemolitik streptokoklarda M siiper ailesi disinda farkli tiirde de IgBP’ler de
saptanmstir [72]. Bu molekiil SibA (grup A streptokoklardan salgilanan IgBP) olarak
adlandirilmistir. Bu IgBP molekiilii insan IgG'sini, tim IgG alt simiflarini, Fc ile Fab
fragmanlarini, ayrica IgA ve IgM'yi baglayabildigi gosterilmistir. SibA proteininin M
proteini, H proteini ve M benzeri proteinler ile benzerligi olmadigi, vir lokusu ile de iliskili
olmadig1 bildirilmistir. Bergmann ve ark. 2017 yilinda bir hayvan patojeni olan
Streptococcus canis’in yiiksek afinite ile insan IgG molekiiliinii baglayan bir IgBP tirettigini
bildirmislerdir. Bu protein insan IgG’sini bagladig: gibi diger bir¢ok hayvan tiirtine ait IgG
molekiiliinii de baglamaktadir. Diger streptokokal IgG-baglayan IgBP’lere benzer sekilde,
S.canis IgBP’si de 1gG’yi Fc bolgesinden baglamaktadir [73].

Tip 111 1gBP: C ve G grubu streptokok 1gBP'leri

Grup C ve grup G beta hemolitik streptokoklarin hiicre duvarinda bulunan protein G
molekiilii bir IgBP olup, IgG molekiiliinii baglamakta, ayn1 zamanda serumda bulunan diger
bazi proteinleri de (a2-makroglobulin, albumin, kininojen gibi) baglayabilmektedir [74, 75].
Grup C ve G streptokoklarin ¢ogu tip III Fc reseptorii eksprese ederler. Protein G molekiilii

IgG’nin Fc kismina baglanmaktadir [75-77]. Protein G SpA’ya gore daha genis bir IgG
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baglama kapasitesine sahip olup, insan IgG’sinin dort alt sinifinin hepsine ve birgok hayvan
IgG’sine baglanabilmektedir (Cizelge 2.5). Protein G IgG molekiiliine SpA’ya gore daha
yiiksek afinite ile baglanmaktadir [77]. Protein G molekiilii de SpA’daki gibi IgG’nin Fab
kismina da baglanmaktadir, ancak bu baglanma 6zellgi Fc kismina baglanmasina gére ¢ok
daha zayiftir. 1990’1 yillarin ortalarinda grup C streptokoklar icinde yer alan S.
dysgalactiae’da SpG benzeri Ig baglayan bir protein bulunmus olup, bu proteinin diger tip
IIT Fc reseptorlerinin aksine insan serum albumini baglamadig1 gortilmiistiir ve bu protein
MIG olarak adlandirilmistir [78]. Yine S. dysgalactia’da bir baska IgBP daha saptanmis
olup, bu protein insan serumundaki o2-makroglobulin ve albiiminini de bagladig1 icin MAG
olarak adlandirilmistir [79, 80]. Bu IgBP’ler de IgG’yi baglama 6zellikleri agisindan tip II1

Fc reseptorii karakteri tasimaktadirlar.

Grup G streptokoklarda bulunan bir baska IgBP ise, insan IgG’sini Fc kismindan baglayan
ve bazi hayvan tiirlerinin IgG’lerini de baglayan bir hiicre yiizey molekiilii olup, FOG
proteini olarak adlandirilmistir. Protein G tiim IgG alt siniflarina baglayan bir IgBP olmasine
ragmen, FOG proteini IgG1, IgG2 ve IgG4’li baglamakta, IgG3’°l baglayamamaktadir [81].
Grup C streptokok olan S.equi subsp. equie’de fibrinojeni de baglayan bir IgBP saptanmustir.
FgBP olarak da adlandirilan IgBP molekiilii hem insan IgG’sini hem de farkli hayvan
tirlerine ait IgG’lerinin Fc bolgelerini baglamakta ve ayrica atlara ait IgG’nin Fab bolgesi
ile de de zayif bir sekilde reaksiyon vermektedir [82]. Bakteriyel IgBP’lerden protein A ve
protein G yaninda S. equi subsp. equi kaynakli IgBP esas olarak IgG’nin Fc bolgesindeki
agir zincire ait CH2 ve CH3 domainleri arasindaki bolgeye baglanmaktadir (sekil 2.9). Bu
nitelikte baglanma yapan IgBP’lerde baglanmanin tam olmasi i¢in Fc bolgesindeki her iki
domainin varligina gerek duyulmaktadir. IgG lizerinde baglanma yerleri detayli olarak
incelendiginde baglanma bdlgelerinin birbirleri ile Ortiistiikleri saptanmaktadir [35]. Bu
bélge ayn1 zamanda dkaryot hiicre membraninda bulunan Fc reseptorlerinin (6r. insan CD16,
CD32, CD64) de baglanma yeri oldugundan, bakteriyel IgBP’ler immunoglobulin
molekiili-Fc reseptor baglanmasini engelleyebilirler. Ayrica S. pyogenes kaynakli Sir22
protein, B grubu streptokok f proteini ve S. aureus kaynakli SSL7 proteinlerinin de insan
IgA molekiiline baglanma yerlerinin Fc bolgesindeki CH2 ve CH3 domainleri arasina

oldugu bildirilmistir [36-38].
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Sekil 2-9. Bazi streptokokkal ve stafilokokal IGBP’lerin IgG ve IgA’nin Fc bolgelerinde
baglandigr yerler. IgG (A-C) ve IgA (D-F) agir zincirlerin CH2 ve CH3 domainleri sirasiyla
acik mavi ve koyu mavi olarak belirtilmistir. Baglanma bolgeleri agisindan, A: S. equi
fibrinojen baglayan protein, B: streptokokkal protein G, C: stafilokokkal protein A, D: S.
pyogenes kaynakli Sir22, E: Grup B streptokokal kaynakli B protein, F: S. aureus kaynakl
SSL7 protein [35].

L grubu peptostreptococcus magnus’un 1gBP’leri

Bir anaerob gram pozitif kok olan Peptostreptococcus magnus'un klinik izolatlariin
yaklasik %10’unun yiizeyinde saptanan protein L molekiilii antijen-antikor baglanmasini
etkilemeksizin immunoglobulin molekiiliindeki kappa hafif zincirinde bulunan V domainine
dogrudan baglanmaktadir [83-85]. Protein A ve protein G molekiilleri de immunoglobulin
Fab bolgesine baglanabilmektedir, ancak bu baglanma hem zayif bir sekilde

gerceklesmektedir, hem de baglanma agir zincir araciligi ile olmaktadir (Sekil 2.10).
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Sekil 2-10. Immunoglobulin molekiilinde hem Fc hem Fab bolgelerine baglanabilen baz1
bakteriyel IGBP’ler [39, 40].

Peptostreptocoocus magnus kaynakli 1gBP’nin protein L olarak adlandirilmasinin sebebi,
immiinoglobulin molekiiliiniin hafif (light) zincirine baglanma 6zelliginin olmasidir. PpL
immiinoglobulin baglama 6zelligine agisindan genis bir ¢esitlilige sahiptir; immiinoglobulin
molekiiliiniin kappa hafif zincirine baglandigi i¢in tiim antikor siniflarma afinite
gostermektedir. PpL bir¢ok farkli hayvan tiirliniin immiinoglobulinine baglanabilmektedir
[86]. Protein L’nin antikora baglanmasi, IgG molekiiliiniin antijen baglama alaninin
yakininda gerceklesmesine ragmen, antijenin bagisik tanimada yer alan hiperdegiskenli
antikor bolgelerini igermez. Bu alisilmadik baglanma spesifitesi protein L’nin herhangi bir
immunoglobulin alt sinifin1 baglamasina izin verir [16, 83-86]. Bu 6zelligi sebebiyle protein
L molekiilii antikor molekiiliiniin ¢esitli amaglarla izole edilmesi ve c¢alisilmasina olanak
saglayan oldukca faydali bir immiinokimyasal bir aragtir. Protein L’nin immiinoglobuin
hafif zincirine baglanmasi fizyolojik acidan dnemlidir. Protein L bazofilleri stimiile ederek
(muhtemelen bazofil hiicre membranlarinda bulunan IgE’ye baglanarak) histamin salinimina
yol agmaktadir [15]. Protein L ekspresyonu P. magnus suslarinin ancak bir kisminda (%10)
goriilmektedir [87]. Protein L ekspresyonunun bakteri virulansi ile iligkili oldugu

bildirilmistir [88].
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2.4.2. Gram negatif bakterilerin IgBP'leri

Yersinia IGBP’leri

Yersinia cinsi i¢inde yer alan Yersinia pestis’te eskiden beri bilinin bir virulans fakt6rii olan
pH6 antijeninin aym1 zamanda immiinoglobulin baglama 0zelligine de sahip oldugu
saptanmistir. Bu Fc reseptoriiniin insan IgG1, IgG2 ve IgG3 molekiilleri ile reaktif oldugu,
tavsan, fare ve koyun gibi ¢esitli hayvan tiirleine ait IgG’leri baglamadig bildirilmistir. pH6
antijeninin IgG molekiiliin CH2 domaini ile etkileserek baglandigi ileri siiriilmiistiir [89].
pH6 proteininin  ekspresyonu hafif asifik pH’da gergeklesmektedir.  Yersinia
pseudotuberculosis’te insan ve tavsan IgG’sinin Fc kismi ile baglanabilen bir 1gBP oldugu
bildirilmistir [28, 29]. Bu IgBP’nin ekspresyonunun kiiltiir sartlarina, ortamin sicakligina ve
pH’sina bagl olarak degiskenlik gosterdigi bildirilmistir. Buna gore en yliksek aktivitenin
glukoz igeren sivi besiyerinde ve iiremenin duragan fazinda gerceklestigi, pH6.0’da daha
yiiksek baglanma 6zelligi oldugu, IgBP sentezinin +4°C’de aktive oldugu oldugu, 37°C’de
belirgin bir sekilde azaldig1 saptanmistir [90].

Escherichia coli IgBP’leri

Escherichia coli kaynakli IgBP'lerin alt1 iyeden olusan Eib-proteinleri olarak adlandirilan
bir aileyi olusturduklart bidirimistir; bunlar Eib A, C, D, E, F ve G proteinleridir. Eib
proteinleri IgG’nin Fc kismina baglanmaktadir. Bir E. coli susu ile yapilan ¢alismada, E. coli
IgBP'lerinin maksimum ekspresyonunun sabit biiylime fazi boyunca, 37°C'de gozlendigi
bildirilmistir. Bunlar arasinda Eib-G proteininin ayrica IgA molekiiliine de baglanabildigi

saptanmustir [30, 31, 91].

Haemophilus somnus IgBP’leri

Sigirlarin biiyiik bir kisminda hastaliliga yol agan bir bakteri olan Haemophilus somnus’un
antikor baglayan protein iirettigi, bu IgBP’nin ayn1 zamanda kiiltiir sivisina da salgilandig1
bildirilmistir. Yapilan ¢alismalarda Haemophilus somnus immiinoglobulin molekiillerini Fc
bolgesinden baglayan farkli molekiil agirlikli antikor baglayici proteinlere sahip oldugu;

yiiksek molekiil agirlikli IgBP’lerinin s18ir IgG2’sini yiiksek bir afiniteyle bagladigi, diisiik
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molekiil agirliklt IgBP nin ise IgG1 ve 1gG2’ye zayif bir sekilde baglandig: bildirilmistir
[25, 92].

Prevotella intermedia IBP’leri

Anaerobik Prevotella intermedia temel olarak dis eti ve periodontal enfeksiyonlarda rol
oynayan gram negatif bir bakteridir. P. intermedia hiicre yiizeyinde eksprese edilen IgBP’si
insan IgG’sinin Fc kismina baglanma 6zelligi gostermektedir. Bu IgBP ayn1 zamanda insan
IgG’sinin F(ab’); parcasina da zayif bir sekilde baglanmaktadir. Ayrica, maymun, domuz ve
sigir IgG’si ile kismen etkilesime girdigi, ancak tavsan, fare, sican ve koyun IgG'si ile

baglanmadig bildirilmistir [18].

Pseudomonas maltophilia IgBP’ler

Pseudomonas maltophilia’dan izole edilen 30-kDa molekil agirlikli  IgBP’nin
immiinoglobulinleri Fc kismindan bagladig1 saptanmistir. Bu IgBP’nin insan IgG'sinin tiim
alt siniflarini ve ¢esitli hayvan tiirlerine (tavsan, fare) ait IgG molekiiliinii yiiksek afinite ile
bagladigi, ayrica fare IgA molekiiliine de baglandig bildirilmistir. Bu antikor baglayan
proteininin karigik bir slispansiyondan fare IgA molekiiliiniin elde edilmesinde yararl

olacagi belirtilmektedir [33].

Fusobacterium nucleatum IgBP’leri

Fusobacterium nucleatum agiz boslugunda bulunan, periyodontal hastaliklara ve cesitli
anaerob enfeksiyonlara yol agan bir oral bakteridir. F. nucleatum yiizeyindeki porin benzeri
bir proteinin insan IgG'sinin Fc bolgesini baglayabildigi gdsterilmistir. Bunun bir virulans
faktorii olarak da rol oynayabilecegi ve konak immiin sisteminden kaginmada rol oynadigi

ileri stirilmistiir [93].
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Helicobacter pylori IgBP’leri

Helicobacter pylori'nin bazi1 suslarinda immiinoglobulinleri non-immiin bir sekilde
baglayabilen 60 kDa’luk bir IgBP tespit edilmistir [24]. Bu proteinin insan IgGl, 1gG3 ve
IgM molekiillerini bagladigi, ancak insan IgA'si, tavsan ve fare IgG'si ile reaksiyona
girmedigi saptanmustir. Immiinoglobulin molekiiliine baglanmanm insan IgG kappa
zincirleri ile inhibe olmasi, bu IgBP’nin ayn1 Peptostreptocoocus magnus IgBP’si gibi Fab

araciligi ile antikorlara baglandigini géstermektedir [34].

Haemophilus influenzae 1gBP’leri

Haemophilus influenzae tip b’de eksprese edilen protein D molekiiliiniin insan IgD'sini non-
immiin bir sekilde baglama 6zelligine sahip oldugu gosterilmistir. Bu IgBP’nin insan IgD
molekiilinii bagladigi ve incelenen tiim H. influenzae tip b suslarinda rastlandigi
bildirilmistir [94].

Moraxella catarrhalis IgBP’leri

Moraxella catarrhalis’in bazi suslarinda dis membranlarinda insan IgD'sine baglanan bir
IgBP bulunmaktadir. insan IgD’sine giiglii bir afinite gdstermekte olan bu IgBP MID olarak
adlandirilmigtir. MID eksprese eden Moraxella’larin insan lenfositleri {izerinde mitojenik
etki gosterdigi, T lenfosit sitokinleri varliginda B lenfositlerini stimiile ettigi ve anti-lgD
monoklonal antikorlarmin ortama eklenmesiyle bu stimiilasyonun ortadan kalktig1

bildirilmistir [95, 96].

Taylorella equigenitalis IgBP’leri

Bir gram negatif kokobasil olan Taylorella equigenitalis atlarda genital enfeksiyona neden
olur. T. equigenitalis non-immiin bir sekilde immiinoglobulinleri baglama o6zelligine
sahiptir. Bu bakterinin IgG’yi giiclii bir sekilde bagladigi, IgM ile baglanmasimin zayif
oldugu ve IgA’y1 baglayamadigr goriilmiistiir. Bakterinin atlarin IgG'sinin hem Fab hem de

Fc fragmanlarini bagladigi, insan IgG’sini de zayif bir sekilde bagladigi bildirilmistir [97].
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2.5. Paraziter immiinglobulin Baglayan Proteinler

Schistosoma IgBP’leri:

Schistosoma mansoni parazitlerinde, hem eriskin hem de larval sekillerinde, insan 1gG
molekiiliiniin Fc bolgesini segici olarak baglayan, ancak Fab fragmanini baglamayan Fc
reseptorii bulundugu. Parazitte bulunan bu Fc reseptorii ayn1 zamanda kompleman C3
proteinini de baglayabilmektedir. IgG’nin ve C3’iin baglanmasinin, parazitin immiin

sistemden kagmasina yardimc1 oldugu belirtilmektedir [50, 51].

