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Ozet

StaphylococcalEnteretoksin B (SEB)’ninimmiinojenitesini Artirmaya

Yonelik Yaklagimlarin Gelistirilmesi

Stafilokokal besin zehirlenmesi enterojenik stafilokoklarmn iirettigi enterotoksinler
tarafindan meydana gelir. Siit ve siit iirlinleri; iiretim, depolama, paketleme veya tiikketim
safhalarinda mikroorganizmalarin gelisimi i¢cin miikkemmel bir ortam olusur. Siitii en
sikkontamine eden Stafilokok tiirli, Staphylococcusaureus'dur.Staphylococcusaureus
tarafindan {iretilen en iyi bilinen iki toksin Stafilokoksikenterotoksin A (SEA) ve
Stafilokoksikenterotoksin B (SEB)'dir. Stafilokokalenterotoksinler, es zamanli olarak
antijen sunan hiicrelerdeki (APC) MHC sinif II proteinlerine ve T hiicrelerindeki T hiicre
reseptorlerine (TCR) baglanan protein yapisindaki siliperantijenlerdir. Bu antijenlerin
belirtilen reseptorlere baglanmalari immiin sistemin anormal bir bicimde aktive olmasina
yol acar. Yanit nonspesifik T hiicrelerinin asir1 uyarilmasi ile baslar, bunu takip eden
apoptozisimmiinsupresyona yol acabilir. Bu yanit, diyare ve abdominal kramplar gibi besin
zehirlenmesi semptomlarini olusturan ¢ok miktarda inflamatuvarsitokinlerin ortaya
cikmasina sebep olur. Bu nonspesifikimmiin aktivasyon, antijene spesifik antikor
yanitlarmin bozulmasina, azalmasma yol agar. Enterotoksinlerin saglik risklerini
engellemek i¢in, siit ve siit Uriinlerinin tiiketiminden 6nce enterotoksinleri saptamaya
yonelik testler gelistirilmelidir. AB standartlarina uyumlu olarak bu toksinler rutin olarak
antikor bazli test sistemleri (ELISA) ile test edilmektedir ve bu sistemler yerel olarak
dretilmedikleri icin bu sistemlerin temini iilke i¢in bilyik bir mali yik
getirmektedir.StafilokokalEnterotoksin B (SEB) i¢in yerel teshis yontemlerinin
gelistirilmesinde oncelik SEB spesifik antikorlarin iiretilmesidir.

Bu calismada SEB spesifik antikorlarin {iretilmesi i¢in bazi deneysel stratejiler
degerlendirilmistir. Bu ¢ercevede SEB'in yapist DTT ve katyonizasyon ile degistirilmistir.
Son triiner 6-8 haftalik BALB/c farelerine immiinize edilmistir. SEB spesifikimmiin

yanitlar ELISA ile degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: SEB, siiperantijen, antikor tiretimi
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Abstract

ImprovingThe ApproachesTolncreaseThelmmunogenicity Of

StaphylococcalEnteretoksin B (SEB)

Staphylococcalfoodpoisoning is

causedbyenterotoxinsproducedbyenterogenicstaphylcoccus.

Milkandotherdairyproductsprovide a perfectenvironmentforthegrowth of
microorganismsduringproduction, storage,  packagingorconsumption. One of
themostcommonStaphylococcalspeciesthatcontaminatesmilk is

Staphylococcusaureusandthetwowell-
knownenterotoxinsproducedbyStaphylococcusaureusareStaphylococcalenterotoxin A
(SEA) andStaphylococcalenterotoxin B (SEB).
Staphylococcalenterotoxinsaresuperantigens, proteinsthatsimultaneouslybind MHC class 11
molecules on AntigenPresentingCells (APCs) and T cellreceptors (TCR) on T
cellscausingabnormalactivation of immunesystem. Theresponsestartswithoverstimulation
of nonspecific T cellsandsubsequentapoptosismayresult in immunesuppression.
Thisresponse is
accompaniedbyinflammatorycytokineburstcausingthetypicalfoodpoisoningsymptoms,
diarrheaandabdominalcramps. Thisnonspecificimmuneactivationleadstodiminished
(deteriorated) antigen-specificantibodyresponses. Topreventthehealthrisks of enterotoxins,
detectionmethodsarerequiredto be developedreadyto be testedbeforeconsumption of
milkandotherdairyproducts. Inaccordancewith EU standards,
thesetoxinsareroutinelytestedwithantibody-based test systems (ELISA), and since
thesesystemsare not producedlocally, import of these test systemsbrings a
bigfinancialburdenforthecountry. Forthelocalproduction of
diagnosticsystemsforStaphylococcalEnterotoxin B~ (SEB), thefirstprerequisite  is
theproduction of SEB specificantibodies.

Inthisstudy, someexperimentalstrategieswereevaluatedforthegeneration of SEB

specificantibodies. Inthiscontext, thestructure of SEB wasunalteredoralteredby DTT



andcationizationandthe final productswereimmunizedinto 6-8 weeksold BALB/c mice. The

SEB-specificimmuneresponseswereevaluatedwith ELISA Assays.

KeyWords: SEB, superantigen, antibodyproduction
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DTT:Dithiothreitol
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DMEM: Dulbecco’s Minimum EssentialMedium (Dulbecco’nun minimum zorunlu
medyumu)

EDA MES: Ethylenediamine A Mess (Ethylenediamine tamponu)

EDC: 1-Ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]-carbodiimidehydrochloride
ELFA: EnzymeLinkedFluorecentAssay (Enzime bagl floresan testi)
ELISA:EnzymeLinkedimmunosorbentAssay (Enzime bagli bagisik testi )
EMIT:EnzymeMultipliedlmmunoassayTechnique (Enzim Cogaltilmasinda Kullanilan
Immiinizasyon Teknigi)
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FCS: FetalCattle Serum (Fetal Sigir Serumu)

FDA: FoodandDrug Administration (Amerikan Gida ve Ilag Daresi)

g: Gravity (agirlik)

GC: GasChromatography (Gaz kromatografisi)
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1. GIRIS

Tirkiye ve diinyada yapilan istatistikler, Staphylococcus aureus (S. aureus)
enterotoksin B (SEB) kaynakli gida zehirlenmesinin 6zellikle siit tiiketimi sirasinda sik
rastlanilan bir durum oldugunu gostermektedir. SEB canlilarda yiiksek ates, bulant1 ve
kusma ile seyreden ozellikle yashi ve ¢ocuklarda oliimle sonuglanabilen emarelere yol
agmaktadir (Le Loir, 2003).

Siit yiiksek besin degeri ile temel bir gida maddesidir. Siitiin yan sira siit iiriinleri de
icerdikleri vitamin, protein ve mineraller ile metabolizma diizenlenmesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Ancak, isleme, tasima ve depolama islemleri sirasinda katki ya da
bulasanlar ile siit ve siit iirlinlerinin kalitesi onemli Olciide etkilenmekte, yasakli katki
maddeleri (koruyucu, kivam artirict vb.) ve bazi kimyasal, mikrobiyal kirliliklerin
olusturduklar1 saglik riskleri nedeni ile denetlenmektedir. Ulkemizde AB standartlar:
geregince siit iliretimi asamasinda bulasanlar ve kalintilar i¢in gerekli mikrobiyolojik
kontroller gerceklestirilmektedir.

Siit, mikrobiyal etmenlerle ¢ogunlukla sagim sirasinda kirlenmektedir. Siitiin saglikli
tiiketimini engelleyen 6nemli mikrobiyal kirlilik S. aureus enterotoksinleridir. Siitte yaygin
bigimde bulunan enterotoksinler; SEB, S. aureus enterotoksin A (SEA), S. aureus
enterotoksin C (SEC), S. aureus enterotoksin D (SED) ve S. aureus enterotoksin E
(SEE)’dir.

Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’nin, 23.09.2002 tarihinde, 24885 sayili resmi
gazetede yayinlanan 2002/63 no.’lu Gida Maddelerinde Belirli Bulasanlarin Maksimum
Seviyelerinin Belirlenmesi Hakkindaki Teblig’inde, muhtemel risk olusturmasina baglh
olarak, siitiin enterotoksinler acisindan test edilmesi ve siitte kesinlikle bulunmamasi geregi
belirtilmistir  (Ref:http://www.kkgm.gov.tr/TGK/Teblig/2002-63.html). Ilgili mevzuat
kapsaminda enterotoksinler immiinolojik test sistemleri (ELISA) ile tanimlanmaktadir.

Immiinolojik test sistemlerinin hazirlamasi testin en énemli unsuru olan antikorlarin
etkin bicimde iiretilmesine baghdir. Siiperantijenik yapidaki enterotoksinler, immiinojenik
yapilaria karsin, bagisiklik sistemini non-spesifik olarak aktive etme 6zellikleri nedeniyle
ozgil B ve CD4 T hiicrelerinin aktivasyonu ve dolayis1 ile, analitlere 6zgli antikor
tiretilmesi agisindan sorun teskil etmektedir.

Tez calismasinda, SEB spesifik antikor yanit1 gelistirmeye yonelik, bu sorunlarin
istesinden gelecek yaklagimlar ele alinmistir. Caligmada SEB, farkli yontemlerle modifiye

edilerek deney hayvanlarina (BALB/c) immiinize edilmis ve immiin yanitlar kontrol



edilmistir. Nativ toksin ve modifiye toksin ile immiinize fare yanitlarindan saglanan
sonuclar tartisilmistir. Arastirmanin, SEB’e karst hiimoral immiin yanit saglama yoniindeki

caligmalara katki saglayacagi timit edilmektedir.



1.1. Amag¢

Bu calismada, siitte onemli bir kirletici ajan olarak bulunabilen SEB’in tanisinda
kullanilabilecek, SEB spesifik monoklonal antikorlarin gelistirilmesine yonelik yeni
stratejileri igeren caligmalar yer almaktadir. SEB’in diger antijenlerden farkli olarak hiicre
ici islemlerden ge¢meden, T hiicre reseptorii (TCR) ile etkilesiminden kaynaklanan
hiimoral yanitin elde edilmesindeki gii¢liiklerin asilabilmesi i¢in, toksin proteinin yapisi
tizerinde gerceklestirilen modifikasyonlar ile immiinize edildikleri farelerde hiimoral
immiin yanitin artirilmasi amaglanmaktadir.

Modifiye SEB antijeni ile immiinize edilen farelerin serumlarindan saglanan pozitif
immiin cevaplara yonelik sonuclarin, SEB’e karsi monoklonal antikor gelistirme

calismalar1 kapsaminda literatiire de katki saglanmasi timit edilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. S. aureus ve Enterotoksinleri

Staphylococcus aureus suslari Robert Koch (1878 yilinda) tarafindan tanimlanmus,
Pasteur tarafindan 1880 yilinda sivi besiyerinde iiretilmistir. Suslara kiimelenmeler
olusturmalart nedeniyle grekge “liziim salkimi” anlamima gelen “staphyle” teriminden
tiretilen Staphylococcus adi verilmistir. Sekil 2.1°de gosterilen S. aureus’un fare ve
kobaylar i¢in patojen oldugunu ilk olarak Alexander Ogston vurgulamistir (Mandell,

2000).

Sekil 2.1. Staphylococcus aureus

S. aureus; konak hiicre morfolojisini ve/veya fonksiyonunu etkileyen cok sayida
ekstraselliiler toksin iiretebilir. Bunlardan bir kismi toksik etkilerini enzimatik aktivite ile
gosterirken, digerleri siiperantijen 6zellikleri nedeniyle sitokin salinimini indiikler. Ayrica,
bu toksinler sayesinde stafilokoklar yogun inflamatuar yanit olan bolgelerde iiremelerini
stirdiirebilirler. Stafilokokal enteretoksinler (SE), 100°C’ye 30 dakika dayanabilen, 1siya
direngli polipeptit yapisinda maddelerdir. Ozellikle yiiksek CO,’li atmosfer ortaminda
karbonhidratli ve proteinli besiyerlerinde iireyen stafilokoklar tarafindan olusturulurlar.
Enterotoksilerin; SEA, SEB, SEC (staphylococcus aureus enterotoksin C1, C2), SED, SEE
ve staphylococcus aureus enterotoksin F (SEF) olmak tizere 7 immiinolojik tipi vardir.

S. aureus kokenlerinin %35-50’sinin bu toksinleri olusturabildikleri saptanmistir
(Mandell, 2000). Enterotoksinlere gidalardan en fazla siit ve siit iiriinlerinde
rastlanmaktadir. Siitte yaygin olarak bulunan enterotoksinler; SEA, SEB, SEC, SED,
SEE’dir (Yilmaz, 2010). Bu enterotoksinler genellikle siit ve siit iiriinlerinin tiiketilmesi
yoluyla alinirlar.

2.2. SE iceren Besinlere Dayal Riskler
Ozellikle siit kaynakli besinlerdeki SE’lerin mevcudiyeti ve bu SE’li besinlerin

tiketimi saglik ve ekonomik acisindan risk kaynagidir. Son yillarda yapilan birgok

4



arastirma da stafilokoklarin endiistriyel besinlerden o6zellikte siit ve siit iirlinlerindeki
varligin1 dogrulamaktadir. Siit, yeterli ve dengeli beslenme i¢in gerekli olan hayvansal
protein, yag, laktoz, vitamin ve mineral maddeleri yeterli miktarda iceren, 6zellikle bebek
ve c¢ocuklarin kemik ve dis gelisimleri siirecinde 6nemli yeri olan, viicut fonksiyonlarini
diizenleyen, temel bir gida maddesidir. Siit, ancak kaliteli ve saglikli bicimde tiiketildigi
Olciide bu ozellikleri ile miikkemmel bir besin kaynagidir. Ciinkii ayni zamanda, ndtral
pH’s1, icerdigi laktoz, sitrik asit, siit yagi, azot, mineral maddeler ve yiiksek su igerigi ile
bir¢ok mikroorganizmanin gelismesi i¢in de mitkemmel bir ortam olusturur (Gran, 2003).
Uretim sartlari, saklama, depolama, ambalaj saglikli siit kalitesini etkileyen 6nemli
etmenlerdir.

Siite bulasabilen mikroorganizmalar, mikrobiyal gelismeyi Onleyici muhafaza
yontemleri uygulanmadigi takdirde hizla geliserek bozulmaya neden olurlar. Siitte
bulunabilecek kontaminantlarin bir kismi tanimlanmamis olmakla birlikte, temel olarak
kimyasal (dioxin, PCBs, pestisit vb. kalintilar) ve mikrobiyal kirlilikler olarak
siniflandirilabilir. Etkileri agisindan ise; endokrin bozucular, allerjenler, kanserojenler,
sinir, sindirim ve bagisiklik sistemini etkileyiciler olarak da tanimlanabilirler.

Siit ve siit iirlinlerine bakteriyel (antrax, brusella, listeria, tiiberkiiloz, salmonella,
camphylobakter, staphylococcal intoksikasyon), viral (adenovirus, Tick-borne ensefalitis),
riketsiyal (Q-fever), protozoal (toksoplazmozis, giardiozis, amebiazis) bulasimlar soz
konusu olabilir. Mikrobiyal kirlenme genellikle ¢evredeki (hava, toprak, su ve giibre
kaynakli) ve sagim sirasindaki (meme kanali, meme baglari ve meme lobunun dis ylizeyi
kaynakl1) kotii kosullar ile olusabilir (Behravesh, 2009).