Bakteriyel IgBP’ler immiinolojide, biyokimyada, tip ve biyomiihendislikte yaygin olarak
kullanimlar1 yanisira degisik laboratuvar test sistemlerinde de ¢ok yonlii kullanilan 6nemli
araglar haline gelmistir. Hatta konunun 6nemini géstermesi agisindan, antikor saflastirilmasi
veya varligini gostermek icin daha giiclii baglanan ajanlar olarak giiniimiizde protein A,
protein G ve protein L molekiillerinin immiinoglobulin baglayan domainleri lizerinden A/G,
G/L ve L/A gibi hibrid proteinler olusturulmustur (Cizelge 2.7). Tibbi amaca yonelik

IGBP’lerin kullani1ldig1 uygulama alanlarinin zamanla daha da gelisecegi aciktir.

Cizelge 2.7. Antikor saflagtirmak igin kullanilan IgBP’lerin bazi genel 6zellikleri.

Dogal Rekombinant  Rekombinant Rekombinant Rekombinant

Protein A Protein A Protein G Protein A/G Protein L
Dogal kaynak S. aureus S. aureus Streptococcus P. magnus
Uretim kaynag S. aureus E. coli E. coli E. coli E. coli
MW (Da) 46,700 44,600 21,600 50,460 35,800
SDS-PAGE MW 42kDa 45kDa 32kDa 40-45kDa 36kDa
Ig baglama bolge 5 5 2 442 4
sayisl
A.!bun}in baglama Yok Yok Yok Yok Yok
bolgesi
Ig baglama
optimum pH 8.2 8.2 5 5-8.2 7.5
degeri
Ig baglanma hedefi Fc Fc Fc Fc VL-kappa

Bu calismada bakteri ylizeyinde bulunan IgBP’lerin saptanmasina yonelik orijinal, iistiin ve
pratik bir tarama testinin gelistirilmesi, dogrulanmasi ve uygulamadaki etkinliginin

denenmesi amaglanmistir. Bu amagla, simdiye kadar literatiirde tanimlananlardan farkl ve
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“anti-idiotipik antikor tabanli” olarak adlandirdigimiz etkin bir tarama sisteminin

gelistirilmesi amaglanmistir. Calisma esast Sekil 11°de belirtilmistir.

(A) (B) (©)

idiotopes \\

Anti-idiotipik
antigen Antijen fare monoklonal antikor
(Peroksidaz isarethi)

epitope A
AbL: Antikor \\\\‘ Insan IgG1

Ab2: Anti-idiotipik antikor

L-chain Anti-idiotipik :
fare monoklonal antikor

s (Kat1 fazda-zemine bagh)

H-chain

Ab3: Anti-anti-idiotipik antikor

Sekil 2-11. Anti-idiotipik antikor tabanli ELISA sisteminin ¢alisma prensipleri. A:
Antikorda idiotipik alanlar, B: Anti-idiotipik antikor olusumu, C: Anti-idiotipik antikorlar
ile idiotipik antikor baglama/saptama yontemi.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Malzemeler

Asagida belirtilen malzemeler ilgili firmalardan temin edildi.

3.1.1. Kimyasal malzemeler

NaCl, KCI, NaoHPO4.2H20, KH2PO4, Na,COs, NaHCO3, Sodium azide (NaN3) ve %37’lik HCI
Merck Firma’sindan temin edildi. Sigir serum albumin (BSA, Fraction V, 126593),

Tetrametilbenzidin (3,3°,5,5’-Tetramethylbenzidine (TMB)) ve Tween-20 malzemeleri Sigma-

Aldrich’ten temin edilmistir.

3.1.2. Besiyerleri ve standart bakteri susu

o A L DN

Columbia koyun kanli agar (bioMerieux, SA-France).

Mueller-Hinton agar (bioMerieux, SA-France).

Cikolata agar besiyeri (bioMerieux, SA-France).

Sabouraud-Dextrose agar (bioMerieux, SA-France).

Staphylococcus aureus Cowan 1 susu (Tiirk Halk Saglhigi Kurumu, NCTC 8530, ATCC
12598).

3.1.3. Hazirlanan tamponlar ve solusyonlar

10x Fosfat tamponlu tuz (phosphate buffered saline, PBS)

80 gram NaCl

2 gram KClI

14,4 gram Na;HPO4.2H,0
2,4 gram KH2PO4

0,8 Litre distile su (dH20)

(Coziinme tamamlandiktan sonra toplam volum distile su ile 1 Litre’ye tamamlanir. Hazirlanan
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pH’1 6,8 olan bu 10X PBS, distile su ile 1xPBS haline getirildiginde pH 7,4 olmaktadir.

3.1.3.2. 1x Fosfat tamponlu pH tuz (phosphate buffered saline, PBS) pH 7,4

Bir hacim 10X PBS ile 9 hacim distile su karistirilarak hazirlanir. 1X PBS her defasinda

kullanilacag1 miktarda taze olarak hazirlanmaktadir.

3.1.3.3. Yikama tamponu

Bir Litre 1X PBS pH 7.4 igerisine 5 mL %10’luk distile su igerisinde tween 20 eklenerek (Tween
20’nin final konsantrasyonu % 0.5 olmaktadir) ve iyici karistirilarak hazirlanir.
3.1.3.4. Kaplama tamponu (0.05M Karbonat-Bikarbonat, pH9,6) [98]

3,70 gram Sodyum Bikarbonat (NaHCO3)
0,64 gram Sodyum Karbonat (Na2COs3)
1 Litre distile su (dH20)

Tamamen ¢6ziinen tampon pH 9,6 olmaktadir.
3.1.3.5. Bloklama solusyonu BSA igeren (%3 (weight/Volum; W/V) Kaplama Tamponu)
[99, 100].
3 gram BSA
100 mL Kaplama Tamponu
3.1.3.6. Durdurma solusyonu (1N HCI)
50 mL %37’lik HCI
450 mL distile su
3.1.3.7. ELISA tamponu (ET)

1 gram BSA
100 mL 1X PBS
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3.1.3.8. Azidli diliisyon solusyonu (DS)

0.1 gram Sodyum Azid
1 gram BSA
100 mL 1X PBS

3.1.4. ELISA plaklari

ELISA plag olarak yiiksek baglama kapasiteli 96-kuyucuklu, diiz tabanli polistiren plak (Nunc
plate, Cat no: 446612, Thermo Fisher) kullanild1.

3.1.5. Cihazlar

Tez ¢alismasinda kullanilan ve asagida 6zellikleri belirtilen cihazlara ait fotograflar ayrica Resim

1 olarak da sunulmustur.

1. MALDI-TOF kiitle spektrofotometri: VITEK MS model (Biomerieux, SA-
France).

2. Bakteriyolojik etiiv: Shell Lab marka bakteriyolojik etiiv (1535 Il E model).

3. ELISA yikayici: ELISA otomatik yikayici, ELx50 model (BioTek marka (BioTek
Instruments, USA).

4. ELISA okuyucu: Sunrise-TS/TW model (Tecan, Grodig, Austria).

5. Mikrosantrifiij cihazi: 1-15 model, Sartorius-Sigma marka (Sartorius AG,
Germany).

6. Elektronik hassas terazi: AY 120 model, Shimadzu marka (Shimadzu
Corporation, Japan).

7. Elektronik 1s1 kontrollii etiiv: MCO-18AIC model, Sanyo marka (Sanyo, Japan).

3.1.6. Antikorlar

Asagida belirtilen antikorlar Tan1 Medikal Firma’sindan (Tan1 Medikal, Ankara, Tiirkiye) temin
edildi.
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1. Test antikoru (Idiotipik antikor, 1A): Test antikoru olarak kullanilan bu idiotipik

antikor, rekombinant insan immunoglobulin G1 kappa (1gGlk) yapisinda ve
Tocilizumab (Actemra®) isimli tedavi amagli kullanilmakta olan bir ilagtir.
Tocilizumab, insan interlokin 6 (IL-6) sitokin reseptoriine spesifik humanize edilmis

(insansilastirilmis) %100 saflikta bir idiotipik insan monoklonal antikordur.

. Anti-idiotipik antikor (AlA): Yukarida 6zelligi belirtilen Tocilizumab’in Fab

ucundaki idiotipik epitopa (idiotop, antijenik determinant) spesifik baglanan fare
monoklonal antikor (bu da fare IgG1lx yapisinda). Plak kaplamasi i¢in temin edilen
AlA 100 kat konsantredir.

Peroksidaz enzim isaretli anti-idiotipik antikor (POD-AIA): Yukarida belirtilen
anti-idiotipik antikorun (AIA) “Horseraddish Peroxidase” enzimiyle baglanarak
hazirlanmis ve konjugat olarak kullanilan gseklidir. Stabilize ve 100 kat

konsantredir.

Resim 3.1. Calismada kullanilan ana cihazlarin fotograflar.

MALDI-TOF BAKTERIYOLOJIK ETUV
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3.2.  Bakterilerin Eldesi ve Tiplendirmesi

Gazi Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi, Gazi Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilmis olan ¢esitli klinik 6rneklerden tireyen bakterilerin
“tam otomatik mikroorganizma tanimlama/antibiyotik duyarlilik sistemi” ile (MALDI-TOF
MS, VITEK; Biomerieux, SA France) tiplendirilmesi sonrasi secilen izolatlar ¢alismaya
alindi. Klinik 6rnekler mikrobiyoloji laboratuvarinda rutin kiiltiir iglemine tabi tutulduktan
sonra, izolatlarin tanimlanmasi icin MALDI-TOF MS sistemi kullanildi. Calismaya farkli
hastalardan izole edilen Ornekler dahil edildi, ayni hastadan izole edilen aym
mikroorganizmalar ¢alismaya alinmadi. Calismadaki klinik 6rneklerden iiremis olan maya
mantarlarinin tiir diizeyinde tanimlanmasi ise germ tiip ve karbohidrat asimilasyon testleri

(API-ID 32C, Biomerieux, SA France) ile yapildi.

3.2.1. Bakterilerin saklanmasi

Izolatlar calisma giiniine kadar microbank boncuklu bakteri saklama viyalleri igerisinde derin
dondurucuda (-30°C) saklandi. Zor iireyen, saklanmasi zor olan bakterilerin ve ¢aligmaya alinan
az sayldaki anaerob bakterinin -30°C’de saklama sonrasi canlanmama ihtimali g6zoniine

alinarak, bu suslar izole edildikleri giin isleme alindu.

3.2.2. Bakterilerin ¢alisma sartlarina hazirlanmasi

Microbank bakteri saklama viyalleri igerisinde dondurularak saklanmis olan bakteriler
calismadan iki giin 6nce ¢ikartilip oda 1sisinda 5-10 dak. bekletildikten sonra bakterileri
canlandirmak i¢in kanli agar ve Mueller-Hinton agara pasaj yapildi (mayalari canlandirmak igin
kanli agar ve Sabouraud-Dextrose agar kullanmildi; Haemophilus cinsi bakteriler igin ¢ikolata
agar kullamildi), 24 saat etiivde 36°C’de bekletildi, daha sonra {iremis olan bakteriler DS

icerisinde 5 McFarland derisimi hazirlandi, hazirlanan derisim ELISA ¢alismasinda kullanildi.
3.3.  Anti-Idiotipik Antikor (ATA) Tabanli ELISA Sistemi
Sekil 3.1’de calisma esast ¢izilen ve IgBP tasiyan bakterilerin saptamasina yonelik

kullanilan tarama sistemi anti-idiotipik tabanli bir ELISA 6l¢iim sistemidir. ELISA plagi

anti-idiotipik antikor ile kaplidir. Kuyucuklara eklenen 6rnek igerisinde eger 6zgiil oldugu
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idiotipik antikor var ise bunu spesifik olarak baglayacaktir, bu baglama ortamdaki idiotipik
antikor miktar1 ile dogru orantili olacak ve baglanmis olanlar yikama iglemi ile ortamdan
uzaklasmayacaktir. Zemindeki anti-idiotipik antikor araciligi ile baglanmis olan idiotipik
antikor, ortama eklenen enzim ile isaretli anti-idiotipik antikor’a da baglanacaktir. Ciinkii
test antikoru olarak kullanilan idiotipik antikor insan IgG1 olup spesifik baglanmadan
sorumlu 6zdes iki adet Fab ucu bulunmaktadir. Dolayisiyla ortamda test antikoru olan
idiotipik antikor var ise miktariyla orantili olarak koprii baglanmasi yapacak, o olgiide
renklenmeye neden olacak ve nicel (kantitatif) bir 6l¢lim sistemi olusturacaktir. Bu amagla

kullanilacak olan sistemin parcalari agagidaki sekil (3.1)’de hazirlanmistir.

POD isaretli Anti-idiotipik Antikor (AiA)

PO

idiotipik Antikor (iA)
{ Test Antikoru (insan IgGlx))

Anti-idiotipik Antikor (AiA)

ELISA plak kuyu zemini

Sekil 3-1. Anti-idiotipik antikor (AIA) tabanli ELISA sisteminin ¢alisma prensibi.

3.3.1. Anti-idiotipik antikor kaph ELISA plak hazirlanmasi

Bu amagla 100X olan 500ug/mL anti-idiotipik antikor [101, 102], kaplama tampon
icerisinde 1X haline getirilerek yiiksek baglama kapasiteli ELISA plagina kuyucuk basina
100 uL olarak (100 pL/kuyucuk) dagitim yapildi. Oda 1sisinda (20-25°C) 4 saat bekletilerek
kaplanan plaklar yikama cihazinda yikama solusyonu kullanilarak 3 kez yikandi ve plaklarin
her bir kuyucukuna 200 puL bloklama solusyonu dagitilarak oda 1sisinda 1 saat bekletilti.
Inkiibasyon sonunda tekrar kaplanan plaklar yikama cihazinda yikama solusyonu

kullanilarak 3 kez yikandiktan sonra ELISA ¢alismalarinda kullanildi.
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3.3.2. Anti-idiotipik antikor tabanli ELISA calisma basamaklari ve degiskenlerin

belirlenmesi

ELISA calisma basamaklari, her basamakta kullanilan 6rnek ve reaktiflerin miktari, bekletilme

stireleri, ara iglemler ve degerlendirme ana hatlar1 ile su sekildedir:

1. Anti-idiotipik antikor kapl plakta kullanilacak olan miktardaki kuyucuklara 6nce 100
uL ELISA tamponu eklenerek kullanima hazir hale getirildi. ilgili kuyucuklarmn her
birinin igerisine kendisine karsilik gelen ve ¢alismadaki degiskeni yansitan 6rnege ait
75uL diliisyon solusyonu eklendi. Eklenen diliisyon solusyonu igerisinde test antikoru
icermiyor olabilir, belirli miktarda test antikoru igeriyor olabilir veya mikroorganizma
ile muamele edildikten sonra geriye kalan miktarda test antikorunu iceren bir 6rnek de
olabilmektedir. Bu durum asagida agiklandig: tizere degisik deney modellemelerine gore
dogal olarak degisebilmektedir.

2. Icerisinde 100 uL ELISA tampon bulunan kuyucuklara 75 pL dilusyon solusyonu
eklendikten sonra yapigkan bant ile kapatilan plak 60 dakika oda 1sisinda bekletildi.

3. Inkiibasyon sonras1 plak kuyucuklari otomatik yikayicida yikama solusyonu kullanilarak
3 kez yikandi. Plak ters ¢evrilerek kuyucuk igerigi bosaltildiktan sonra yine plak ters
pozisyonda tutularak havlu kagida birkag¢ kez yumusak sekilde vurmak suretiyle icerigin
tamamen bosalmas1 saglandi.

4. Kullanim sirasinda ELISA tamponu igerisinde 1X hale getirilen konjugattan (POD-AIA)
kuyucuk basina 100 pL dagitim yapildiktan sonra yapiskan bant ile tekrar kapatilan
plak oda 1sisinda 60 dakika bekletildi [103].

5. Inkiibasyon sonrasi plak kuyucuklari otomatik yikayicida yikama solusyonu kullanilarak
3 kez yikandi. Plak ters ¢evrilerek kuyucuk igerigi bosaltildiktan sonra yine plak ters
pozisyonda tutularak havlu kagida birkag kez yumusak sekilde vurmak suretiyle igerigin
tamamen bosalmasi saglandi.

6. Kullanima hazir halde olan enzim substratt TMB’den kuyucuk basina 100 uL dagitim
yapildiktan sonra oda 1sisinda ve karanlik bir ortamda 10 dakika bekletilerek
renklenme reaksiyonu gergeklesti.

7. Siire sonunda kuyucuk basina 100 uL 1IN HCI durdurma solusyonu eklenerek
reaksiyon durduruldu ve ELISA okuyucu kullanilarak optik dansite (OD) degerleri

belirlendi. Okuma 450nm referans 620nm olacak sekilde ayarlanarak net optik
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dansite degerleri elde edildi.
8. Standard egrinin olusturulmasi, optik dansite degerlerinin lineer Y eksenine,
idiotipik antikor miktarinin ise semi-log X eksenine yerlestirilmesiyle olusturuldu.

Sonuglarin nicel degeri ise standard egri kullanilarak hesaplandi.

3.4. ELISA Sisteminde Test Antikorun Caliyma Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Sekil 3.2°de ana hatlar1 belirtilen bu ¢aligmada, IgBP tastyan bakteri saptanmasina yonelik olarak
bakterilerin {izerine eklenecek test antikorunun (idiotipik antikor) sabit kullanim
konsantrasyonunun belirlenmesi amaglanmistir. Anti-idiotipik antikor tabanli ELISA sisteminde
olusan reaksiyon ortamdaki idiotipik antikor miktari ile orantili olup, konsantrasyon ile dogru
orantili sonu¢ vermektedir. Her defasinda degisen konsantrasyonlarda idiotipik antikor
kullanilmas1 sonuglarin degiskenligine neden olacaktir. Bu agidan, herseyden 6nce ¢alismanin
standart olmasi i¢in de standart bir deger belirlenmesi gerekmektedir. Bu amagla, degisik
konsantrasyonlarda idiotipik antikor kullanilarak elde edilen standard egride degisikliklere en
hassas olan “dinamik araliga” karsilik gelen bolgenin orta noktasini yansitacak idiotipik antikor

konsantrasyonu belirlenmeye calisildi.

Ayrica daha sonraki deneysel ¢aligmalarda icerisinde sabit miktarda bakteri bulunan 100 pL
ornek ile belli konsantrasyondaki 100 pL test antikoru i¢erisinde 300 pL diliisyon soliisyonu
bulunan ependorf tiipe aktarilarak burada karistirilacaktir. Belirli bir inkiibasyon siiresi
sonrasi santrifiij edilerek tiip dibine ¢oken bakterilerin iistiindeki sividan 6rnek alinacak ve
ortamda kalan test antikorunun miktar1 belirlenebilecek ve baslangic miktarina gore
karsilagtirma yapilabilecektir. Bu sekilde kurgulanan bir sistem ile elde edilecek sonuglardan
ana hatlar ile su ¢ikarimlar yapilabilecektir; a) Test edilen bakteri IgBP tasimiyor ise lizerine
eklenen test antikorunu baglamayacaktir. Inkiibasyon sonunda santrifiij edilen ependorf
tiipte bakteriler dibe ¢okecek fakat test antikorunu yiizeyine baglamadig: i¢in kendisiyle
birlikte dibe gotliremeyecek, dolayisiyla silipernatandaki test antikorunun konsantrasyonu
degismeyecek, baglangigtaki ekleme anindaki konsantrasyonu koruyacaktir ve
siipernatandan alinan 6rnegin Sl¢iimii ile bu dogrulanacaktir. b) Test edilen bakteri IgBP
tasiyor ise {izerine eklenen test antikorunu yiizeyine baglayacaktir. Inkiibasyon sonunda
santrifiij edilen ependorf tiipte bakteriler dibe cokerken kendileriyle birlikte hiicre
ylizeylerine bagladiklar1 test antikorunuda tiip dibine tasiyacaklar. Dolayisiyla
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stipernatandaki test antikorunun konsantrasyonu azalacaktir. Baglangigtaki ekleme anindaki
konsantrasyona gore olan bu azalma miktar ilgili bakterinin tasidigi IgBP’nin miktar

ve/veya baglama giiciiyle (afinite) dogrudan iligkili olacaktir.

Aktanm: 100 plL Aktarim: 100 pL
Test Tiipii idiotipik Antikor [Test antikoru)

(Bakteri siispansiyonu)
1.Tiip: higG1x 5 pg/mL (5000 ng/mL)

2.Tiip: higG1x 0.5 pg/mL (500 ng/mL)

Karisim tiipii
{300 1 DS) 3.Tiip: higGlx 0.05 pgfmL (50 ngfmL)
4.Tiip: hlgG1x icermeyen sivi
60 Dakika
Enkubasyon
(20-25°C)
A4

Mikrosantrifiij; 5 dak, 8000 rpm

100l ET
Kangim tiipii ELISA OLCUMU
(500 ) (AiA kaph plak gukuru)
Beklenen sonuglarnn sembolik gdsterimi: 1.Tiip

0D450/620 nm

0D450/620 nm
|

|/

IgG Konsantrasyonu lgG Konsantrasyonu

Sekil 3-2. Idiotipik test antikor ¢alisma konsantrasyonunun belirlenmesi

Yukarida belirtilen amaca yonelik agiklamalar esliginde test antikor konsantrasyonunun

belirlenmesi i¢in yapilan calisma basamaklart maddeler halinde su sekilde gerceklestirildi.
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1. Test edilecek bakteri ornegini temsil etmek {iizere igerisinde sadece diliisyon
sollisyonu bulunan ependorftan 100 pL 6rnek alinarak, igerisinde 300 pL diliisyon
sollisyonu bulunan karisim tiipiine eklendi. Santrifiij sonras1 pipet ucuna bakteri bulasi
olmadan kolay siipernatan 6rnegi alabilmek ve gerektiginde tekrar dl¢liim yapabilmek
i¢in stipernatan ornegini yedeklemek amaciyla da karigim tiiptine 300 pL ekstra ekleme
ile volum artis1 saglandi.

2. Dilusyon solusyonu igerisinde 5000-500-50 ng/mL konsantrasyonlarda test antikoru
iceren ve igermeyen 4 ayr1 ornekten 100 pL alinarak kendilerine karsilik gelen karisim
tiplerine eklendi. Bu asamada ortamdaki test antikorunun konsantrasyonu 1:5 dilue
olmaktadir.

3. Test edilen bakterinin hiicre yiizeyinde IgBP var ise, ortama eklenen test antikorunu
yiizeyine baglamasi i¢in oda 1s1sinda 60 dakika enkiibe edildi.

4. Inkiibasyon sonunda mikrosantrifiij cihazinda 8000 rpm’de (route per minute) 5
dakika santrifiij edildikten sonra siipernatandan 75 pL alinarak igerisinde 100 pL
ELISA tamponu bulunan kuyucuklara aktarilarak 6l¢im yapildi. Calismanin bundan
sonraki asamalar1 daha Once tamimlanan anti-idiotipik antikor tabanli ELISA

ol¢iimiindeki gibi ayni sekilde gerceklestirildi.

3.5. Bakteri Miktarinin ve Inkiibasyon Siiresinin Tarama Sistemine Etkisi

Giris boliimiinde de belirtildigi lizere, bazi1 bakterilerde bulunan IgBP’ler diger bakterilerde
olana gore antikora ¢ok daha yiiksek veya diisiik afinite ile baglanabilmektedir. Ayrica
bakterilerde bulunan IgBP’nin hiicre yiizeyinde ekspresyon diizeyi kullanilan besiyerine ve
cogalma sartlarina gore degisebilmektedir. Bu nedenle referans olabilecek bir bakteri ve
besiyeri kullanilarak tarama testinin etkin sekilde kullanilabilmesine olanak verebilecek en
az ne kadar bakterinin ortama eklenmesi gerektigine yonelik bir Olgiite ihtiya¢ oldugu
anlagilmaktadir. Ayrica test edilecek bakteri iizerine eklenen referans antikor ile yeteri
diizeyde bir bekletilme siiresinin saptanmasina ihtiya¢ oldugu anlasilmaktadir. Bu sebeple,
(Sekil 3.3)’de ana hatlar1 belirtilen bu ¢alismada, IgBP tasiyor mu diye test edilecek
bakteriden ne kadar kullanilacagi belirlenmeye calisildi. Bu amaca yonelik olarak da
laboratuvarlarin vazgecilmez besiyeri 6gelerinden biri olan koyun kanli agar besiyerinde
iiretilmis bakteriler ¢alisildi. Bu deneyde antikorun bagladigi bir S. aureus Cowan susu ve
antikoru baglamayan bir S. epidermidis ve E. coli kullanildi. Staphylococcus epidermidis ve

E. coli suslar1 laboratuvarimizdaki klinik 6rneklerden izole edildi.
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Yukarida amaci belirtilen ve asagida akis semasi sunulan bu ¢calismanin basamaklari, asagida

maddeler halinde sirastyla agiklanmistir.

1. Test edilecek bakteriler diliisyon soliisyonu igerisinde 0.25, 1 ve 4 McFarland olmak
tizere 3 farkli derisimi hazirlandi. Ayrica, bakteri icermeyen tiip negative kontrol
amaciyla kullanildi. Bunlardan ayr1 ayr1 100 pL 6rnek alinarak, kendilerine karsilik
gelen ve igerisinde 300 pL diliisyon soliisyonu bulunan karisim tiiplerine aktarildi.

2. Bir o6nceki deneysel modelde tanimlanan ¢alismalardan elde edilen verilere dayanarak
hazirlanan 500ng/mL konsantrasyondaki test antikorundan da karigim tiiplerinin her
birine 100 puL ekleme yapild.

3. Her birinde 4 karigim tiipii bulunan 3 6zdes setin her biri sirasiyla 15, 30 ve 60 dakika
enkiibe edildi.

4. Inkiibasyon sonunda santrifiij edilen (8000 rpm’de 5 dakika) karisim tiiplerinden
75uL siipernatan alinarak igerisinde 100 uLL ELISA tamponu bulunan kuyucuklara
aktarim yapildi. Calismanin bundan sonraki asamalar1 daha 6nce tanimlanan anti-
idiotipik antikor tabanli ELISA o&l¢timiindeki gibi ayni asamalar uygulanarak
gerceklestirildi.

Aktanm: 100 pL Aktarim: 100 pL

v

idiotipik Antikor konsantrasyonu
higG1x , 0.5 pg/mL (500 ng/mL).
Test tijpiinde 1:5 dilusyon; 100ng/mL

Bakteri (Kanh agardan)

VV ¥

o 0.25 1 4
Mc Farland
Kansim tiipiinde 1:5 diliisyon olmakta;
0, 0.05, 0.2 ve 0.8 Mc Farland

Kangim tiipii
300 p +{2x100 pL ) = 500

Enkubasyon
(20-25°C)
15 - 30 - 60 Dakika

Mikrosantrifij; 5 dak, 8000 rpm

é I 100pl ET I

Karigim tiipii EUSA BLCUMI
(500pL) {aia kaph plak gukuru)

Sekil 3-3. Bakteri miktarinin ve inkiibasyon siiresinin belirlenmesine yonelik ¢aligma akis
semasl.
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3.6.  Farkli Bir Besiyeri Olarak Mueller-Hinton Agarda Uretilen Bakteri Miktarinin

Tarama Sistemine Etkisi

Bakterilerde bulunan IgBP’nin ekspresyon diizeyi kullanilan besiyerine ve ¢ogalma
sartlarina gore degisebildigi i¢in, biz de bdyle bir degisimi saptayabilmek i¢in kanli agar
disinda bir bagka besiyeri daha kullanarak yeni bir deney yaptik. Bu sebeple, (sekil 3.4)’de
ana hatlari belirtilen bu ¢alismada, IgBP tasiyor mu diye test edilecek bakteriden ne kadar
kullanilacagi belirlenmeye calisildi. Bu testte kanli agar disinda laboratuvarda sik kullanilan

bir diger besiyeri olan Mueller-Hinton agar besiyeri olarak se¢ildi.

Asagida akis semast sunulan bu ¢alismanin basamaklari, asagida maddeler halinde sirasiyla

aciklanmuistir.

1. Test edilecek bakteri ornekleri diliisyon soliisyonu icerisinde 1, 5, 15 ve 45
McFarland olmak tizere 4 farkli derisimi hazirlandi. Ayrica, bakteri igermeyen tiip
negative kontrol amaciyla kullanildi. Bunlardan ayr1 ayr1 100 pL 6rnek alinarak,
kendilerine karsilik gelen ve igerisinde 300 pL diliisyon soliisyonu bulunan karigim
tiiplerine aktarildi.

2. Bir onceki deneysel modelde tanimlanan ¢aligmalardan elde edilen verilere dayanarak
hazirlanan 500 ng/mL konsantrasyondaki test antikorundan da karisim tiiplerinin her
birine 100 puL ekleme yapild.

3. Bir dnceki ¢aligmadan inkiibasyon siiresinin 30 dakika olarak belirlenmesinin yeterli
oldugu saptandig1 i¢in hazirlanan 5 adet karisim tiipii oda 1si1sinda 30 dakika enkiibe
edildi.

4. Inkiibasyon sonunda santrifiij edilen (8000 rpm’de 5 dakika) karisim tiiplerinden 50
pL siipernatan alinarak icerisinde 100 pL diliisyon soliisyonu bulunan ELISA
kuyucuklarina aktarim yapildi. Calismanin bundan sonraki asamalari daha once
tanimlanan anti-idiotipik antikor tabanli ELISA &l¢iimiindeki gibi ayni1 asamalar

uygulanarak gerceklestirildi.



Aktarnim: 100 pL Aktarim: 100 pL

v

idiotipik Antikor konsantrasyonu
higG1x ,0.5 pg/mL (500 ng/mL).
Test tiipiinde 1:5 dilusyon; 100ng/mL

Bakteri (Mueller-Hinton agardan)

VVVVV

Mc Farland

Kansim tiiplinde 1:5 dilisyon olmakta;

0, 0.3, 1, 3 ve 9 Mc Farland v

Kanigim tiipii

300 pl +(2x100 pL ) = 500 puL

Enkubasyon
[20-25°C)
30 Dakika

Mikrosantrifij; 5 dak, 8000 rpm

75 L Siipernatan
é I 100pL ET |

Kangim tiipi ELISA OLCUMD
(500 L) (AiA kaph plak cukuru)

Sekil 3-4. Bakteri miktarinin belirlenmesine yonelik ¢aligma akis semas.

47

3.7 Kanh Agar ve Mueller-Hinton Besiyerlerinin 1gBP Ekspresyonu Uzerine

Potansiyel Etkisi

Hem giris boliimiinde bahseldigi iizere hem sekil 3 ve 4 olarak belirtilen akis semali ¢alismadan

elde edilen veriler kullanilan besiyerinin énemli etki yarattigini gostermistir. Bu nedenle, bu

etkinin net ortaya konulmasina yonelik, standart susumuzda besiyerinin IgBP ekspresyonu

tizerine besiyerinin etkisi arastirildi. Kanli agar ve Mueller-Hinton agarda tiretilen S. aureus’un

diger degiskenleri ayni tutulmak suretiyle tarama test sistemindeki davramg farkliliklari

arastirildi. Bu amagla, (Sekil 3.5)’de galisma akis semasi belirtilen bu ¢alismanin basamaklari

maddeler halinde asagida sirastyla agiklanmistir.

1. Pouzitif kontrol olarak kullanilan S. aureus susu hem kanli agara hem Mueller-Hinton

agara ekimi yapilarak bakteriyolojik etliv icerisinde iiretildi. Her bir besiyerinden

ayr1 ayr1 alman S.aureus’un diliisyon soliisyonu igerisinde 5, 15 ve 45 McFarland

olmak iizere 3 farkli derisimi hazirlandi. Ayrica, bakteri icermeyen tlip negative
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kontrol amaciyla kullanildi. Kanli agar kaynakli olandan 4 tiip, Mueller-Hinton agar
kaynakli olandan da 4 tiip olmak iizere her biri 4 tiip igeren 2 farkli set halinde toplam
8 tiip hazirlanmis oldu. Her iki set (hem kanli agar hem Mueller-Hinton agardan
hazirlanan derisimler) ikiye ayrildi, bunlardan birinci grup yikanmadi, diger grup 3
kez diliisyon soliisyonu ile yikandi ve diliisyon soliisyonu igerisinde siispanse edildi.
Bunlardan ayr1 ayr1 100 pL 6rnek alinarak, kendilerine karsilik gelen ve igerisinde
300 pL diliisyon soliisyonu bulunan karigim tiiplerine aktarildi.