Siitli kontamine eden en Onemli mikroorganizmalardan birisi olan S. aureus ve
toksinleri siitte siklikla bakteriyel kontaminant olarak bulunmaktadir. S. aureus suslarinin
olusturdugu mikrobiyal kirlilik, bir taraftan iirinlerde bozulmaya neden olurken diger
taraftan {rettigi toksinler nedeniyle tiiketilmesi halinde canlilar i¢in saglk riski
olusturmaktadir.

2.2.1. Saghk Uzerindeki Etkiler

Stafilokoklarin gidalardaki miktarinin 106 kob/g veya daha yiiksek sayiya ulagmasi
durumunda stafilokoklar tarafindan sentezlenen enterotoksinlerin bu gidalardaki varligi
insan saglhig1 acisindan risk olusturmaktadir. Bu gidalarin alimenter yol ile alinmasi
insanlarda gida zehirlenmesine yol agmaktadir (Atanassova, 2001). Bu tablo stafilokok
liremis ve enterotoksin olugsmus besinlerin yenmesini izleyen 2-6 saat i¢inde bulanti, kusma

ve ishal ile baglar (Bilgehan, 2000). Stafilokokal gida zehirlenmesi olgularinda 6liim



nadirdir. Ancak cocuklar ve yaslilarda 6liim oraninin %0.03’ten %4.4’e kadar degisebildigi
ifade edilmektedir (Holmberg, 1984).

SE’ye maruz kalinmasi durumunda olusabilen bir semptom olan haglanmis deri
sendromu (yenidoganlar i¢in Ritter hastaligi), stafilokoklarin eksfoliyatif toksinine bagli
olarak ortaya ¢ikan ve deride yaygin biiller ve soyulmayla karekterize bir klinik tablo ile
seyretmekte ve en ¢ok 5 yasin altindaki ¢cocuklarda goriilmektedir (Mandell, 2000, Collier,
1998). Sekil 2.2°’de haslanmis deri sendromu gosterilmektedir. SE’ye maruz kalinmasi
durumunda olusabilen bir diger yaygin hastalik da, S. aureus’un toksin salgilayan
suslariyla kolonizasyon veya enfeksiyonu sirasinda ortaya ¢ikan ates, diyare, eritrodermi,
mental konfiizyon ve ciddi refrakter hipotansiyonla karakterize bir klinik tablo ile seyreden

toksik sok sendromu (TSST)’dur (Mandell, 2000, Tiinger, 2004).

Sekil 2.2. Haglanmis deri sendromu goriiniimii

2.2.2. Ekonomik Kayiplar

SE’lerin siit, peynir, et, kiimes hayvanlari, yumurta, salata, sekerlemeler ve
kremalardaki mevcudiyeti ekonomik agidan biiyiik bir risk kaynagidir. Uriinlerde SE’lerin
mevcudiyeti; gerek SE kaynakli iirtin kayiplari, gerekse bu firiinlerin tiiketimi sonucu
olusan tedavi giderleri nedeniyle hem iiretici hem de tiiketiciyi ekonomik kayba siiriikler.
SE’lerin 0Ozellikle siitteki mevcudiyeti, siit kaynakli besinlerin fazla olmasi ve sik
tiikketilmesi nedeniyle biiyiik bir risk olusturur. Bilesimi ve niteligi nedeniyle bozulmaya ve
kontaminasyona ugramaya uygun bir gida maddesi olan siit ve siit iirlinlerinde bulunan
komtaminasyon etmenlerinin teshisi i¢in diinya ¢apinda uygulanan bir¢ok siit analiz
sistemi mevcuttur. Siit 6rneklerinde tespit edilecek olan SE kontaminasyon etmenleri,
ELISA testi gibi immiinolojik analizlerin uygulanmasini gerektirir. Siitte SE analizleri igin
gerekli olan materyal, numunelerin elde edilmesi ve harcanmasi diinyada ekonomik
anlamda kayiplara neden olmaktadir.

ABD’de stafilokokal gida zehirlenmelerinin iiriin kayb1 ve tedavi giderleri nedeni ile

her yil yaklagik 1.5 milyar dolarlik harcamaya neden oldugu belirtilmektedir (Su, 1996).



Ayni nedenle olusan gida kaynakli hastaliklardan ABD’de her yil 6-80 milyon insanin
etkilendigi ve boylelikle yillik yaklasik 5 milyar dolarlik ekonomik kayip meydana geldigi
bildirilmektedir (Buzby, 1997). Tiirkiye’de siit inegi yetistiriciliginin temel sorunlarindan
olan S. aureus kaynakli mastisis, hasta ineklerin elden ¢ikarilmasi, satis degerindeki ve siit
miktarlarinda azalma gibi nedenlerle 6nemli ekonomik kayiplara yol acan bir hastaliktir.
Tiirkiye’de S. aureus’a bagli subklinik mastitis oranmin yiiksek olmasi (%73.78)
nedeniyle ¢ifteilik alanindaki ekonomik kayiplarin  ¢ogunu S.aureus kaynakli
kontaminasyonlarin olusturdugu tespit edilmistir (Kalkan, 2002).

SE’lerin hem saglik hem ekonomi alanindaki olumsuz etkilerinin belirlenmesiyle
birlikte, besinlerdeki dagilimi ve olusturdugu etkilerin bolgelere gore dagilimi ile ilgili
cesitli istatistiksel caligmalar yapilmastir.

2.3. Besinlerin SE I¢erigi ile Tlgili Calismalar

Stafilokokal gida zehirlenmeleri diinyada sik rastlanan ve iilkeden iilkeye faklilik
gosteren bir durumdur. Stafilokoka bagli ilk gida zehirlenmesi 1884 yilinda ABD’de
tanimlanmistir. O yillarda, Cheddar peynirinin tiiketiminden sonra ¢esitli hastalik vakalar
ortaya ¢ikmis ve analizler sonucunda peynir 6rneklerinden yiiksek diizeyde stafilokok
tirleri izole edilmistir. Sonraki yillarda (1914) mastitisli ineklerden sagilan siitiin
tiikketilmesi sonucu, Filipin’li ¢iftcilerde stafilokokal zehirlenme tespit edilmistir. Ozellikle
siit ve siit iriinlerinde goriilen stafilokoklarin saglik alanindaki etkileri sonucu
stafilokoklarin endistriiyel besinlerdeki igerigi ile ilgili cesitli istatistiksel arastirmalar
gergeklestirilmistir. Bu kapsamda yapilan ilk istatistiksel aragtirmaya gore stafilokok
kaynakli hastalik goriilme oraninin; Ingiltere’de 1969 ve 1990 yillar1 arasinda %8 iken
(Wieneke, 1993), ABD’de 1975 ve 1982 yillar1 arasinda %1.4 (Genigeorgis, 1989),
Fransa’da ise 1999 ve 2000 yillar1 arasinda %32 oldugu tespit edilmistir (Le Loir, 2003).

Avrupa'nin giineyinde, Italya’da yapilan bir arastirmada, marketlerden alinan 11384
gida S. aureus varlig1 yoniinden incelenmistir. 437 adet ¢ig siit orneginden 168 adedinin,
102 151l islem gdrmiis siit 6rneginden 2 adedinin koagiilaz pozitif S. aureus igerdigi tespit
edilmistir (Normanno, 2005). Kuzeyde Norveg’te yapilan bir arastirmada ise gida
zehirlenmesinden sorumlu oldugundan siiphelenilen ve ¢ig inek siitii kullanilarak yapilmis
olan patates piiresinde 8x108 kob/g diizeyinde S. aureus tespit edilmistir. Aragtirmacilar
¢ig siitiin elde edildigi isletmenin siit tankindan almis olduklar1 6rneklerde de etkeni izole
etmislerdir (Jorgensen,2005).