Test antikorundan (500 ng/mL) da karigim tiiplerinin her birine 100 pL ekleme yapildi.
Her birinde 4 karisim tiipti bulunan 2 set halinde hazirlanmis olan karisim tiipleri (8
adet karisim tiipli, yikanmig ve yikanmamig olarak) oda 1sisinda 30 dakika enkiibe
edildi.

Inkiibasyon sonunda santrifiij edilen (8000 rpm’de 5 dakika) karisim tiiplerinden
75uL stipernatan alinarak, icerisinde 100 pL tampon bulunan ELISA kuyucuklarina
aktarim yapildi. Calismanin bundan sonraki asamalar1 daha 6nce tanimlanan anti-
idiotipik antikor tabanli ELISA o&l¢limiindeki gibi ayni asamalar uygulanarak
gerceklestirildi.

Aktarim: 100 pL Aktarim: 100 pL

5. aureus (Kanh agardan) ‘

S. aureus (Mueller-Hinton agardan)

v

idiotipik Antikor konsantrasyonu

VVVY

hlgG1x . 0.5 pg/mL (500 ng/mL).
Test tiipiinde 1:5 dilusyon; 100ng/mL

Mc Farland
Test tipinde 1:5 dilusyon olmakta;
0, 1, 3 ve 9 Mc Farland

Kansim tiipi
300 pL +{2x100 pL ) = 500 pL

Enkubasyon
[20-25°C)

30 Dakika

Mikrosantrifuj; 5 dak, 8000 rpm

75 L Siipernatan
é I 100 pL ET I

Karigim tiipi ELsa GLgimil
(500 i) (AiA kaph plak gukuru)

Sekil 3-5. Besiyerinin IgBP ekspresyonu {izerine etkisinin arastirilmasina yonelik ¢aligma
akis semasi
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3.8. Toplanan Mikroorganizmalarin IgBP Tasiyip Tasimadiginin Saptanmasina
Yonelik Anti-idiotipik Antikor Tabanh ELISA ile Taranmasi

Sekil 3.5’deki ¢calismadan elde edilen verilere dayanarak besiyerinin 6nemli oldugu saptandi.
Bu nedenle, toplanan 189 mikroorganizma (Cizelge 3.1) taranirken, hem kanli agarda hem
Mueller-Hinton agarda ¢ogalmis sekilleri eszamanli olarak tarandi. Zor tireyen bakterilerden
H. influenzae nin sadece c¢ikolata besiyerine ekimi yapildi. A-grubu beta hemolitik
sreptokok sadece kanli besiyerine ve Fusobacterium nucleatum, Peptostreptococcus sp.,
Propionibacterium acnes, Clostridium perfringes gibi anaerob bakteriler ise anaerop jar
icerisinde ve sadece kanli agara ekimi yapildi. Mantarlar SDA ve kanli agara ekim yapilarak

calisildi.

Bu amagla yapilan ¢alismanin basamaklar1 asagida maddeler halinde 6zetlenmistir;

1. Microbank icerisinde -30°C’de saklanmis olan mikroorganizmalarin ¢6ziilmesi i¢in oda
1sisinda 5-10 dakika bekletildi.

2. Bakterileri canlandirmak igin kanli agara pasaj yapildi, 36°C etiivde 24 saat bekletildi,
iiremis olan bakteriler tekrar kanli agar ve Mueller-Hinton agara ikinci pasaj1 yapildi,
36°C etiivde 24 saat bekletildi

3. Ikinci pasajdan sonra test edilecek bakteri drnekleri diliisyon soliisyonu icerisinde 5
McFarland olmak iizere derisimi hazirlandi.

4. Bakteri orneklerinden 100 pL alinarak, kendilerine karsilik gelen ve igerisinde 300
pL diliisyon soliisyonu bulunan karisim tiiplerine aktarildi.

5. Kangmma 500ng/mL konsantrasyondaki test antikorundan da karigim tiiplerinin her
birine 100 pL ekleme yapildi. Boylelikle her bir ependorf tiiptindeki final antikor
konsantrasyonu 100 ng/ml olmaktadir (1:5 dilusyona ugradigi igin). Stok antikor
(Tociluzumab) 100ug/ml’den igerisinde 9950 uL diliisyon sivist bulunan tiipe 50 pL
eklendi, boylece 1:10 oraninda diliiye edildi ve 500 ng/mL(istenen antikor ¢alisma
konsantrasyonu) elde edildi.

6. Hazirlanan karigim tiipii oda 1sisinda 30 dakika enkiibe edildi.

7. Inkiibasyon sonunda santrifiij edilen (8000 rpm’de 5 dakika) karisim tiiplerinden 250
pL stipernatan alinarak ELISA ¢alisma giiniine kadar ependorf tiipte -80°de saklandi.

8. ELISA c¢alismasi i¢in ¢alisilacak mikroorganizmalarin mikroplaklardaki ¢alisma

konfigilirasyonlart yapildi (1. Ve 2. Streplere standartlar eklendi 200 ng/mL’den
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10.

11.
12.

13.

14.

15.

16.

baglayarak 1/3 azalan konsantrasyonlar kullanildi). A:200 ng/mL, B:60 ng/mL,C:20
ng/mL,D:6 ng/mL, E:0 ng/mL (Sekil 3.6-3.10).

ELISA calisma giinii ependorf tiipte saklanan 6rnekler oda 1sisinda ¢ozdiirtildi ve
calisma kolaylilig1 saglamak amaci ile 6rneklerin tamami (250 pL) 96-kuyucuklu
polypropylene plak igerisine, konfigiirasyona uygun sekilde aktarildi.

Icerisinde 100 pL ELISA tamponu bulunan kuyucuklara 75 pL 6rnek aktarmmi
yapildi.

Daha sonra yapiskan bant ile kapatilan plak 60 dakika oda 1s1sinda bekletildi.
Inkiibasyon sonras1 plak kuyucuklar otomatik yikayicida yikama solusyonu kullanilarak
3 kez yikandi. Plak ters ¢evrilerek kuyucuk igerigi bosaltildiktan sonra yine plak ters
pozisyonda tutularak havlu kagida birkag kez yumusak sekilde vurmak suretiyle igerigin
tamamen bosalmas1 saglandi.

Kullanim sirasinda ELISA tamponu igerisinde 1X hale getirilen konjugattan (POD-anti-
idiotipik antikor) kuyucuk basma 100 pL dagitim yapildiktan sonra yapigskan bant ile
tekrar kapatilan plak oda 1sisinda 60 dakika bekletildi.

Inkiibasyon sonras1 plak kuyucuklar1 otomatik yikayicida yikama solusyonu kullanilarak
3 kez yikandi. Plak ters ¢evrilerek kuyucuk igerigi bosaltildiktan sonra yine plak ters
pozisyonda tutularak havlu kagida birkag¢ kez yumusak sekilde vurmak suretiyle icerigin
tamamen bosalmas1 saglandi.

Kullanima hazir halde olan enzim substrati TMB’den kuyucuk bagia 100 pL dagitim
yapildiktan sonra oda 1sisinda ve karanlik bir ortamda 10 dakika bekletilerek
renklenme reaksiyonu gerceklesti.

Siire sonunda kuyucuk basina 100 pL. 1IN HCl durdurma solusyonu eklenerek
reaksiyon durduruldu ve ELISA okuyucu kullanilarak optic dansite degerleri
belirlendi. Okuma 450 nm referans 620 nm olacak sekilde ayarlanarak net optic

dansite degerleri elde edildi.
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Cizelge 3.1. Anti-idiotipik antikor tabanli ELISA sistemi ile taranan mikroorganizmalar.

No. Mikroorganizmalar No. Mikroorganizmalar No. Mikroorganizmalar
1 Achromobacter 2 Chryseobacterium 3 Alcaligenes faecalis
xylosoxidans indologenes
4 Nocardia cyriacigeorgica 5 Ochrobactrum anthropi 6 Delftia acidovorans
7 Sphingomonas 8 Rothia mucilaginosa 9 Pandoraea apista
paucimobilis
10  Sphingobacterium 11  Acinetobacter ursingii 12 Hafnia alvei
spiritivorum
13  Raoultella ornithinolytica 14  Aerococcus urinae 15  Aeromonas hydrophila
16  Staphylococcus 17 Pseudomonas putida 18  Burkholderia contaminans
pettenkoferi
19  Streptococcus salivarius 20  Aeromonas sobria 21  Rhizobium radiobacter
22  Shewanella algae 23 Pseudomonas stutzeri 24 Paenibacillus pabuli
25  Granulicetella adiacens 26  Citrobacter braakii 27  Lactococcus service
28  Raoultella planticola 29  Pasteurella multocida 30  Microbacterium
paraaxydans
31  Ochrobactrum 32  Corynebacterium 33  Corynebacterium
intermedium tuberculostearium aurimucosum
34 Pediococcus acidilactici 35  Providencia stuarti 36  Citrobacter sedlakii
37  Streptococcus gordonii 38  Enterobacter hormaechei 39  Microbacterium foliorum
40  Microbacterium 41  Elizabethkingia 42  Providencia rettgeri
paraoxydans meningoseptica
43  Streptococcus constellatus 44 Citrobacter youngae 45  Helcococcus kunzii
46  Alcaligenes faecalis 47  Citrobacter werkmanii 48  Neisseria gonorrehea
ssp.fecalis
49  Arsenicicoccus spp. 50  Dermabacter hominis 51  Escherichia coli
52  Salmonella typhi 53  Shigella dizanteri 54 Acinetobacter Iwoffii
55  Listeria monositogenes 56  Citrobacter koseri 57  Pseudomonas luteola
58  Staphylococcus simulans 59  Enterobacter cloacae 60  Neisseria sicca
61  Oligella urethralis 62  Kocuria kistinae 63  Staphylococcus
pettenkoferi
64  Aggregatibacter 65  Ralstonia picketti 66  Achromobacter identificus
aphrophilus
67  Providencia alcalifaciens 68  Serratia liguefaciens 69  Enterobacter
cancerogenus
70  Pseudomonas luteola 71  Pantoea agglomerans 72 Enterococcus raffinosus
73 Corynebacterium 74  Streptococcus anginosus 75  Chryseobacterium gleum
urealyticum
76  Streptococcus 77  Staphylococcus caprae 78  Enterobacter kobei
parasanguinis
79  Enterobacter ludwingi 80  Burkholderia lata 81  Chryseobacterium
vialaceum
82  Enterobacter hormaechei 83  Pseudomonas fluorescens 84  Stenotrophomonas
maltophilia
85  Acinetobacter baumannii 86  Proteus mirabilis 87  Klebsiella pnumoniae
88  Citrobacter freundii 89  Enterobacter aerogenes 90  Kilebsiella oxytoca
91  Enterococcus faecalis 92  Serratia marcescens 93  Citrobacter amalonaticus
94  Morganella morgani 95  Kilebsilla rhinoscleromatis 96  Brevundimonas vesicularis
97  Staphylococcus capitis 98  Staphylococcus 99  Pseudomonas mendocina
auricularis
100 Serratia odorifena 101 Salmonella entrika (Grup 102  Neisseria elongata
C)
103 Staphylococcus schleifer 104 Achromobacter 105 Enterococcus gallinarum
xylosoxidans
106 Enterococcus avium 107 Enterococcus 108 Staphylococcus wernerii

durans/hirae
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Cizelge 3.1. (Devam) Anti-idiotipik antikor tabanli ELISA sistemi ile taranan
mikroorganizmalar.

No. Mikroorganizmalar No. Mikroorganizmalar No. Mikroorganizmalar
109 Kytococcus sedantorius 110 Empedobacter brevis 111 Kluyvera ascarbata
112 Weeksella virosa 113 Citrobacter koseri 114 Burkholderia cepacia
115 Gemella ssp. 116 Enterobacter ashuriae 117 Klebsiella pneumoniae
118 Enterobacter intermedius 119 Brevundimonas diminuta 120 Luteimonas aestuarii
121 Proteus vulgaris 122 Staphylococcus 123  Streptococcus pneumonia
haemolyticus
124  Pseudomonas pantoea 125 Enterococcus durans 126 Enterococcus raffinosus
127 Ralstonia pichetti 128 Empedobacter brevis 129 Pasteurella actinobacillus
130 Chromobacterium 131 Vibrio fluvialis 132  Bacillus ssp.
violaceum
133  Enterococcus soacium 134 Delftia acidovorans 135 Shewanella putrefacines
136 Corynebacterium jeikeium 137 Mannheimia haemolytica 138 Citrobacter farmeri
139 Micrococcus luteus 140 Bordetella bronchiseptica 141 Serratia odorifera
142 Edwarsiella ictaluri 143 Leminorella species 144  Ewingella americana
145  Chryseobacterium 146  Cedecea neteri 147 Enterococcus casseliflavus
meningosepticum
148 Burkholderia gladioli 149  Streptococcus sanguinis 150 Microccous ssp.
151 Kingella spp. 152 Shigella flexneri 153 Kluyvera spp.
154 Pediococcus pentosaceus 155 Enterococcus faecium 156 Aeromonas caviae
157 Salmonella spp. (C grubu) 158 Dermococcus 159 Cardiobacterium hominis
nishinomiyaensis
160 Streptococcus oralis 161 Staphylococcus aureus 162 Acinetobacter
haemolyticus
163 Achromobacter piechaudii 164 Brevundimonas diminuta 165 Trichosporon ssp.
166 Candida glabrata 167 Candida tropicalis 168 Candida krusei
169 Saccharomyces ssp. 170 Saccharomyces cerevisiae 171 Candida lusitania
172 Candida kefyr 173 Candida albicans 174 Candida parapsilosis
175 Candida sake 176  Staphylococcus hominis 177 Pseudomonas aeruginosa
178  Staphylococcus aureus 179 Staphylococcus aureus 180 Streptococcus thoraltensis
181 Fusobacterium nucleatum 182 Peptostreptococcus spp. 183 Propionibacterium acnes
184  Actinomyces spp.(aerop) 185 Clostridium perfringens 186 Streptococcus pyogenes
187 Pseudomonas alcaligenes 188 Haemophilus influenzae 189 Gemella haemolysans
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Sekil 3-6. Birinci plakta bulunan mikroorganizmalarin konfigiirasyonu
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Sekil 3-7. ikinci plakta bulunan mikroorganizmalarin konfigiirasyonu
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Sekil 3-8. Ugiincii plakta bulunan mikroorganizmalarin konfigiirasyonu.
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Sekil 3-9. Dordiincii plakta bulunan mikroorganizmalarin konfiglirasyonu.
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Sekil 3-10. Besinci plakta bulunan mikroorganizmalarin konfigilirasyonu.

SDA: Sabouraud-Dextrose agar, C: Cikolata agar.
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4. BULGULAR

4.1. Anti-Idiotipik Antikor Tabanh ELISA Sisteminde Idiotipik Antikorun Sabit

Cahisma Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Gereg ve yontem boliimiindeki sekil 2°de ana hatlart belirtilen bu ¢alismada, ilk olarak 1gBP
tastyan bakteri saptanmasina yonelik olarak bakterilerin iizerine eklenecek test antikorunun
sabit kullanim konsantrasyonunun belirlenmesi amaglanmigtir. Her defasinda degisen
konsantrasyonlarda iditipik antikor kullanilmasi sonuglarin degiskenligine neden olacaktir.
Herseyden 6nce ¢alismanin standart olmast igin de standart bir iditipik antikor konsantrasyon
degerinin belirlenmesi gerekmektedir. Bu amagla degisik konsantrasyonlarda iditipik antikor
kullanilarak elde edilen standard egride degisikliklere en hassas olan dinamik araliga karsilik

gelen bolgenin orta noktasini yansitacak iditipik antikor konsantrasyonu belirlenmeye ¢alisild.

Bu baglamda yapilan test sonucuna gore test tiiptindeki idiotipik antikor miktari ile olusan
OD degerlerine baglh degisim (Sekil 4.1)’de sunulmustur. Bu verilere gore, test tiipiinde
idiotipik antikor miktarinin 1000 ng/mL ve daha iizeri degerlerinde yiiksek OD olusturdugu,
doygunlug diizeyini sagladigi veya astigini gosterdigi, dolayisiyla hem bir nedenle
olusabilecek olas1 OD artisim1 gdsteremeyecegi hem de baglanmaya bagli OD azalmasinin
hassas sekilde saptanmasina uygun olmayacagimi gostermektedir. Test tiiptindeki idiotipik
antikor konsantrasyonu 10 ng/mL ve daha asagist oldugunda olugan OD 0,200
civarlarindadir. Deney sirasinda OD degerlerindeki olabilecek 0,100’lik bir sapma %100’ liik
bir degisime neden olacagindan giivenilirlik agisindan tercih edilmeye uygun bir
konsantrasyon olmadigini gostermektedir. Oysa, test tiipiindeki 100ng/mL’lik bir final
konsantrasyonda olusan 1.8 civarindaki OD 450/620 nm degeri hem standard egrinin
dinamik araligina uygun orta noktay1 olusturmakta hem de %100°liik artislarin ve azalislarin
kolay-net goriilebilmesini ve 6l¢iim hassasiyeti saglayacaktir. Saptanan bu veriler esliginde,
biitiin bir ¢calisma boyunca test tiipiine eklenen idiotipik antikor final konsantrasyonun 100

ng/mL olmas1 gerektigi belirlenmistir.
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3,5 1

2,5

1,5 +

0D 450/620 nm

0,5 1

0 10 100 1000
Karisim Tiipiinde idiotipik Antikor Final Konsantrasyonu (nanogram/mL)

Sekil 4.1. Tarama sisteminin gelistirilmesi ve dl¢limlerde kullanilmak iizere dinamik araligin
orta noktasina karsilik gelen idiotipik antikor miktari.

4.2. Kullanlacak Bakteri Miktar1 ve Inkiibasyon Siiresi:

Bu amagla pozitif kontrol S. aureus yaninda negatif kontrol olan S. epidermidis ve E. coli
kolonilerinden degisen miktarlarda test tiiplerine eklendi. Tiipler 15, 30 ve 60 dakika stireler
ile bekletildikten sonra santrifiij edilerek siipernatandaki idiotipik antikor miktari belirlendi.
(Sekil 4.2)’de goriildiigii tizere, kanli agarda tiremis S. aureus’un test tiipiine eklenen miktari
arttikca ortamdaki idiotipik antikoru da o oranda baglamakta ve santrifiij ile tlipiin dip
kismina gotiirmekte, siipernatanda kalan miktar1 azalmakta ve idiotipik antikorun olgiilen
miktar1 da bu yiizden azalmaktadir. Bakteri igermeyen test tiipiine eklenen idiotipik
antikorun 100 ng/mL konsantrasyondaki OD 450/620nm degeri 1.7-1.9 araliginda iken
(sekil igerisindeki yildiz isareti ile belirtilen yatay kesikli g¢izgiler) 15 dakikalik
inkiibasyonda bile McFarland 0.2 degerinden itibaren idiotipik antikor miktarinda belirgin
azalmaya neden olmaktadir. Ayn1 miktardaki S. aureus ile inkiibasyon siiresinin arttirlmasi
idiotipik antikor azalmasina 6nemli bir etki yapmamaktadir. 15, 30 ve 60 dakikalik

karsilagtirma ¢alismasindan elde edilen ii¢ ayr1 veri su sekilde 6zetlenebilir;

a. Yiiksek afiniteye sahip IgBP tasiyan bir bakteri ile (buradaki 6rnek S. aureus) test

antikorunun 15 dakikalik birlikteligi baglanma i¢in yeterli siireyi olusturmaktadir.
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b. Belirli bir minumum siire (30 dak) sonrasinda inkiibasyon siiresinin artiriminin ¢ok

onemli olmadigi.

c. Antikor baglanmasina bagli santrifiij sonrasi silipernatandaki idiotipik antikor
azalmasinda ortama eklenen bakteri miktarinin 6nemli belirleyicilerden biri oldugu
anlagilmaktadir. Hangi inkiibasyon siiresi olursa olsun S. aureus miktart McFarland
0.05’den McFarland 0.8’e dogru arttikca baglamaya bagli olarak siipernatandaki
idiotipik antikor miktar1 da azalmaktadir. Bakteri miktarinin McFarland 1 civarinda
kullanilmasi 15 dakikalik bir inkiibasyon ile bile OD degerinde (0.751) en az %50

azalmaya neden olmaktadir.
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inkiibasyon siiresi: 15 dakika

-
w

W S. aureus

B S. epidermidis

OD 450/620 nm
[any

0,5
W E. coli
0 +
0,05 0,2 0,8
Bakteri konsantrasyonu (Mc Farland)
inkiibasyon siiresi: 30 dakika
2 =
1,5 =
B S. aureus

B S. epidermidis
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[Eny
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Sekil 4.2. Bakteri (kanli agarda iiretilen) miktar1 ve inkiibasyon siiresi sonuglart.

Ancak, IgBP tagimayan ve negatif 6rnek olarak kullanilmis olan hem S. epidermidis hem de

E. coli bakterileri inkiibasyon siiresi ve bakteri miktarlari ne kadar arttirilirsa arttirilsin
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belirgin bir OD azalmasina neden olmamaktadir. Bu bakteriler ile elde edilen OD degerleri
sadece idiotipik antikor igeren test tiipiiniin olusturdugu OD degerlerine (sekil igerisindeki

yildiz isaretli kesikli yatay ¢izgiler) yakin sonuglar vermektedir.

Bu verilere dayanarak, ortama eklenecek test bakterisi final konsantrasyonun McFarland 1
olarak ayarlanmasmin uygun oldugu anlasilmistir. Staphylococcus aureus orneginde
saptandig1 iizere, 15 dakikalik bir inkiibasyon siiresinin yeterli oldugu anlagilmaktadir.
Antikoru gorece zayif baglayan IgBP tasiyan bakteriyle karsilasma acisindan
diisiiniildiginde bu siirenin 30 dakika gibi iki katina c¢ikartilmasinin uygun olacagi
diistiniilmustiir. Ancak daha da uzun siireli inkiibasyonun baglanma tizerine belirgin etki
yapmayacagi ongoriilmiistiir. Ayrica tarama testinin zaman agisindan da pratik olmasi igin

60 dakika yerine 30 dakika olmas1 uygun olacaktir.

4.3. Farkli Bir Besiyeri Olarak Mueller-Hinton Agarda Uretilen Bakteri Miktarinin
Tarama Sistemine EtKisi

En 6nemli faktor bakterinin IgBP agisindan pozitif olup olmadig1 yaninda ortama eklenen
miktar1 oldugu anlasilmaktadir (Sekil 4.2). Bir 6nceki ¢alismada pozitif kontrol olarak
kullanilan S. aureus’un McFarland 0.05 ve 0.2 degerlerindeki etkisi ¢ok carpici olmamasina
karsin, 0,8 degerlerine ulastiginda 15 dakikalik inkiibasyonda bile ortamdaki test
antikorunun en az %50’sini bagladig1 ve inkiibasyon siiresi 60 dakikaya ulastiginda ise

baglanma yaklasik %75’e ulagsmaktadir.

Bu veriler goz oniine alindiginda test antikorunun %100’{inii baglayabilecek S. aureus
miktarin1 belirlemeye yonelik ¢aligma yapildi. Bu defa 30 dakikalik inkiibasyon siiresi
kullanilarak 0.3 ve 1 McFarland degerlerine ek olarak McFarland diizeyi 3 ve 9 olacak
sekilde arttirilmis Ornekler ile test tekrarlandi. Ancak bu agidan yapilan testte Mueller-
Hinton agarda iireyen bakteriler kullanildi. Kanli agar gibi, Mueller-Hinton agar da
laboratuarlarda sik kullanilan zengin bir besiyeri diisiincesi ile ekim yapilmis, yani bu se¢im
bilin¢li olarak planlanmamisti. Kanli agar ile Mueller-Hinton agar arasinda bu acidan bir

fark olmayacag diisiintilmiistii.
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IgBP agisindan negatif olan S. epidermidis ile elde edilen veriler kendi igerisinde uyumlu
bulunmustur. Yani miktar1 ne kadar artarsa artsin anlamli bir antikor baglama
ger¢eklesmemektedir. Ancak besiyerinin pozitif bakteride IgBP ekspresyonu iizerine ¢ok
carpict etkisi olduguna yonelik sonucla karsilasildi. Bir onceki ¢alismada kanli agarda
iireyen S. aureus’un antikoru baglama miktar1 ortamdaki miktari ile dogru orantilidir ve
McFarland 0.8 miktarda bile antikorun en az %50’sini baglayabilmektedir. Ancak, Mueller-
Hinton agarda iireyen S. aureus ile %50 antikor baglanmasi ancak en az 10 kat fazla
(McFarland 9) bakteri eklenmesi ile elde edilebilmektedir (Sekil 4.3). Daha net ifade ile kanl
agarda iireyen S. aureus ile Mueller-Hinton agarda iireyen ayn1 S. aureus suslarinin antikor
baglama oOzellikleri arasinda farklilik olmaktadir. Hangi miktardaki bakteri antikor
baglanmasin1 %100’ler diizeyine ulastiracagina yonelik veri beklentisi karsisinda Mueller-
Hinton agarda iireyen S. aureus’un McFarland 9 diizeyleri bile antikor baglanmasini %75
diizeylerine ulastiramamistir. Bu sonuglar olayin literatiirdeki bazi veriler ile iligkili
olabilecegini diistiindiirmektedir. Clinkii literatiirde mikroorganizmanin iiredigi ortamin ve

besiyerinin IgBP ekspresyonunu etkiledigi belirtilmektedir (90).

Yaptigimiz ¢alismadan elde edilen veriler agikca gostermektedir ki IgBP agisindan taranacak
bakterilerin hem kanli agarda iireyen hem de Mueller-Hinton agarda tireyen seklinin
eszamanlt olarak taranmasi daha uygun olacaktir. Bu yaklagim ayn1 zamanda iki kez

calisilmis olmasina ve daha giivenilir veri elde edilmesine olanak saglayacaktir.

Bu sonuglardan sonra farkli besiyerinin ayn1 S. aureus susu iizerine olan etkisi ve bu

farkliligin olas1 nedenini saptamaya yonelik biraz daha detayli ¢alisma planlandi.

inkiibasyon siiresi: 30 dakika
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[EEY

W S. epidermidis

o

OD 450/620 nm
o
w

0,3 1 3 9
Bakteri konsantrasyonu (Mc Farland)

Sekil 4.3. Mueller-Hinton agarda firetilen bakteri miktar1 ile antikor baglama diizeyi
arasidaki iliski.
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4.4. Kanh Agar ve Mueller-Hinton Besiyerlerinin 1gBP Ekspresyonu Uzerine
Potansiyel Etkisi

Kanl1 agar ve Mueller-Hinton agarda iireyen S.aureus arasinda antikor baglama kapasitesi
acisindan fark gozlendi. Bunun olasi nedenlerinden biri olarak besiyerlerinden bakteriler 6ze
ile alinip siispansiyonlar1 hazirlanirken bir sekilde siispansiyona bulasan besiyerinin bunda

etkisi olabilecegi diistiniildii. Asagida belirtilen olasi nedenler akla gelmektedir:

a. Koyun kanli agarda bulunan koyun antikorlarinin bir sekilde deney sonucuna etkisi
olabilecegi ve bakteri siispansiyon hazirlanirken 6ze ile bakteri aktarimi sirasinda
besiyeri de bulagsmig olabilir. Aslinda ilk etapta boyle bir etki varsa bile bunun
bakterinin antikoru daha ¢ok baglamasini saglamasi yerine azaltici bir etkisi olacagi
ongoriilmektedir. Cilinkii kanli agardan alinan S. aureus bakterilerinin bir kisminin
veya ylizeyindeki 1gBP’lerin bir kismmin koyun antikorlar1 tarafindan onceden
baglanmis olmasi nedeniyle teorik olarak ortama eklenen test antikorunu daha az
baglamasi beklenmektedir. Oysa (Sekil 4.2) ve (Sekil 4.3) karsilastirildiginda, kanlt
agarda ireyen S. aureus, Mueller-Hinton agarda iireyene gore daha iyi antikor

bagliyor gibi géziikmektedir.

b. Olaym kaynaklandigi nokta, Mueller-Hinton agar ile iliskili olabilir. S6yle ki; bakteri
slispansiyonuna bulasan Mueller-Hinton agar kaynakli maddeler S. aureus bakteri
yiizeyini sivayarak (bir sekilde bakteri yilizeyini kaplayarak var olan IgBP’leri bloke
etmesi) bakterinin ortama eklenen antikoru yeterince fazla baglayamamasina yol

a¢cmis olabilir.

c. Bagka bir yaklasim ise, aslinda olayin dogrudan kanli agar besiyerinin S. aureus
bakterisinde protein A (IgBP) ckspresyonu {izerine arttirici bir etkisinin

olabilmesidir.

d. Benzer sekilde aksi yondeki bir etkinin Mueller-Hinton agar araciligiyla
olusturulmasidir. Mueller-Hinton agar besiyerinin S. aureus bakterisinde IgBP
ekspresyonu iizerine azaltici bir etkisinin olabilmesidir. Bu durum kanli agara gore
Mueller-Hinton agarda iireyen S. aureus’un antikoru daha az baglama nedenini

aciklayabilecektir.
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Bu durumun belirlenmesine yonelik olarak hem kanli agar hem Mueller-Hinton agarda
eszamanli ve ayni sartlar altinda ayn1 S. aureus susu kullanilarak yapilan ¢aligmada alinan
bakteriler yikanmadan ve yikandiktan sonra test edilmistir. (Sekil 4.4)’de gorildigi tizere,
kanli agarda tireyen S.aureus ortama eklenen test antikorunu Mueller-Hinton agarda lireyene
gore daha etkin baglamaktadir. Dogrudan besiyerinden alinan bakterilerle hazirlanan
stispansiyon kullanilarak yapilan testte, kanli agarda iireyen S.aureus’un McFarland 1
degerindeki antikor baglama kapasitesine benzer diizeyde bir etki Mueller-Hinton agarda
ireyen S.aureus’un ancak 9 kati ile agiga c¢ikabilmektedir (Sekil 4.4 A). Besiyeri
farkliligindan kaynaklanan degisken baglama kapasitesinin besiyeri bulasindan olusmadigi
anlagilmaktadir. Ciinkii farkli besiyerlerinden alinan bakteriler test edilmeden Once
yikanmalarina ragmen, yikanmadan kullanilan bakteri siispansiyonlar1 gibi hatta neredeyse

tamamen benzer sonuglar elde edilmektedir (Sekil 4.4 B).

Genel anlamda kullanilabilen zengin bir besiyeri olmasi nedeniyle ¢alismanin baslangicinda
sadece Mueller-Hinton agar kullanilmasi planlanmigti. Ancak gozlenen belirgin farklilik,
tarama testinin hem Mueller-Hinton agarda hem de kanli agarda iiremis ayni1 bakterilerin

eszamanli olarak taranmasi gerekliligini ortaya koymustur.
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(A)

H Muller Hinton Agar

M Kanli agar

0D 450/620 nm
[EEY

1 3 9
Bakteri konsantrasyonu (Mc Farland)

(B)

m Miller Hinton Agar

M Kanli agar

OD 450/620 nm

1 3 9
Bakteri konsantrasyonu (Mc Farland)

Sekil 4.4. Farkli besiyerlerinin (Mueller-Hinton agar ve Kanli agar) S. aureus’un antikor
baglama ozelligine etkisi. A: Besiyerlerinden alinan bakterilerle dogrudan hazirlanan bakteri
solusyonlarma ait veriler. B: Besiyerlerinden alinan bakterilerin yikanmis halleri
kullanilarak hazirlanan bakteri soliisyonlarina ait veriler.