Orta Avrupa’da, Slovakya’da ¢esitli tarimsal isletmelerden toplanilmak iizere 75 adet

subklinik ve klinik olarak hasta oldugu belirlenen hayvanlardan alinan ¢ig siit 6rnekleri



incelenmistir. Bunlardan 32 adet S. aureus izolat1 elde edilmis, 32 izolattan 15°nin SEC,
15’nin SED, ikisinin SEA ve SEB enterotoksin kodlayan genleri tasidiklarini tespit
edilmistir (Tkaaikova, 2003).

Londra’da bulunan Gida Hijyeni Laboratuvari’nin resmi rakamlarina gére 1969 ve
1990 yillar1 arasinda SE’lerin neden oldugu 359 adet gida zehirlenme vakasi tespit
edilmistir (Wieneke, 1993).

Gida kaynakli mikrobiyolojik hastaliklar iginde S. aureus zehirlenme oraninin
Macaristan’da %40, Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) %45 ve Japonya’da %25-30
oldugu tahmin edilmektedir. Japonya’da en fazla zehirlenmeye neden olan toksin tipinin
%62 oraniyla SEA oldugu belirlenmistir (Nakazawa, 1992).

S. aureus, bir cok iilkede yaygin gida zehirlenmesi olgularina neden olan ikinci veya
liclincli patojen olarak dikkati ¢ekmektedir (Atanassova, 2001). ABD’de zehirlenmeye
neden olan gidalarin %77,8’inde SEA ve %10’unda SEB tespit edildigi bildirilmistir
(Balaban, 2000).

Nijerya’nin dogusunda yapilan bir ¢alismada; yaygin olarak tiiketilen kirmizi et, balik
ve sebzeden olusan 880 gida 6rneginden izole edilen 552 (9%62) koagulaz pozitif S. aureus
susundan 269’unun (%48) enterotoksijenik oldugu saptanmis ve bunlar igerisinde en fazla
SEA olusturanlarin  bulundugunu bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada incelenen balik
orneklerinde ise SEB ve SEA enterotoksinleri dominant olarak bulunmustur (Sokari,
1991).

Slovakya’nin dogusunda yapilan bir ¢alismada, endiistriyel olarak iiretilen gidalardan
izole edilen S. aureus suslarindan; %5,9’unun SEA, %23,5’inin SEB ve %9.8’inin ise hem
SEA hem de SEB iirettigi tespit edilmistir (Holeckova, 2002).

Tiirkiye’de, Kayseri cevresindeki cesitli mandira ve isletmelerden gelen ¢ig siit
ornekleri ile ELISA yontemi kullanilarak yapilan SE arastirmasinda, caligilan toplam 60
¢ig siit numumesinden; 19’unda SEA, 3’iinde SEB, 9’unda SEC, 6’sinda SED tespit
edilmistir ancak hi¢ birinde SEE tespit edilmemistir. Yine ayn1 bolgede incelenen ¢ig siit
orneklerinin %50’sinde S. aureus ve ayni Orneklerin %61’inde SE’lerin bulunmasi
nedeniyle bu oranin Tirk Gida Kodeksi’nde belirtilen limitlere uygun olmadigi
belirlenmistir (Y1lmaz,2009).

Yine Kayseri ilinde yapilan ¢alismada incelenen 100 adet ¢ig siit numunesinin 60'inda
(%60) Staphylococcus spp. iiremesi tespit edilmistir. incelenen 300 adet izolata yapilan
katalaz ve koagiilaz testi ile 42'sinin (%14) S. aureus oldugu belirlenmistir. Belirlenen 42

adet S. aureus izolatinin incelenmesi sonucunda 31 izolatta (%73.8) enterotoksin



genlerininin varlig: tespit edilmistir. Bu enterotoksinlerin sirasiyla 12'sinin (%38.7) SEA,
2'sinin (%6.5) SEB, 5'inin (%16.1) SEC, 10'unun (%32.3) SED ve 2'sinin (%6.5) hem SEA
hem de SED gen dagilimina sahip oldugu belirlenmistir. Belirlenen 42 adet izolata ait ¢ig
stitlerin ELISA teknigi ile incelenmesi sonucunda ise 28 ornekte (%66.6) SE varligi
belirlenmistir. Uygulanan ELISA testleri sonucunda numunelerdeki SE' lerin sirasiyla;
10'unun (%35.7) SEA, 2'sinin (%7.1) SEB, 5'inin (%17.8) SEC, 9'unun (%32.2) SED ve
2'sinin (% 7.1) hem SEA hem de SED oldugu tespit edilmistir. S. aureus izole edilmeyen
cig siitlerde, SE varligina rastlanilmamistir (Ertag, 2010).

Ankara’da yapilan caligmada toplam 100 kremali pasta numunesi stafilokok
enteretoksini igermeleri bakimindan incelenmistir. Sade kremali orneklerin %4 ’iinde,
kakaolu kremali 6rneklerin %12’sinde ve meyveli kremali 6rneklerin %9’unda olmak
tizere %25 kremal1 pastadan izole edilen koagulaz pozitif (+) stafilokoklarin enterotoksin
olusturma ozelliginde oldugu tespit edilmistir (Kisa, 1996).

Burdur’da 50 peynir ve 50 dondurmanin SE igeriklerinin incelendigi bir arastirmada
50 peynir O6rneginin 3 tanesinde (%6) toksine rastlanmis olup, 50 dondurma Orneginde
SE’ye rastlanmamistir (Tascil, 2011). Yine Ankara’da markette bulunan 50 biftek, 50
kiymalik sigir eti, 50 hindi eti, 50 tavuk, 50 tiirk beyaz peyniri, 50 ingiliz peyniri, 25 krem
peynir ve 25 sise patorize siit orneklerinden olusan 300 yiyecek 6rnegi analiz edilmistir.
300 ornegin 72’sinde SE varligi ELISA yontemi ile tespit edilmistir. Biftekte %16 (7
adedinde SEA, 5 adedinde SEC, 2 adedinde SED), kiymalik ette% 64 (32 SEA, 2SEC),
hindi etinde %36 (13 adedinde SEB, 8 adedinde SED), tavuk etinde %28 ( 14 SEC, 6 SED)
oraninda stafilokok enterotoksinlere rastlanmistir (Koluman, 2011).

Ayni bolgede halkin tiiketimine sunulan toplam 214 adet peynirin SE igerikleri
belirlenmis ve incelemeye alinan tulum peynirinin %24.3, beyaz peynirin %19.5 ve kaflar
peynirinin ise %35.5 oraninda enterotoksijenik stafilokok tiirleri ile kontamine oldugu tespit
edilmistir (Kiipliilii, 2004).

Izmir ilinde satisa sunulan peynirlerin SE iceriginin arastirildig1 bir calismada, cesitli
firma ve mandiralara ait beyaz, kasar, tulum ve Van otlu peynirleri incelenmistir. Yapilan
analizler sonucunda Orneklerde en ¢ok tespit edilen enterotoksin tipinin %58.8 oraniyla
SEA oldugu, bunu sirasiyla; SEB (%41.2), SEC (% 11.8) ve SED (%5.9) nin izledigi tespit
edilmistir (Demirel, 2004).

Ulkemizde stafilokoklarm iiriinlerdeki mevcudiyeti ve SE’lerin belirlenmesi ile
gergeklestirilen arastirmalar genelikle durum analizine yonelik istatistiksel ¢alismalar olup,

Onleyici veya korunmaya yonelik arastirmalarin azlig1 dikkat ¢ekicidir.



2.4. SE’lerin Tamsi

Mikroorganizmalarin gelisimi i¢in mitkemmel bir ortam olan siit ve siit tirlinlerindeki
SE varliginin belirlenmesi, siit yolu ile alinan SE’lerin canlilar i¢in saglik ve ekonomi
acisindan blylik risk olusturmasi nedeniyle onem tasimaktadir. Siitte bulunan gesitli
bilesenlerin analizi ve kontaminantlarin tespitinde ince tabaka kromatografisi (TLC),
yiksek basingli  sivi  kromatografisi (HPLC-LC/MS), gaz kromatografisi/kiitle
spektrometresi (GC/MS) gibi kromotografik ve ELISA gibi immiinolojik ydntemler
kullanilmaktadir. Siitte SE analizi ¢aligmalarinda ise kromotografik yontemler yerine
antijen ve antikor arasindaki bagin 6zglinligiine bagh olarak ELISA, EMIT (Enzyme
Multiplied Immunotechnique) gibi immiinolojik tani ydntemleri tercih edilmektedir.
Ayrica AB yasalar1 geregi, siit ve siit liriinlerinin iiretim asamasinda Tiirkiye’de zorunlu
olarak ELISA tabanli testler ve HPLC sistemleri gibi teshis testleri kullanilmaktadir
(ftp:/ftp.kkgm.gov.tr/AB/Genel/).
2.4.1. Kromotografik yontemler

Siit analizi calismalarinda bagvurulan kromotografik yontemlerden TLC, GC ve
HPLC, siit oziitlerindeki antibiyotik kalintilarmin tespiti gibi karisimin kag bilesenden
olustugunun belirlenmesine yonelik gerceklestirilen ¢aligmalarda maddelerin niteliksel
analizleri i¢in sikca kullanilmaktadir. Siit analizi ¢aligmalarinda bagvurulan bir diger metot
olan GC’de, maddelerin kiitlece oranlari, saf olup olmadigi ve reaksiyonun ilerleyisi
goriinebilir. Bu nedenle siitte bulunan ve gidaya aromasini veren etanol, asetoin gibi ugucu
aroma analizlerinin ger¢eklestirilmesi ¢aligmalarinda kullanilan bir metot olan GC metodu
ile, siitteki bilesenlerin kantitatif (nicel) yorumu gerceklestirilebilir. Pastorize ve UHT
siitlerde oksitetrasiklin, penisilin gibi antibiyotik kalintilarinin belirlenmesi amaciyla
gergeklestirilen bir ¢cok calismada aminoasitler, proteinler, niikleik asitler, karbonhidratlar,
ilaclar ve pestisitlerin kantitatif tayininde yararlanilan HPLC yontemine bagvurulmaktadir.

Stitlerde gida giivenligi ve toplum saghigi yoOniinden yapilan c¢aligmalarda
kromotografik yontemler, bilesenlerin analizi ve ¢esitli kontaminantlarin tesbiti i¢in tercih
edilmektedir. Siitte bulunan aminoasit, protein, niikleik asit, karbonhidrat, ila¢ ve pestisit
analizi calismalarinda kromotografik yontemlerden olduke¢a yararlanilmasina ragmen siitte
SE analizi ¢calismalarinda bu yontem kullanilmamaktadir.
2.4.2. Immiinolojik Yontemler

Siitteki enterotoksinlerin saptanmasi amaci ile kullanilan immiinolojik analiz
yontemleri antijen-antikor etkilesimi esasina dayanir. Bu amagla gergeklestirilen ilk

immiinolojik yontemlerden immiinodifiizyon teknikleri, enterotoksinin jel i¢inde difiize
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olmast ve homologunun antikor ile reaksiyona girerek goriiniir presipitat olusturmasi
temeline dayanir. Ciftli jel immiinodifiizyon teknigi, stipheli 6rneklerde toksin saptanmast
amact ile kullanilmistir. Bu metot yar1 kantitatif olup, 5-10 pg/ml enterotoksini bir gece
icinde  saptayabilir. ~ Son  zamanlarda  gerceklestirilen  yontemlerden  RIA
(raddioimmunoassay) slitte enterotoksin saptanmasi i¢in genis Ol¢lide kullanilmistir. Bu
metot antikor molekiilii iizerinde baglanma béliimlerinde, 6rneklerde isaretlenmemis toksin
ile standart radyoaktif olarak isaretlenmis toksinin yarigmasi esasina dayanir. Genel olarak
hizli (3-4 saat) ve 1-10 ng/gr diizeyinin altinda toksinleri saptayabilen bir yontemdir
(Tranter, 1990).

Ornek materyal icerisinde 6zgiil antijen veya bilinen bir antikor oldugunda materyal
icerisindeki 0zgiil antijenin saptanmasina olanak tamiyan ELISA bazli immiinolojik
yontemler, siitteki kontaminasyon oraninin, O6zellikle igerdigi enterotoksin miktarinin
saptanmast amaci ile gergeklestirilen ve birgok calismada kullanilan tekniklerdir. Enzim
araciligl ile kromojenik substratlarin katalizlenmesi ve gorsel olarak degerlendirilmesi
esasia dayanir. ELISA testinin dolayli, dolaysiz ve sandivi¢ ELISA gibi farkli sekilleri
mevcuttur.

ELISA tekniginin uygulamasi ¢ok zahmetli oldugu i¢in son zamanlarda bazi ELISA
testleri (VIDAS, Assurance EIA, Transia Elisamatic 11, Detex vb.) tamamen otomatik hale
getirilmistir. Antikora dayali bu sistemler ile siitteki SE’ler kisa siirede otomatik olarak
teshis edilmektedir. Sonu¢ olarak, SE’lerin saptamasinda en kolay, hizli ve giivenilir
yontemin ELISA metodu oldugu kabul edilmektedir (Kisa, 1996, Cretenet, 2011).

Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’nin, 03.04.2009 tarihinde, 27189 sayili resmi
gazetede yayimnlanan AB direktiflerine uygun standartlar geregince siitte kontaminasyon
sebebi olan etkenin tanimlanmasi i¢in gerekli biyokimyasal, immiinolojik ve serolojik
yontemlerin  uygulanmasi,  standardizasyon ve sonuglarinin  yorumlanmasinin
gerekliliginden, uygulanacak immiinolojik yontemlerden ELISA testinin gegerliliginden ve
uygulanabilirliginden bahsedilmektedir (www.kkgm.gov.tr).
2.4.2.1. Antikor Uretimi

Ilgili mevzuatlar dogrultusunda enterotoksin tanisinda kullanilan tami sistemleri
immiinolojik tabanlidir. Immiinolojik tan1 sistemlerinde yer alan komponentler icinde en
temel O6ge antikorlardir. Patojen mikroorganizmalar1 ve toksinlerini belirlemek i¢in
kullanilan ELISA ydnteminde antikor ve antijen arasindaki etkilesim esastir. Bu yontemde
antijen ya da antikor bir enzimle isaretlenmekte ve immiinolojik reaksiyon, enzimatik bir

aktivite sonucu Olclilmektedir. Boylece 0zgiil antikor kullanmilarak ornekteki antijenin
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miktari, 6zgiil antijen kullanarak 6rnekteki antikorun miktar1 belirlenebilmektedir (Ugan,
2010).

Memelilerde yabanci antijenlere kars1 korunma amaciyla dogal olarak tiretilmekte olan
antikorlar, in vitro kosullarda da (hiicre kiiltiiriinde, dis ortamda) basarili bir sekilde
tiretilmektedir. Antikorlar iiretim sekline gore poliklonal (PAb) ve monoklonal antikor
(MADb) olarak ikiye ayrilir. Bir antijen insan veya hayvan viicuduna girdiginde, farkl
antikor salgilayan farkli B hiicreleri bu antijenin farkli epitoplarina baglanarak aktiflesirler.
Aktiflesen bu hiicreler daha sonra bu antijenin tiim epitoplarina baglanabilecek farkl
antikorlardan ¢ok sayida iiretirler. Boylece farkli B hiicreleri tarafindan iiretilen bu
antikorlara PAb adi verilir. Sonu¢ olarak PAb’lar, bir¢cok farkli B lenfosit klonundan
iretilen, hepsi ayni antijenin farkli determinantina baglanan antikorlardir. Bir fare veya
tavsana birkac hafta araliklarla birka¢ defa ayni antijenin verilmesi daha sonra hayvandan
kan alinip, ¢okertilmesi ve serum alinmast ile elde edilirler. MADb’ler ise sadece bir epitopa
kars1 reaksiyon gosteren antikorlardir ve sadece bir adet B lenfosite dayanan hiicre
klonundan elde edilirler.