Elde edilen veriler tarama test uygulamasinda asagida belirtilen ana {i¢ esasin goz oniine

alimmas1 gerektigini ortaya koymustur:

1. Tarama sirasinda test tiipiinde en az McFarland 1 diizeyinde bakteri bulunmalidir.

2. Tarama sirasinda test tiipii santrifiij edilmeden 6nce eklenen bakteri ile test antikorun

30 dakikalik inkiibasyonu yeterli olmaktadir.
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3. S. aureus benzeri IGBP pozitif bakterinin saptanmasi igin test tiipiine eklenen test
antikorunu baglama diizeyinin %50 ve daha fazlas1 olmasi yeterli kriter olabilecektir.
Bu diizeyde net baglanma gosterenler yeniden test edilmeye deger bakteri olarak
belirlenecek ve ikinci kez bu agidan dogrulandiginda daha ileri analizler

uygulanacaktir.

4.5. Anti-Idiotipik Antikor Tabanh ELISA ile Mikroorganizmalarin Tarama Sonucu:

Immiinoglobulin baglayan protein iireten bakterilerde bakterinin test antikorunu baglanmasi
nedeniyle santrifiij sonrasi iist sividaki test antikoru baslangi¢ anina gbre azalmaktadir.
ELISA test sonuglarimiza gore li¢ adet S. aureus izolatinda IgBP varligi saptanmistir.
Taramaya dahil edilen diger gram pozitif ve gram negatif bakterilerde tarama sonucuna gore

IgBP varligi goriillmemistir (Sekil 4.5a,b-4.9a,b).
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Sekil 4.5a: Bir no’lu AIA tabanli ELISA plag: sonug goriintiisii.

Measurement parameters

SUNRISE

Instrument senal number: 504000001
Measurement mode: Absorbance
Measurement wavelength: 450 nm
Reference wavelength: 620 nm

Dual wavelength mode: Difference
Read mode: Normal

Unit OD

Date: 4/24/2018, Time: 2.49:32 PM

Difference data
1 2 3 4 5 6 ¥/ 8 9 10 11 12

Al 2966 3.071 1.929 2437 2.385 247 1.982 2246 2059 2175 2421 2399
B 1.238 1.345 1919 2224 2086 2.151 221 2408 2.138 2.196 2388 2.351
C| o04s4 0468 1.741 2345 2027 2.186 2.163 2.138 2059 2172 2238 2293
D| o162 0.169 2079 21N 1.902 2273 2338 2122 2007 2235 2372 2.267
E 0.038 0.043 1.883 207 1868 2173 2189 219 2025 2022 2412 229
F 3043 3.032 2032 2324 2.155 2084 202 2093 2086 2147 2283 2367
G 1.147 1.282 2.009 2323 1.961 2212 1572 1533 2101 22 2483 2.198
H 0414 0514 1.735 2.146 2.148 2.108 2221 2324 2.167 2248 2545 2433

Sekil 4.5b: Bir no’lu AIA tabanli ELISA plagi OD degerleri.
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Sekil 4.6a: iki no’lu AIA tabanli ELISA plag1 sonug goriintiisii.

Measurement parameters

SUNRISE

Instrument serial number: 504000001
Measurement mode: Absorbance
Measurement wavelength: 450 nm
Reference wavelength: 620 nm

Dual wavelength mode: Difference
Read mode: Normal

unit OD

Date: 472472018, Time: 2:52:08 PM

Difference data
1 2 3 4 5 6 7. 8 9 10 11 12
A 2.998 2828 2.287 2137 2.291 2.037 214 2.319 2.02 2.255 2.233 2276
B 1.133 1.044 1.872 214 2.209 0.038 2.119 2.224 2125 2.018 1.985 2.15
c 0428 0412 2.005 1.828 2.185 2058 2034 1.826 2.035 2134 1.928 2057
D 0.159 0.139 1.999 2027 217 2.058 2.126 2213 1.966 2.207 1.955 0.04
E 0.044 0.049 2018 1.689 2.148 1.927 1.938 2033 1.982 2.092 1.87 2.156
F 2879 2.844 2.022 2025 2173 1.947 2072 2.092 1.988 2052 1.975 2.109
G 1173 1.104 1.978 2.156 2.195 1.971 2464 2.081 2.039 2126 2.024 2195
H 0424 0.422 2.038 2.117 2.137 2.137 2125 2.262 2.125 24 2.252 2.398

Sekil 4.6b: Iki no’lu AIA tabanli ELISA plagi OD degerleri.




Sekil 4.7a: U¢ no’lu AIA tabanli ELISA plag: sonug goriintiisii.
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SUNRISE

Unit OD

Measurement parameters

Instrument serial number. 504000001
Measurement mode: Absorbance
Measurement wavelength: 450 nm
Reference wavelength: 620 nm

Dual wavelength mode: Difference
Read mode: Normal

Date: 4/24/2018, Time: 2:54:12 PM

Difference data
1 2 3 ) 5 6 7 8 9 10 11 12

Al 2924 2918 1976 2.095 2.058 2131 2123 2118 1.961 2.16 1.985 2.119
B 1.135 1.081 201 2.007 2.075 1.952 2138 2.031 2097 2 1.961 2.027
C| paa2 0418 2.1 1.946 2.16 2.096 2116 2.189 2.093 2.105 1.907 1.93
D| 0237 0.141 1.893 1.927 1.962 1.975 2.089 214 2.064 2.068 1.84 1.78
E| oon 0.03 2.034 1.964 1.899 1917 2.166 2.057 2.021 2.084 1871 1.848
Fl 2892 275 2.074 2014 2.004 1.94 2148 2.033 1.996 1918 1931 1.893
G| 1.106 1.068 1.869 2.087 1.994 1.989 2034 2134 1912 1.948 1.864 1.965
Hl pa29 0415 1.995 2017 2.01 2.079 227 2011 1.985 1.987 1.845 2.186

Sekil 4.7b: Ug no’lu AIA tabanli ELISA plagi OD degerleri.
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Sekil 4.8a: Dort no’lu AIA tabanli ELISA plagi sonug goriintiisti .
Measurement parameters
SUNRISE
Instrument serial number: 504000001
Measurement mode: Absorbance
Measurement wavelength: 450 nm
Reference wavelength: 620 nm
Dual wavelength mode: Difference
Read mode: Normal
Unit OD
Date: 4/24/2018, Time: 2:56:32 PM
Difference data
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
Al 3033 3.005 2.053 2225 1.872 2.06 2.003 2.005 1.797 1.963 191 2.026
B 1.06 1.067 1.897 2.146 1.948 1.976 2025 2.036 1.912 $ 2045 1916 1.92
C| 0384 0.3%4 2.165 2.181 1.976 2018 21 2058 1.776 2.067 1873 2014
D| o138 0.14 1.937 1.742 184 2.094 2012 1818 1.892 2.003 1.948 1.951
E 0.059 0.038 2.102 1.982 194 2,053 1.876 1.943 1.782 1.841 1.932 1.997
E 274 2822 1.917 2034 1.957 1.964 1915 1.85 1.829 1.81 1.878 2043
G 1 1.109 1.874 1.929 1.855 1.884 2014 2022 1818 1.853 1.99 2.001
H 0.383 0.388 2.044 1.938 1.918 1.956 1.939 1.83 1.786 1916 2075 2084

Sekil 4.8b: Dort no’lu AIA tabanli ELISA plagi OD degerleri.



Sekil 4.9a: Bes no’lu AIA tabanli ELISA plag1 sonug goriintiisii.
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Measurement parameters

SUNRISE

Instrument serial number. 504000001
Measurement mode: Absorbance
Measurement wavelength: 450 nm
Reference wavelength: 620 nm

Dual wavelength mode: Difference
Read mode: Normal
Unit OD
Date: 4/27/2018, Time: 12:24:13 PM

Difference data
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

Al 2683 2.808 1.884 2195 2.044 2.942 1.9682 2055 1.982 0.254 2094 2083
Bl 173 1.738 217 2.185 0.871 0.564 2024 2.148 2.004 1.939 2.245 2.196
C| o069 0.715 2114 2134 2.189 142 217 2025 1977 2.091 2197 213
D| o381 0.264 1.859 2133 2143 2038 2028 20M 0.844 2.009 2245 2.163
E| 0241 0.092 1.86 2177 2231 2.339 2001 2097 0.144 0916 2.105 2.0%6
F| o023 1.044 1.843 2.154 1.968 2.006 2.034 2121 2.18 2393 2196 235
G| 0274 2.166 1.807 2.088 1.982 2.003 1.978 2.086 2.054 207 2126 2018
Hl 0136 1.948 1.823 207 1.969 1.996 1973 22 2.064 197 0.237 2277

Sekil 4.9b: Bes no’lu AIA tabanli ELISA plagi OD degerleri.
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada, bakteri yiizeyinde bulunan antikor baglayan proteinlerin (IgBP) saptanmasina
yonelik “anti-idiopatik antikor tabanli” olarak adlandirdigimiz orijinal, iistiin ve pratik bir
tarama testinin gelistirilmesi, dogrulanmasi ve uygulamadaki etkinliginin denenmesi

amaglanmstir.

Antikor baglayan proteinlerin varligi ile ilgili olarak yapilmis arastirmalarda ortaya ¢ikan
reaksiyonu goriiniir kilmak i¢in degisik isaretleyiciler kullanilmaktadir. Literatiirde daha
once bu konuda yapilmis olan calismalar incelendiginde, IgBP’lerin saptanmasi veya
tanimlanmasi i¢in siklikla floresans veren madde, radyoaktif madde, enzim veya altin gibi
cesitli maddelerin immunoglobuline veya immiinoglobulin molekiiliiniin kesilmesiyle elde
edilmis Fc bolgesi gibi baz1 kisimlarina kimyasal olarak baglanmak siiretiyle hazirlanmis
problarin/konjugatlarin  kullanildigir gortilmektedir [30, 33, 104-107]. Konjugat olarak
tanimlanan igaretli bir antikor hazirlamak i¢in, antikor molekiili yukarida belirtilen
isaretleyiciler ile baglanmakta, isaretlenmektedir. Bir antikor molekiilii tizerinde antikordaki
polipeptit zincirlerin kivrilmasi sonucu olusmus olan globiiler bolgeler yer alir, bu bolgelere
domain ad1 verilmektedir. Antikorun hafif zincir molekiilii tizerinde bir adet domain, agir
zincir molekiilii lizerinde ise {i¢ adet domain vardir; agir zincir iizerindeki bu domain
bolgeleri CH1, CH2 ve CH3 bolgeleridir. Bu bolgeler isaretleyiciler tarafindan kimyasal
baglanmaya elverisli ve siklikla kullanilan hedef bdlgeleridir. Genel anlamda, konjugat
olarak tanimlanan isaretli antikor hazirlanirken, enzim veya diger isaretleyici problar antikor
molekiilii tizerinde kimyasal baglanmaya elverisli ve siklikla kullanilan hedef bdlgelerine

baglanmaktadir [106].

Bakteriyel IgBP’ler de genellikle antikorlarin Fc bolgelerine baglanirlar. Ornegin S. aureus
protein A molekiilii I[gG’nin Fc molekiiliine baglanmaktadir. Grup C ve G beta hemolitik
streptokoklarin iirettigi protein G molekiilii insan IgG molekiiliiniin Fc kismina
baglanmaktadir ve bu baglanma bolgesi S. aureus’taki protein A’nin insan IgG’sinde
baglandig1 Fc bolgesi ile aynidir [19, 108]. Bununla birlikte, IGBP’ler antikorun Fc bolgesi
disindaki diger bolgelerine de baglanabilmektedirler. Staphylococcus aureus protein A
molekiilii normalde IgG molekiiliiniin Fc kismina baglandigi halde diger antikorlara da

baglanabildigi ve bu antikorlarin degisken agir zincirlerine de baglandig1 goriilmiistiir [109]
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Streptococcus pyogenes’in {irettigi 1gBP’lerin de (M-benzeri protein, protein H)
immiinoglobuline baglanirken protein A ve protein G molekiillerini ile yaristig1, yani antikor

tizerindeki ayni bolgeye (IgG Fc bolgesi) baglandigi bildirilmistir [110]

Konjugatlarin hazirlanmasi sirasinda isaretleyiciler ile (floresan madde, radyoaktif madde,
enzim, altin gibi) baglanan antikor iizerindeki baglanma bolgeleri (basta CH2 ve CH3
domainleri olmak iizere), ayn1 zamanda bakteriyel IgBP’lerin de baglandig1 bolgeler ile ayni
ve/veya ortlisiik olan yerlerdir [36, 37, 106, 111]. Bu durum, bakterilerdeki IgBP’lerin varligi
bu tiir konjugatlarla arastirilirken/taranirken c¢esitli sorunlara, yalanci pozitifiliklere veya
yalanci negatifliklere yol agabilmektedir. Antikor baglayan protein saptanmas: ile ilgili
yapilan caligmalarda, bakteri eger IgBP iiretiyor ise, bakteriyel IgBP immiinoglobulin
molekiilii ile baglanmakta ve bir kompleks olugsmaktadir. Olusan kompleksin (bakteri-IGBP-
caligmada kullanilan test antikor molekiilii, 6rnegin IgG) saptanmasinda reaksiyonu goriiniir
kilmak i¢in, genellikle konjugat olarak isaretli antikor (isaretli anti-IgG) kullanilmaktadir.
Bu isaretleme islemi genellikle biyotin, peroksidaz, alkalen fosfataz, radyoaktif iyot veya
floresan madde ile yapilmaktadir. Boyle bir durumda, yalanci negatiflik ortaya ¢ikma
olasilig1 gbzard: edilemez. Zira konjugat molekiilii (anti-IgG) olusmus olan kompleksteki
(bakteri-1gBP-1gG) antikorun Fc kismina baglanma 6zelligine sahip olabilir (konjugat olarak
kullanilan isaretli antikorun test antikoru olan IgG molekiiliiniin Fc bolgesindeki domainlere
spesifik olma ve bu domainlere baglanma ihtimali vardir). Boyle bir durumda, kompleksteki
IgG’ye de zaten bakteriyel IgBP baglanmis oldugu i¢in, konjugatin kompleksteki IgG’ye
baglanmasi sterik nedenlerden dolay1 engellenebilecek, zayif olabilecek veya belki de hig
baglanamayacaktir. Isaretli antikor ile (6rnegin peroksidaz enzimi ile isaretli antikor) tarama
yapildiginda da yalanct negatiflik ortaya c¢ikma ihtimali vardir. Cilinkii isaretlemede
kullanilan peroksidaz enziminin de immiinoglobulin molekiiliinin Fc kismindaki
domainlere baglanma ihtimali yliksektir; peroksidaz enzimi genelde bu bdlgelere
baglanmaktadir. Dolayisiyla bu isaretli antikor bakteri iizerine eklendigi zaman, bakteri
antikorun Fc kismindaki domainlere baglanmaya calisacak, ancak bu bolgeye de isaretleme
amaciyla kullanilan peroksidaz bagli oldugu i¢in, antikorun bakteriye baglanmasi zayif
olabilecek veya sterik nedenlerden dolayr baglanamayacaktir. Boylece yalanci negatif
reaksiyona ortaya c¢ikabilecek veya IgBP diisilk diizeyde eksprese etmis gibi

gorilinebilecektir.
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Isaretleme amaciyla kullanilan enzimler ile |gBP nin antikor molekiiliiniin ayn1 bdlgesine
baglanmasi durumu su ihtimali ortaya koymaktadir: Boyle bir durumda 6nceden bir madde
ile baglanmig/isaretlenmis immunoglobulin molekiiliine bakteriyel IgBP’nin baglanmasi
zayiflayacak veya belki de tamamen kaybolabilecektir. Bir diger deyisle, dogal ve
isaretlenmemis bir immunoglobulin molekiiliine bakteriyel 1gBP baglanabiliyor iken,
isaretlenmis formuna baglanamayabilecektir. Hatta antikor molekiillerinin isaretlenmesi
sirasindaki farkliliklar, isaretleme i¢in kullanilan madde ile fazla isaretlenmesi 6zgiil oldugu
antijene bile baglanma karakterini degistirebilmektedir. Vira ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan bir ¢alismada hemaglutinine kars1 bir FITC isaretli fare monoklonal antikor (Fc125)
kullanilmig, antikor yiiksek miktarda FITC ile isaretlendiginde, monoklonal antikorun

(Fc125) 6zgiil oldugu hemaglutin antijenine baglanmasinin azaldigi bildirilmistir [111].