MADb’lerin elde edilme yontemi ilk 1975'te César Milstein, Georges Kohler ve Niels
Jerne tarafindan tanimlanmistir (Kéhler, 1975). Ulkemizde 1985 yilinda gerceklestirilen
“Biyoteknoloji Alaninda Tirkiye Arastirma Gelistirme Politikas1” ile birlikte MAD
iiretimini i¢inde barindiran Biyoteknoloji’nin diinyada kazandigi énem yanki bulmus ve
DPT tarafindan belirlenen kalkinma hedefleri arasinda Biyoteknoloji birinci 6ncelikli
desteklenecek bilim dallar1 arasina konmustur. Bu konuyla flgili olarak TUBITAK
tarafindan 1984 yilinda "Biyoteknoloji Ihtisas Komitesi" kurulmus ve hazirlanan rapor
dogrultusunda 1985 yilinda TUBITAK Marmara Bilimsel ve Endiistriyel Arastirma
Merkezi Biyoloji Boliimii  biinyesinde bir Biyoteknoloji Merkezi kurulmustur.
TUBITAK’ta 1988’den itibaren, hibridoma, MADb iiretim c¢alismalarin1 icine alan
biyoteknolojik ¢alismalar gergeklestirilmistir (http://www.mam.gov.tr/gmbe/index.html).

Hastaliklarla savasmay1 saglayan antikorlarin biiyiik miktarlarda ve saf olarak elde
edilmesi, saglik alaninin gelismesinde biiylik bir etkiye sahiptir. Bu amag icin kullanilan
klasik yontem, laboratuvar hayvanlarina antijen verilmesi sonrasinda antikorlarin
toplanmasidir. Fakat bu yontemle elde edilen antiserum igerisinde istenmeyen birgok
maddenin bulunmasi ve bu nedenle de elde edilen kullanilabilir antikor miktarinin oldukc¢a
diisiik olmasi biiyiik bir sorun olusturur. MAb teknolojisi ise antikorlarin saf halde ve
oldukg¢a biiyiik miktarlarda iiretilmesine olanak tanidigindan tip, tarim, veterinerlik, ¢cevre

miithendisligi alaninda kullanilan tani sistemlerinin gelistirilmesinde yaygin bi¢cimde tercih

12



edilmektedir. MAb’lar tan1 amacl iiretimin yani sira kanser ve diger hastaliklara karsi
tedavi amach caligmalarda da yogunlukla yer almaktadir. Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi
(FDA) tarafindan degerlendirip onaylanmis olan monoklonal antikor bazli bir¢ok efektif
ilag tiretilmektedir.

MAD teknolojisi ile antikorlarin saf halde ve oldukga biiyiik miktarlarda tiretilmesi
olanakli hale gelmistir. MAD iiretiminde Oncelikle, hedef antikorlar1 dogal olarak iireten
hiicreler elde edilir. Daha sonra bu hiicrelere sonsuz boliinme yetenegi kazandirilir ve
kiiltiir ortaminda, hedef antikoru iiretecek hibrid (melez) hiicreler gelistirilir. Bu sekilde
dogal hiicreler, kiiltiir ortaminda birer antikor fabrikasina dontistiiriilmiis olur. Bir antijenik
determinant i¢in wuyarilmis B hiicresine siirekli olarak ¢ogalabilme yeteneginin
kazandirilmas1 ve bdylece devamli yiiksek titrede ve etkinlikte antikor sentezlenmesi
gerceklestirilir. Kemik iliginde olusan ve hiicre kiiltiiriinde {retilmeye uygun olan bir
timor tipi olan myeloma hiicreleri, antikor liretme yetenegine sahip olan dalak hiicreleri ile
kaynastirildiklarinda, olusan hibrid hiicreler biiyiik miktarlarda MAb {iretebilir. Bu sekilde,
iki farkli hiicre tipinin istenen Ozellikleri birlestirilmis olur. Siirekli olarak bdliinme
yetenegi ve biiylik miktarlarda saf antikor {iretebilme yetenegine sahip olan “hibridoma”
adi verilen hiicreler elde edilir. Hibridoma teknigi olarak adlandirilan bu yontemle olusan
hiicreler, tek bir tip hibrid hiicreden tiiredikleri i¢in sentezledikleri antikorlar MAb olarak
adlandirilirlar.

MADb’larin kullanimimin avantaji, yalnizca tek bir epitopa (antijenik determinanta)
kars1 0Ozgiil olmalari ve ¢ok giicli immiinokimyasal kopriiler olusturmalarindan
kaynaklanmaktadir. Bu sebeple monoklonal antikorlar antijene spesifik bir baglanim
gosterir. Ancak, proteinler arasinda benzer epitopik yapilar mevcut ise ¢apraz reaksiyonlar
sonucunda yalanci pozitiflikler belirlenebilmektedir. Poliklonal antikorlarin kullanilmasi
durumunda ayni1 sebeple gerc¢eklesen yalanci pozitiflik ihtimali daha fazla olmaktadir. Bu
sonug, ekonomik kayiplar1 da beraberinde getirmektedir. Bu nedenle c¢alismalarda
monoklonal antikor iiretim teknikleri yaygin olarak uygulanmaktadir (Fower, 1995).

MAD eldesi hibridoma teknigi disinda, bakteri ve bitkilerin kullanilmasiyla
gergeklestirilen rekombinant antikor liretim teknigi ile saglanabilir. Bitki ile rekombinant
antikor tiretim teknigi; spesifik bitkilerin hedef dokularina DNA (gen) aktarilmasi, bakteri
ile rekombinant antikor liretim teknigi; B lenfositin antijen baglayici antikor pargasinin
genlerinin eklendigi bakteri, fajlarca enfekte edilmesi, hibridoma teknigi ise, belirli

hayvanlardan yararlanilarak sonsuz ¢ogalabilen timor hiicreleri ve bu hiicrelere karsi
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antikor olusturacak olan B hiicrelerinin flizyonunun gergeklestirilmesi esasina
dayanmaktadir.

Tan1 teknolojileri kapsaminda kullanilmakta olan monoklonal antikorlar genellikle
hibridoma teknolojisi kullanilarak iiretilmektedir.
2.4.2.1.1. Hibridoma Teknolojisi

Antikorlarin biiylik miktarda, saf ve 6zgiil olarak iiretilebilmesi tarihte arastirmacilarin
calismalarina konu olmustur. Georges Kohler ve Cesar Milstein, ilk kez mutant fare
myeloma hiicresi ve bir antijen ile bagisiklanmis deney hayvaninin dalak hiicresi ile
birlestirilmesi sonucunda monoklonal antikor sentezlenmesinin saglandigi bir g¢alisma
gerceklestirmislerdir. “Hibridoma Teknolojisi” olarak tanimladiklar1 yontemle, B
lenfositlerinin 6zgiil antikor yapici 6zelligi ile myeloma hiicrelerinin 6liimstizliik 6zelligine
sahip hibrit hiicrelerini 6zel sartlarda tiretip tek bir epitopa karsi yiiksek ozgiilliikte ve
yiiksek miktarda monoklonal antikor sentezleyebileceklerini gdstermislerdir (Oztiirk,
2011).

Hibridoma teknolojisinde, myeloma hiicreleri ile antikor iireten bagisik bir hayvanin
dalak lenfositlerinin “hiicre fiizyonu”na tabi tutulmas: ardindan gerceklestirilen
uygulamalar sonucunda kompleks bir antijenin tek bir belirleyici grubuna (epitop) karsi
monoklonal antikor iireten 6liimsiiz melez hiicreler elde edilir.