Bakterilerdeki 1gBP’lerin varlig1 arastirilirken, isaretli konjugat kullanilmasina bagli olarak
cesitli sebeplerden dolay1 yalanci negatiflikler veya yalanci pozitiflikler goriilebilmektedir.
Isaretli konjugat ile taramaya/gériintiillemeye bir diger 6rnek streptavidin/biyotin sistemidir.
Streptavidin/biyotin sisteminin molekiiler biyolojide, immiinolojide, mikrobiyolojide,
yaygin uygulama ve kulanim alanlar1 vardir. Bu sistem ile bakteriyel IgBP varligi da
rahatlikla arastirilabilmektedir. Streptavidin proteini giinlimiizde rekombinant yontemlerle
elde edilmekte ve cesitli amaglarla kullanilabilmektedir [112]. Biyotin kiigiik bir molekiil
olup streptavidine ¢ok yiikksek bir afiniteyle baglanmaktadir. Streptavidin-biyotin
baglanmas1 neredeyse kovalan baglanmalara yakin bir giicle gerceklesmekte olup, bilinen
en giiclii non-kovalan baglanmalardan birisidir. Bu baglanma ¢esitli ¢cevresel etkenlere de
(organik c¢oziiciiler, deterjanlar, proteolitik enzimler, ekstrem pH’lar gibi) oldukca
direnglidir. Biyotin molekiilli DNA, RNA ve protein gibi ¢esitli substratlara
baglanabilmekte, onlar1 isaretleyebilmektedir. Bu substratlarin goriiniir hale getirilmesi de
streptavidin kullanilarak saptanmaktadir. Bu amagla streptavidin enzimlerle (alkalen
fosfataz, peroksidaz gibi) veya floresan problarla (FITC) rahatlikla baglanabilmekte,
isaretlenebilmektedir. Sonrasinda renklendirici substratin eklenmesi ile reaksiyon goriiniir
kilinmakta, ornekler renklenmektedir. Bdoylelikle streptavidin-biyotin tabanli biyolojik
Olglimlere olanak vermektedir. Streptavidin-biyotin sistemi, antikor saflastirma
caligmalarinda, biyoteknoloji  uygulamalarinda, ELISA caligmalarinda  siklikla

kullanilmaktadir.
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Biyotin ile antikorun isaretlenmesi, konjugat olusturulmasi esnasinda, biyotin antikorun
CH2 ve CH-3 gibi bdlgelerine baglanabilmektedir. Bakteriyel 1gBP de antikorun Fc
kismindaki bu bolgeler baglanma 6zelligine sahipse, biyotin de bu bolgelere baglanmis
olabilecegi icin, sonucta bakteri IgBP tiretiyor olsa bile, IgBP varligt ELISA sisteminde bu
sterik engellemelerden dolay1 tespit edilemeyecek, veya zayif bir sekilde baglanma olacak

ve reaksiyon zayif gorlinebilecektir. Boylece yalanci negatiflik ortaya ¢ikmis olacaktir.

Streptavidin-biyotin sistemi kullanilarak yapilan IgBP taramalarinda yalanci pozitif
reaksiyon goriilme ihtimali de mevcuttur. Streptavidin molekiilii normalde Streptomyces
avidinii bakterisinin salgisal formdaki bir proteinidir. Diger streptomiges tiirleri de
streptavidine benzer molekiiller iiretip salgilayabildigi gibi, baska cinse ait bakteriler de
streptavidin iretebilmektedir [112, 113]. Eger tarama testinde biotin ile isaretli bir antikor
kullaniliyor ve test edilen mikroorganizma IgBP tasiyor olsa bile, bu mikroorganizmanin
ayn1 zamanda streptavidin benzeri bir madde salgilamas1 durumunda, ortama eklenen biyotin
ile isaretli antikorlarin tamamu streptavidinle baglayacak ve sonug giivenilmez olabilecektir.
Bakteri IgBP tasimadigi halde, biyotin-streptavidin baglanmasina sonucu renklenme olacak
ve bakteri IgBP tasiyormus sanilacaktir (yalanci pozitiflik). Bir diger olasilik bakterinin
IgBP iiretmesidir. Boyle bir durumda ise, bakteri IgBP tasiyor olsa bile biyotin molekiilleri
streptavidine ¢ok yiiksek baglanma afinitesi gosterdikleri i¢in cogunlukla streptavidine
baglanabilirler ve eger bakteri IgBP’yi diisiik diizeyde eksprese ediyorsa IgBP’ye hig
baglanma olmayabilir, yalanci negatiflik goriiliir veya bakteri diisiik diizeyde 1gBP eksprese

etmis gibi goriinebilir.

Streptavidin-biyotin yonteminin kullanildigi ¢aligmalarda, yani deteksiyonda streptavidin
kullanildiginda, hiicrelerde endojen biyotin baglayan proteinlerin bulunabilmesi sebebiyle
de yalanci pozitiflikler goriilebilmektedir. Tytgat’in yapig1 bir ¢alismada, bir Lactobacillus
rhamnosus susundaki lektin baglayan glikoproteinlerin varligi arastirilmis, bu amagla Con-
A lektini kullanilmis ve Con-A biyotinlenerek isaretlenmistir [114]. Baglanma reaksiyonunu
goriliniir kilmak i¢in de streptavidine dayali yontem (enzim ile isaretli streptavidin konjugati;
renklenme i¢in de enziminin substrati olan nitroblue tetrazolium) kullanilmistir. Calismada
ortaya ¢ikan baglanma reaksiyonunun (pozitif renklenme reaksiyonunun) Con-A
baglanmasini gostermesi gerekirken, endojen kdkenli bir molekiiliin biyotini baglamasi

sonucu pozitif yalanci reaksiyon goriilmiistiir. Afinite kromatografisi ile saflastirma
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caligmas1 sonucunda, bu baglanmanin Con-A baglanmasina bagli degil de, biyotinin
baglanmasina bagli oldugu anlasilmistir. Daha sonra bunun bir piruvat karboksilaz molekiil
oldugu ve biyotini bir kofaktor olarak bagladigi anlasilmistir. Bu durum streptavidin-biyotin
bazli 6l¢iim sistemindeki yalanci pozitiflik goriilebilmesine bir baska 6rnektir. Yazar bu tiir
yalanct pozitifliklerden kacinilmasi i¢in streptavidin konujugati yerine bagka bir konjugat
kullanilmasi ile, Ornegin digoksigenin tabanli Sl¢iim, bu tiir yalanci pozitifliklerden

kaciilacagini bildirmistir.

Antikor baglayan proteinler farkli 6zellikte olup, bazilar1 tek bir canli tiiriine ait
immiinoglobulinlere bazilar1 da birka¢ farkli canli tiirline (sig1r, fare, tavsan, at vs.) ait
immiinoglobulinlere baglanma o6zelligine sahiptir. ~ Antikor baglayan proteinlerin
immunoglobulin izotiplerine veya daha da detayli olarak izotipin alt tiplerine olan baglanma
ozellikleri de farklilik gostermektedir. Hatta bazi tiirlerin immunoglobulinlerine ¢ok iyi
baglanirken baska bir tiire hi¢ baglanmayabilmektedir. Ornegin Forsgren ve arkadaslarmin
yaptig1 bir caligmada; Moraxella catarrhalis IgBP’si insan IgD’sine baglanmaktadir [115].
Moraxella catarrhalis’in bu 6zelligini saptamaya yonelik tarama testinde insan IgD yerine
baska tiire ait IgD kullanilmis olsaydi o zaman bu 6zellik saptanmayacakti. Benzer bir
mikroorganizma saptamak i¢in (insan IgD’sini baglama 6zelligi olan bir IgBP varligini
aragtirmak i¢in) tarama testinde isaretsiz insan IgD molekiili ve bunu baglayip
baglamadigii goriintiilemek i¢in de konjugat olarak buna baglanan FITC ile isaretli fare
kaynakli anti-insan IgD kullanildiginda, test edilen mikroorganizma sadece fare antikorunu
bagliyor ise, bu durumda ortama eklenen insan IgD’yi baglamadig: halde, “fare kaynakl
FITC-anti-insan IgD” konjugatini baglayarak yalanci pozitif sonug verebilecektir. Daha
dogrusu floresan mikroskopunda pozitif floresans goriilmesi, hem ger¢ek pozitiflik
(bakterinin isan IgD’sini baglamasi) hem de yalanci pozitiflik (bakterinin fare IgG’sini-anti-
IgD’sini baglamasi) anlamina gelebilecektir. Bir diger deyisle, mikroorganizma insan
IgD’sini baglamadig halde fare IgG’sini (anti-insan IgD) bagladig: icin, insan IgD’sini
bagladig1 zannedilecektir; ¢linkii bu testte pozitif sinyal insan IgD’sinin baglanmasi
anlammna gelmektedir. Konjugat bir fare antikoru oldugu icin mikroorganizma da fare
antikoru baglama 6zelligi oldugu i¢in bunu baglayacaktir. Bu durum bdyle bir test sisteminin

dezavantaj1 olmaktadir.
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Bakteriyel 1gBP’ler immiinoglobulin molekiiliiniin farkli bolgelerine baglanabilmektedir.
Bazilar1 Fab kismina bazilar1 Fc kismma, Fc kismindaki CH2 ve CH3 domainlerine
baglanmaktadir. Antikor baglayan proteinin antikorda baglandigi bolge, bir deteksiyon
antikoru olarak kullanilacak olan FITC-anti insan antikor konjugatinda FITC’in antikor
molekiiliinde baglandig1 Fc kismindaki domainlerle aymi olabilir. iste bu tiir durumlarda,
yani bu FITC ile isaretli antikor tarama antikoru (deteksiyon antikoru) olarak
kullanildiginda, “isaretleme esnasinda immiinoglobuline baglanmis olan FITC molekiili”
bakteriyel 1gBP’nin antikor molekiiliine baglanmasini sterik nedenlerden dolay1
engelleyebilecektir. Dolayisiyla bakteri aslinda IgBP eksprese ettigi halde (boyle bir sistem
FITC-antikor ile 6l¢iim esasinda dayali oldugu i¢in) IgBP yokmus gibi goriinebilecek,
yalanct negatiflige yol agabilecektir. Bir baska durumda, IGBP belki de yliksek diizeyde
eksprese edilmesine ragmen, diisiik diizeyde eksprese ediyormus gibi goriinecektir (¢linkii
sterik engelleme nedeniyle diisiik floresans gozlenecektir). Bu hadise, FITC-antikor sistemi

ile tarama yapmanin bir dezavantajidir.

Bakteriyel IgBP ekspresyonu ve/veya diizeyi iireme sartlarina ve kullanilan besiyerinin
icerigine bagh olarak degisebilmektedir [44]. Bir bakteri tiiriinde ayni susu bile IGBP
ekspresyonu agisindan degisen laboratuvar pasaj faktorlerine bagli olarak degisiklik
gostermektedir. Grup A beta hemolitik streptokok susunda deneysel olarak kullanilan
degisik dipeptitlerin insan radyoaktif-isaretli IgG’nin bakteriye baglanmasim etkiledigi,
inhibe ettikleri gosterilmistir [44, 107]. Yersinia kaynakli IGBP’in maksimum diizeyde agi3a
¢ikmast i¢in pH degerinin 6.5’den diisiik ve 1sinin 37°C olmasi gerekmektedir; baglanma
hem ortam sartlarina (1s1, pH, besiyeri bilesenleri) hem bakteri cogalma fazina baglidir [27,
90, 116, 117]. E. coli IgBP’lerinde maksimum ekspresyonun 37°C’de ve duragan ¢ogalma
fazinda oldugu bildirilmistir [23]. Dolayisiyla tim bunlar dikkate alindiginda, IgBP
varliginin arastirilmasinda, taramasinda kullanilan yontem hassas olmalidir, zira diisiik
diizeyde ekspresyon veya sterik engellemeler sebebiyle pozitifligin gézden kagma ihtimali
mevcuttur. Bir baska sekilde ifade edilirse, yapisal veya iireme sartlarina bagli olarak diisiik
diizeylerde IgBP eksprese eden mikroorganizmalarin saptanmasia yonelik kullanilan
yontemler ¢ok hassas olmalidir. Bizim gelistirdigimiz yontem de ¢ok hassas oldugu icin

avantaj olusturmaktadir.
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Baz1 ¢aligmalarda biitlinliigli bozulmamis antikor molekiiliiniin veya enzimatik olarak
kesilerek hazirlanmis antikor Fc pargasinin *2°I gibi radioaktif maddeler ile isaretlenmesi ile
hazirlanan problar kullanilmisti. Ancak, radyoaktif madde ile isaretlemenin zorlugu ve
kullanim sakincasi dezavantaj yaratmaktadir. Ayrica, isaretleme islemi antikorun iizerindeki
IgBP’e baglanma bdlgesini etkilemis, maskelemis de olabilir. Grover ve arkadaslarinin
yaptigi calismada, Pseudomonas maltophilia'nin immiinoglobiilinlerin Fc bolgesine
baglanan bir IgBP varlig1 gosterilmistir. Calismada radyoaktif %I isaretli antikorlar ve
isaretlenmemis antikorlar kullanmilmistir ve radyoaktif iyot ile isaretlenmis antikor ile
isaretsiz antikor yer degistirmistir, yani isaretsiz antikor daha biiyilk bir afiniteyle
baglanmistir [33]. Bu durum muhtemelen radyoaktif iyotun antikorda IgBP ile ayn1 bolgeye

baglanmis olmasindan kaynaklanmaktadir.

Haemophilus influenzae’nin bazi suslar1 tarafindan iiretilen bir IgBP olan protein D
molekiilii IgD immiinoglobulinine baglanmaktadir. Yapilan bir ¢alismada Haemophilus
tiirlerinde IgD ve “IgD-baglayan protein D’ye” kars1 gelistirilmis monoklonal antikorlarin
baglanma 6zellikleri aragtirilmistir. Calismadaki antikorlar radyoaktif iyot ile isaretlenmistir.
Arastiricilar Haemophilus aphrophilus’un anti-protein D monoklonal antikoru ile reaktif
oldugunu, ancak insan IgD’si ile reaktif olmadigini gézlemislerdir. Bu durumun muhtemel
bir sebebi, ¢alismada kullanilan insan IgD molekiiliiniin radyoaktif iyot ile isaretlenmesi ve
bu sebepten dolay1 Haemophilus aphrophilus tarafindan tiretilen IGBP’nin sterik engelleme
nedeniyle IgD’ye baglanamamasi olabilir. Bir diger deyisle IgD molekiilii iyot ile
isaretlenmis oldugu i¢in yalanct negatiflige yol agilmis olabilir. Aymi calismada,
Haemophilus influenze’da anti-protein D monoklonal antikorlarinin sadece bakteri
ekstraktlari ile reaktif oldugu goriilmiis, parcalanmamig/tiim bakteri ile direkt baglanma
deneylerinde reaktif olmadiklar1 goriilmiistiir; IgD antikorunun ise hem ekstraktlara hem de
tim bakteriye baglandigi goriilmistir. Bu durum muhtemel bir izahi, monoklonal
antikorlarin protein D’ye baglandiklar1 domain ile IgD’nin protein D’ye baglandig
domainin farkli oldugudur. Dolayisiyla bir proteinin, antikorun islem gormesi, isaretlenmesi,
kesilmesi, saflagtirilmasi islemleri bagka bir molekiilin kendisine baglanmasini
etkileyebilmektedir. Ayni olayin veya buna benzer bir olayin IgBP varliginin arastiriimasi

esnasinda goriilmesi de olas1 bir durumdur [118].
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Test edilen mikroorganizmanin {iredigi ortamda-besiyerinde immunoglobulin bulunuyor ise
(6rnegin  kanli agar besiyerine eklenen koyun kanindan kaynaklanan koyun
immiinoglobulinleri varligl) veya immunoglobuline baglanabilme 06zelligi gosteren bir
madde var ise Olgiim sistemine bagli olarak yalanci pozitif veya yalanci negatif sonug
verebilecektir. Bizim c¢aligmamizda, koyun kanli agar ile Mueller-Hinton agar
karsilastirildiginda, kanli agarda iireyen bakteriler, Mueller-Hinton agarda iireyene gore
daha iyi antikor bagliyor gibi goziikmektedir, bir diger deyisle bakteriler koyun kanli agarda

Mueller-Hinton agara gére daha iyi IgBP eksprese etmis gibi goriinmektedirler.

Tarama amaclh kullanilan immiinoglobulin 6rnegi saf degil ise, isaretsiz veya isaretli
sekilleri ile yapilacak ¢alismaya ait verilerin giivenilirligi de sorgulanir hale gelebilecektir.
Ornegin serum kaynakli elde edilen antikor saf olmayabilir veya yapiya baglanarak eslik
etmis olan kompleman molekiilleri olabilir. Bu nedenle, bakteriye olan baglanma IgBP
aracilif ile degil de, kompleman veya fibrinojen yoluyla gergeklesiyor olabilir ve yalanci
pozitiflik olabilir. Yani bakteri sadece immunoglobulinleri degil ayni zamanda serum
kaynakli bagka proteinleri de baglayabilmektedir. Serum veya plazma, ¢ok kompleks bir
ortam olup bu ortamlardan bu diizeyde saf madde elde edebilmek neredeyse imkansizdir.
Hatta serum/plasma kaynakli immunoglobulinler dahil olmak {izere terapotik proteinlerin
tamami1 %100 saflikta degildir. Serumdan saflastirilan antikorla yapilacak I1gBP
saptanmasina yonelik test sistemlerinde gozlenen etkinin bulas maddelerden kaynakli
yalanc1 bir reaksiyon olup olmadiginin dogrulanmasi gerekmektedir. Cesitli bakteriler
serumda bulunan fibrinojen, kompleman gibi ¢esitli yapilara baglanabilmektedir, bu yapilar
taramada kullanilan antikor ile birlikte bulunabilir, dolayisiyla tarama testinde ortaya c¢ikan
pozitif reaksiyon bakterinin IgBP’ye baglanmasina bagli da olabilir (gercek pozitiflik) ya da
fibrinojen-kompleman gibi yapilara baglanmasi ile ilgili olabilir, yani yalanci pozitiflik
goriilebilir. Ornegin S. aureus, insan IgG molekiiliinii bagladig1 gibi, baz1 IgM, IgA ve IgE
molekiillerini, immiinoglobulinlerin Fab kismini baglar ve ayrica fibrinojen ve fibronektine
afinitesi olan ylizey yapilarina da sahiptir [119]. Streptococcus pyogenes’in M proteini
serumdaki insan fibrinojenini, kompleman regiilator C4b baglayici proteinini
baglayabilmektedir [120, 121]. Streptococcus equi kaynakli fibrinojen baglayan proteininin
ayni zamanda IgG-Fc kismini da baglandigi bildirilmistir [82]. Grup G beta hemolitik
streptokoklar1 insan IgG’sini baglayabildigi gibi plazma kaynakli ¢esitli proteinler i¢in de
(6rnegin fibronektin, plazminojen, alfa-2 makroglobulin) reseptér bulundurmakta ve onlari

baglamaktadir [122]. Dolayisiyla baska bir bakteri taranirken, bakteri antikor baglamadigi
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halde fibrinojen baglayan bir protein bulunabilir; iste boyle bir durumda eger serum kokenli
saf olmayan bir antikorla tarama yapiliyorsa, bakteri fibrinojene baglanarak yalanci

pozitiflik ortaya ¢ikmasina yol acabilir.

Yukarida yazili olan biitin bu sebepler g6z Oniine alindiginda, IgBP varliginin
arastirilmasinda dogal bir immunoglobulin molekiilii kullanilarak yapilacak bir tarama
testinin ¢ok daha {istlin olacagi agiktir. Bu amagla, simdiye kadar literatiirde
tanimlananlardan farkli ve “anti-idiotipik antikor tabanli” olarak adlandirdigimiz etkin bir
tarama sisteminin gelistirilmesi amaglanmistir. Bizim ¢alismamizda kullanilan fare kaynakli
ve monoklonal antikor olan anti-idiotipik antikor, IgBP varligini aragtirmak i¢in kullanilan
insan IgG1’nin Fab bolgesindeki en u¢ kismina baglanmaktadir. Bu baglanma antikor ile
antijenik epitop arasinda gergeklesen baglanma gibi olmaktadir. Anti-idiotipik antikor
tabanli 6l¢tim sisteminde kullanilan ve ortama eklenen test antikoru %100 saflikta, yapisinda
kappa hafif zinciri olan insan IgGl’dir (IgGlk). Testimizde besiyerinden alinan
mikroorganizma, i¢inde sabit miktarda test antikoru bulunan soliisyona aktarilmakta ve kisa
bir inkiibasyon sonrasi santrifiij edilerek {iist sivida kalan test antikorunun miktar
ol¢iilmektedir. Ust sividaki IgG1 test antikorunun 6l¢iim asamasi ¢ok hassas olarak anti-
idiotipik antikor tabanli test sistemi ile gerceklestirilmektedir. Ust sividaki antikor
miktarmin azalmasi, ylizeyinde IgBP bulunduran bakterinin IgG1’i baglayarak santrifiij
sonrasi bakterilerin dibe ¢okmesine ve baglanmis oldugu IgG1°1 de birlikte ¢okeltiye-tiip
dibine tasimasindan kaynaklanmaktadir. ELISA sistemimiz de zaten bu {ist s1vidaki antikoru
olgmeye dayali1 bir sistem oldugu i¢in, list stvida antikor azalmasini herhangi bir engellemeye

bagli olmadan 6lgebilecektir.

Sistemimizin bir diger istiinliigii de, bu baglanmay1 yani test antikorundaki azalmay1
kantitatif olarak 6l¢ebilmesidir. Anti-idiotipik antikor tabanli 6lgiim sistemimiz ortamdaki
insan IgG1 antikor miktar1 ile dogru orantili reaksiyon/sonu¢ vermektedir. Ortama eklenen
saf insan IgG1 antikorunun mikroorganizmaya baglanmasi durumunda santrifiij sonrasi sivi
ortamda azalacagindan, ol¢iim sisteminde de orantili olarak azalmaya neden olacaktir.
Boylelikle analitik agidan niceliksel bir sonu¢ vermektedir. Dolayisiyla tarama esnasinda
hem IgBP varligi, hem de bunun ne diizeyde eksprese edildigi test sistemimizin kantitafif

olmasi sayesinde, kolaylikla belirlenebilmis olacaktir.
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Calismamizda bakteri yiizeyindeki IgBP’lerin saptanmasia yonelik orijinal, pratik ve
avantajlar1 olan bir tarama testini gelistirdikten sonra, ayn1 zamanda bunun uygulamadaki
etkinligini de denedik. Bu amagla, daha 6nce bu konuda pek arastirilmamais, I[gBP yoniinden
taranmamig farkli bakterilerde bu yontemle IgBP varligini arastirdik. Genel olarak
bakildiginda, gram negatif bakterilerde antikor baglayan proteinler gram pozitif bakterilere
gore daha az gorilmektedir. Bununla birlikte, ¢esitli calismalarda Brucella’larda,
Haemophilus tiirlerinde, Yersinia’larda ve Moraxella catarrhalis gibi farkli gram negatif
bakterilerde de IgG, IgM, IgD gibi degisik immiinoglobulinleri baglayan IGBP’lerin varligi
bildirilmistir. Biz de taramamiza bu sebepten dolay1r ¢cogunlukla gram negatif bakterileri
dahil ettik. Caligmamizda kullandigimiz gram negatif bakterilerin bir kismi, eskiden klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda fazla taninmayan, saprofit/kommensal oldugu diisiiniilen,
etken olarak tanimlamasi pek yapilmayan, ancak son yillarda otomatize sistemlerin
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda daha yaygin kullanilmasina bagli olarak giiniimiizde daha

sik olarak izole edilen ve tanimlanan bakterilerdir.

Deneylerimiz sonrasinda, bu test yontemi ile calismada yer alan tiim S. aureus suslarinda
(toplam ii¢ adet) IgBP varligimi saptadik. Staphylococcus aureus suslarinda protein A
varligina bagl olarak IgG baglanmasi bilinen bir durum oldugu i¢in bu bulgu sasirtici
degildir. Biz de bu amagla fazla sayida S. aureus susunu taramamiza dahil etmedik. Klinik
mikrobiyoloji laboratuvarimizdan izole etmis oldugumuz birkag S. aureus susunu
deneylerimiz esnasinda degisik plaklarda g¢alisarak, bir anlamda i¢ kalite kontrolii gibi
kullanarak deneyimizin bir kez daha konfirme edilmesini saglamis olduk. Calismamizda
taramaya dahil etmis oldugumuz gram negatif ve gram pozitif bakterilerin hi¢gbirinde IgBP

varlig1 goriilmemistir.

Tanimladigimiz anti-idiotipik antikor tabanli yontem sadece mikroorganizmanin hiicre
yiizeyinde I1gBP eksprese ediliyor ise bunu gostermeye yonelik pratik bir sistemdir. Bu
sistemde test edilen bakteri kati besiyerindeki koloniden dogrudan aktarilmaktadir.
Salgilanan nitelikteki herhangi bir maddeden etkilenmemektedir. Hatta test edilen
mikroorganizma IgBP karakterinde bir maddeyi sadece salgiliyor olsa bile, bu anti-idiotipik
antikor tabanli tarama sistemi, bakteri yilizeyinde IgBP varligin1 gostermeyecek, yani yalanci
pozitif sonug¢ vermeyecektir. Zira ortamdaki test antikoru santrifiij ile dibe ¢okmeyecek (test

antikoru ancak bakteriye baglanirsa dibe cokmektedir) ve azalmayacaktir; boylelikle yalanci
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pozitiflik goriilmeyecektir. Dolayisiyla, salgisal nitelikteki IgBP ortama eklenen insan 1gG1
molekiiliine baglh kalmaya devam ettigi halde test sistemini etkilemeyecek, ortama eklenen
insan IgG1l molekiilinde azalmaya neden olmayacaktir. Salgilanmis olan IgBP fare
antikorunu baglama o6zelligine sahipse bile, test sistemimiz anti-idiotipik antikor tabanli

olmasi sebebiyle test antikorunun baglanmasinda bir engellemeye yol agmayacaktir.

Calismamizda kullanilan ve test antikoru %100 saflikta, yapisinda kappa hafif zinciri olan
insan 19gG1 (1gG1k) molekiiliidiir. Besiyerinden alinan mikroorganizma belirli miktarda test
antikoru bulunan tampona aktarilmakta ve kisa bir inkiibasyon sonrasi santrifiij edilerek st
stvida kalan bu test antikor miktar1 Olclilmektedir. Yani Ol¢limiimiizde kullanacagimiz
antikor tamamen saf ve isaretsiz olup, herhangi bir manipiilasyona ugramamistir. Bir baska
deyisle bakteri (eger IgBP eksprese ediyorsa) IgBP’si antikora baglanirken herhangi bir
engelleme, maskeleme, sterik engelleme vs durumu ile karsilasmamaktadir. Dolayisiyla
IgBP bakteri tarafindan ¢ok diisiik diizeyde eksprese edilmis olsa dahi immiinoglobulin
molekiiliine baglanacaktir. Sonrasinda santrifiij islemi ile bakteriler dibe ¢okerek sediment
olusturacag igin st sivida bakteri bulunmayacak, {ist sivida sadece test antikoru diisiik
miktarda, yiiksek miktarda veya hi¢ degismemis miktarda (bakterinin IgBP eksprese edip
etmemesine bagli olarak) bulunacaktir. Anti-idiotipik antikor tabanli ELISA sistemimiz de
bu saf, isaretsiz test antikorunu 6l¢mektedir. Bu Ol¢limiin kantitatif olmasi sistemimizin
ekstra bir avantajidir, zira ayn1 anda, yani tarama yapilirken hem IgBP varlig1 hem de bunun
ne Olgiide eksprese edildigi veya baglanma afinitesinin yliksekligi hakkinda da fikir
edinilmektedir. Dolayistyla dl¢limiimiiz herhangi bir engellemeden bagimsizdir, bir diger
deyisle ortamda (iist sivida) ne kadar antikor var ise onu dlgecektir, bu dl¢lim sonucu da
ortamda ne kadar antikorun bakteri tarafindan IgBP ile baglandigini, dolayisiyla da
bakterideki IgBP varligini1 gostermektedir.

Gelistirdigimiz ELISA yonteminde kullanilan immunoglobulin dogal halde oldugundan,
yani herhangi bir madde ile isaretlenmediginden, kimyasal bir isleme tabi tutulmadigindan,
enzimler veya kimyasal maddeler ile kesilip parcalanarak elde edilen fragman
icermediginden bu islemlerden veya isaretlemeden kaynaklanabilecek olumsuz etkilerden
uzaktir ve olas1 avantajlar igermektedir. Calismamizda kullandigimiz anti-idiotipik antikor
tabanli bu tarama sistemi %100 6zgiilliikte oldugu i¢in taranacak mikroorganizmanin

alindig1 besiyerinden kaynakli bir maddenin yalanci pozitif ve negatif etkisi



84

beklenmemektedir. Zira anti-idiotipik antikor tabanli tarama sisteminde antijen-antikor
baglanmasi (antikor-antijenik epitop arasinda ger¢eklesen baglanma gibi) Fab bolgesinin en
u¢ kismindan gergeklestigi i¢in, antikorun Fc kismi ile etkilesime girebilecek maddeler test
sistemini etkilemeyecektir. Bizim yontemimizde kullanilan test antikoru insan IgGl
monoklonal antikoru olup igeriginde % 0.1 oraninda bile baska bir bulas protein
bulunmamaktadir, %100 safliktadir. Bu nedenle test sonucunda saptanan pozitiflik yalanci
bir reaksiyon olmayip dogrudan immunoglobulin baglanmasi ile ilgili olacaktir. Test
sistemimizde bir antikor idiotopu ile anti-idiotipik antikor arasindaki baglanmayi
engelleyebilecek veya inhibe edecek ana faktor ortama eklenecek Ozgiil antijendir.
Dolayisiyla, antikor ile anti-idiotipik antikorun birlikte kullanilarak olusturulan anti-
idiotipik tabanli tarama sistemi %100 6zgiilliik saglamaktadir. Bu 6zellikler yontemimizin
bakterilerde IgBP varliginin arastirilmasina yonelik tarama esnasinda kullanilmasinda iistiin-

avantajli yonlerini olusturmaktadir.

Simdiye kadar tanimlanmis bakteriyel IgBP’lerin hemen tamami1 genel olarak insan IgG1
izotipindeki antikoru yiiksek afiniteyle baglamaktadir. Gelistirdigimiz bu tarama sisteminde
kullandigimiz test antikorunun insan IgGl olmasi bu agidan antikor izotipine bagl
potansiyel bir kacagi minimuma indirmesi yaninda, yapisinda kappa hafif zincir
bulundurmasi protein L benzeri bir IgBP’yi yakalama olasiligim1 artiracaktir. Bir acidan
tirlerdeki antikor izotiplerinin genel anlamda iyi bir temsilcisi gibidir. Bir diger ifadeyle,
test edilen ilgili mikroorganizmada IgBP var ise bunu géstermek igin kullanilabilecek en

uygun tekil antikor izotipidir.
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6. SONUC VE ONERILER

BU calisma sonucunda IgBP varliginin arastirilmasi sonucunda, daha 6nce bu yonden
arastirilmamis taranmamis bir bakteride IgBP varlig1 saptanabilir. Bu saptanmis olan yeni
IgBP’nin oldukg¢a degisik immiinglobulin baglama 6zelligi, baglanma bolgeleri bulunabilir.
Boyle bir durumda bu yeni molekiil yani IgBP mikrobiyolojide, immiinolojide,
immiinokimyasal uygulamalarda, biyolojide yeni arastirma olanaklarmin gelismesine yol
acabilir; enfeksiyon patogenezinin anlagilmasma katki saglayabilir. Bu sebepten dolay1
(istiin ve avantajli 6zellikleri olan) yeni, hizli, pratik bir test gelistirilmesinin ve bu test

yontemi kullanilarak IgBP arastirilmasinin 6nemli olacagini diistinmekteyiz.
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