Asagida maddeler halinde ifade edilen Hibridoma teknolojisinin agsamalar1 sekil 2.3’de
sematik olarak tanimlanmaktadir (Yiicel, 2007).

1. Fareye tasiyici protein-SEB konjugati enjekte edilir. Antijene karsi bagisik yanitlar fare
serumundaki antikor diizeyinden ELISA testi ile belirlenir.

2. En yiiksek diizeyde bagisiklanmis olan farenin dalagindan, antikor iireten B lenfositleri
(immiin hiicreler) izole edilir, fare kemik iligi kanser hiicresi olan myeloma hiicreleri
(timdr hiicreleri) besiyerinde ¢ogaltilir.

3. Hibridoma olusturmak i¢in Polyethylene glycol (PEG) ajani1 kullanilarak fareden izole
edilen hiicreler ve myelome hiicreleri fiizyona tabi tutulur.

4. Anti SEB antikoru iireten hiicreler secilir. Bu asamada Azoguanin eklenerek ortamda
mutant myeloma hiicrelerinin ayrilmasi saglanir. Hibrit hiicreler digerlerinden segici
hipoksantin-aminopterin-timidin (HAT) kiiltiir ortam kullanilarak ayrilir.

5. Olusan hibrit klonlar1 i¢inden ilgili antijene karsi antikor sentezleyen hibridoma
kolonilerinin kiiltiir {ist sivilarindaki antijene karsi aktiviteleri ELISA yontemi ile
testedilerek aktif klonlar secilir.

6. Hibridomalar in vitro veya in vivo kosullarda genis olgekte iiretilir.
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7. Antikorlar, fare asit sividan veya kiiltiir iist sivilarindan saflastirilir.
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Sekil 2.3. Hibridoma teknolojisi ile monoklonal antikor iiretimi

2.4.2.1.2. Antikor Uretiminde Kullanilan Diger Teknikler

MAD {iretiminin saglanmas1 hibridoma teknolojisi disinda, elektrofiizyon teknigi veya

bitki ve bakterilerin kullanilmasiyla gerceklestirilen rekombinant antikor uygulamasi ile

miimkiin olmaktadir. Rekombinant antikorlar, antikorlarin antijen baglanma bolgelerindeki

domainlerinin (scFv, Fab parcasi gibi) genetik olarak manipiile edilebildigi yapilardir ve

rekombinant antikor uygulamasinin temeli bu olusumdur. Elektrofiizyon teknigi ise flizyon

asamasinda olusturulacak olan elektriksel alanin hiicreleri polarize edilmesi esasina

dayanmaktadir.
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2.4.2.1.2.1. Bakterilerde Rekombinant Anikor Teknigi ile Uretim

Bakterilerde rekombinant antikor iiretim asamasinda yararlanilarin ¢esitli gram pozitif
(Bacillus brevis, Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Lactobacillus zeae/casei,
Lactobacillus paracasei) ve gram negatif (Escherichia coli, Proteus mirabilis) bakteriler
mevcuttur. Escherichia coli rekombinant protein iiretimi igin yaygin olarak kullanilan
sistemlerden biridir. Fareleri kullanmaksizin gerceklestirilen bu teknikte "ipliksi faj" adi
verilen ve bakterileri enfekte etme 6zelligi tasiyan, uzun ve ipliksi bir viriisten yararlanilir.
Bu teknik ile insan B lenfosit hiicrelerinden yalitilan DNA, bir bakteri viriisiiniin (faj)
degisiklige ugratilmis genetik yapisina (genomuna) (6rnegin, Escherichia coli) eklenerek,
bakterinin ipliksi fajlarca enfekte edilmesi saglanir. Bu yolla saglik alaninda tedavi amagh
monoklonal antikor eldesi ¢calismalart mevcuttur.
Monoklonal antikor eldesinde kullanilan faj tekniginin agamalar1 soyledir;
1. Antijene spesifik antikorlar1 kodlayan antijen baglayici genler bakterilere verilir ve
bakteri fajlarca enfekte edilir.
2. Enfekte olan bakteride kendini kopyalayan faj, B lenfositin antikor genlerince kodlanan
proteinleri de otomatik olarak sentezleyerek, her birinin ucunda farkli antikor parcasi
bulunan yeni fajlar olusturur.
3. Istenen hedef antijene (6rnegin; kanser hiicrelerinin yiizeyindeki almaglara) dzgiil olarak
baglanabilen antikor pargalarini tasiyan fajlar toplanir.
4. Islem birkag¢ kez tekrarlanarak, secilen fajlarin genleri bakteriye yeniden eklenir ve
spesifik antikor pargalar1 cogaltilir.
2.4.2.1.2.2. Bitkilerde Rekombinant Antikor Teknigi ile Uretim

Bakterilerle rekombinant antikor iiretimi disinda, bitkilerde antikor iiretim teknigi;
ekonomik olmasi, iiretim alan1 kontrol edilebilir ve biiyiitiilebilir olmasi, maliyetinin ucuz
olmasi dolayisiyla daha fazla avantaja sahiptir. Bitkilerin totipotent Ozelligi, hayvan
patojenlerinden kaynaklanabilecek kontaminasyon riski olmamasi, yenilebilir as1
niteliginde olmasi ve mukozal bagisiklik saglamasi bu tretim tekniginin bir diger
avantajlarindandir. Bu teknikte agrobasterium, elektroporasyon, biyolistik cihazi ile hedef
dokulara (bitki hiicresine) antijene spesifik modifiye edilmis genomik bakteri DNA’s1
(gen) aktarimi gergeklestirilir. Bu yolla tedavi amagl antikor eldesi miimkiin olmaktadir.
2.4.2.1.2.3. Elektrofiizyon Teknigi ile Uretim

Elektrofiizyon, hassas hiicreler i¢in daha kolay adapte edilebildiginden insan
monoklonal antikorlarinin iiretiminde kullanilan bir yontemdir. Hibridoma g¢alismalar1

flizyon asamasinda kullanilan PEG ile az sayidaki hiicreyle hizli flizyon zor olmasina
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ragmen, elektroflizyon ile miimkiindiir. Elektrofiizyon siiresince pronase- ve DNase- ile
muamele edilen bagisik lenfositler ve myeloma hiicreleri, 2:1 oraninda inkiibe edilir ve
elektriksel uyarilara maruz birakilir. Elektrofiizyon oncelikle bir dalgali elektrik alaninin
(10kHz-1MHz) uygulamasiyla gerceklesir. Bu elektriksel alan hiicrelerin polarize olmasina
ve yakin temastaki membranlarla “dizi zincirleri’nin olusmasina sebep olur. Daha yiiksek
voltajda kisa wuyarilar, membran kararsizligina sebep olur ve komsu hiicrelerin
membranlarinin kaynasmast ile fiizyonu baslatir (Stacey, 2000).

2.4.2.2. SE’lere Kars1 Monoklonal Antikor Uretimi

S. aureus tarafindan iiretilen enterotoksinler immiin sistemde antijen olarak
taninmayarak spesifik olmayan T hiicre proliferasyonunu uyaran fonksiyonlara sahip
olmalar1 nedeniyle siiperantijen (SAg) olarak adlandirilan yap1 grubuna girerler. SAg’ler,
immiin sistemde antijen olarak taninan yapilardan farkl bir isleyise neden olurlar.

Klasik olarak organizmada reaktif immiin cevap baslatabilen maddelere immiinojen,
immiin cevap sonucunda kendisine kars1 antikor olusturabilen maddelere antijen ad1 verilir.
Yabanci bir antijene karsi immiin cevap olusabilmesi i¢in yardime1 T lenfositleri tarafindan
taninmas1  gerekir. T lenfositleri, TCR aracilifiyla etki gosterirler ve Major
Histocompatibilite Complex’i (MHC) tanityan molekiillerdir. Sitokin salinmasina neden
olurlar ve letal sitotoksik efektor fonksiyonlar1 vardir. Antijenler, antijen sunan hiicreler
(APC) araciligtyla istirahat halindeki CD4 T lenfositlerine sunulur. Insan TCR si, APC
tizerindeki MHC class I (MHC 1) veya class IT (MHC II) molekiilleri ile etkilesime girecek
olan yabanci antijenleri tanirlar. MHC nin baglama kovuklar ile etkilesime girecek olan
yabanc1 peptit antijeninin insan TCR leri tarafindan taninmasi i¢in TCR de hem teta hem
de beta degisken (V) kismlarinin bulunmasi gerekir. SAg olarak adlandirilan yabanci
biiyilk molekiilerse TCR’ler ile birbirinin reseptorii gibi davrandigindan bu kurala
uymazlar.
2.4.2.2.1. Siiperantijenler

SAg terimini ilk kez White ve arkadaslar1 kullanmistir. SAg’ler, antijen sunan hiicreler
tizerinde bulunan MHC class II’ye baglanan ve konvansiyonel antijenlere gore daha diisiik
konsantrasyonlarda belirli TCR-V beta veya TCR-V gama siralari tastyan, T lenfositlerinin
bliyiik bir kismini stimule ederek T hiicrelerini proliferasyona sevkedebilen antijenler
olarak tamimlanmustir. immiin sistemin homeostazisinde belirgin degisimlere neden olurlar.
Bilinen antijenlerden 6zel V beta gen segmentleri tasiyan ¢ok sayida T lenfositlerini
selektif olarak g¢ogaltmaya sevk edebilme kapasitelerinin olmasi nedeniyle ayrilirlar.

Pikomolar konsantrasyonlarda dahi etki gostererek interlokin-II, interferon gamma ve
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tiimor nekrotizan faktor dahil ¢ok biiyiilk miktarlarda sitokin salinmasini indiiklerler.
Spesifik T hiicrelerinde aktivasyona, proliferasyona, anerji ve hiicre Oliimiine neden
olabildiklerinden en gii¢lii T mitojenleri olarak kabul edilirler. Bakteriler, mikoplazmalar,
retroviriisler ve parazitler tarafindan iretilirler.

Genel olarak bilinen antijenler MHC baglanma yeri olan CDR 3 kismina
baglanmaktadir. SAg’ler bilinen polipeptit antijenlerden farkli olarak MHC baglanma yeri
CDR 1 ve CDR 2 den uzak bir yerdeki TCR-V beta kangalinin ayr1 bir boliimiine baglanir
boylelikle intraseliiler islemden ge¢meksizin selektif olarak ve yiiksek afinite ile MHC
class II molekiillerinin antijeni baglandiklar1 kovuklarin dis yanma baglanmis olurlar.
TCR-Vbeta bolgesi ile reaksiyona girer. Sekil 2.4°te bilinen antijenler ve sliperantijenlerin
MHC 1I ile olusturduklar1 baglanma boélgeleri farkliliklarinin sematik gosterimi ile bu
durum 6zetlenmistir. SAg’lerin yardimer molekiiller olmadan T lenfositlerini stimiile edip
CD 4 ve CD 8 T lenfositlerinin proliferasyonunu uyarabilmeleri bu baglanmadan
kaynaklanmaktadir. Antijen sunan hiicreler {izerindeki MHC class II siliper antijen
kompleksleri uygun TCR-V beta gen tiriinleri tastyan T lenfositlerinin proliferasyona sevk
eder. Siiperantijenlerin Ol¢iimlere gore T lenfositlerinin stimiilasyona cevap verme

frekansini %5 ile %25 oraninda arttirdigi tespit edilmistir (Labrecque, 1993).

Sekil 2.4. Bilinen antijenler ve siiperantijenlerin MHC II ile olusturduklar1 baglanma

bolgeleri farkliliklarinin gematik gosterimi
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SAg’ler, MHC II ile olusturduklar1 bu yap1 nedeniyle, monoklonal antikor iiretme
calismalar1 kapsaminda, farelere yapilan immiinizasyonlar ile inaktif hale getirilmeleri i¢in
gerekli hiimoral immiinite olusumunu saglayamazlar (Hau, 2003). Bu nedenle SAg’lere
karsi, monoklonal antikor iiretme ¢alismalarinda immiinizasyon isleminden 6nce hiimoral
yanit olusumunun saglanmasi amaci ile g¢esitli yontemlerle siiperantijenlerin MHC 1I ile
olusturduklar1 bu yapiy1 bozabilecek modifikasyonlari saglanir.
2.4.2.2.1.1. Stafilotoksik Siiperantijenler

SAg yapidaki SE’ler, insanlarda ve deney hayvanlarinda besin zehirlenmesi ve soka
neden olan S. aureus’larin sekrete ettigi stafilotoksik ozellik gosteren proteinlerdir. S.
aureus tarafindan sentezlenerek dis ortama verilen toksinler etkilerini sindirim
sistemlerinde gosterdiklerinden “‘enterotoksin” olarak adlandirilmistir (Lubitz, 2005). Siit
kontaminantlar1 olarak sik karsilasilan ve diinyada sorun teskil eden stafilotoksik
SAg’lerden SEB; biyolojik silah olarak kullanilabilmesi ve gerek ekonomi gerek saglik
alanindaki olumsuz etkileri nedeniyle 6nemli bir arastirma konusudur.

Stafilotoksik SAg’lerden olan SEB, dondurulmamis et, siit, siit {riinleri ve unlu
mamiillerde {iireyen, insan ve hayvanlarin deri ve mukozal membranlarinda bulunan
hareketsiz, gram pozitif kok morfolojisinde bir bakteri olan S. aureus tarafindan
sentezlenerek dis ortama verilir. Bu toksin genis bir biyolojik aktivite spekturumuna
sahiptir ve giris yoluna bagli olarak (sindirim, solunum veya mukozal) farkli klinik
sendromlara neden olmaktadir (Lubitz, 2005). SEB, iki farkli siki paketlenmis domaine
sahiptir ve SH gruplarinin diizensiz baglanmasi ile olusan karigik bir ti¢ilinciil sekli vardir.
Bir¢ok disiilfit kopriisii olusumlar1 iceren disiilfit ilmegine sahiptir. SEB’in bulasimi
sonucunda semptom olarak beliren kusmada, distilfit ilmegi’nin etkisi oldugu tahmin
edilmektedir (Hovde, 1994). SEB, 28.494 Da molekiil agirligina sahiptir ve salinimin
diizenleyen entB geninin kodlama boliimii yaklasik 900 niikleotit igerir. SEB prekiirsor
proteinleri 267 aminoasitten (31,400 Da) olusur ve 27 aminoasitlik N-terminal sinyal
peptidini icine alir. Cizelge 2.1’de SEB’in aminoasit dizilimi gosterilmektedir. S.
aureus’un klinik izolatlar1 icinde SEB geninin kromozomal yapida oldugu bildirilmektedir
(Johns, 1988). SEB, par¢alanmaya kars1 direngli, pH degisimine ve proteolitik sindirime
dayanikli olan bir SAg’dir (Fraser, 1993).
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Cizelge 2.1. SEB’in aminoasit dizilimi (Johns, 1988)

Aminoasit dizilimi

1 MKKLSTVIii LILEIVFHNI NYANSQPDPK IDELNKVSDY
KSNKGTMGNV MNLYMSPPVE

61 GRGVINSRQF LSHDLIFPIE YKSYNEVKTE LENTELANNY
KGKKVDIFGV PYFYTCIIPK

121 SEPDINQNFG GCCMYGGLTF NSSENERDKL ITVQVTIDNR
QSLGFTITTN KNMVTIQELD

181 YKARHWLTKE KKLYEFDGSA FESGYIKFTE KNNTSFWFDL
FPKKELVPFV PYKFLNIYGD

241 NKVVDSKSIK MEVFLNTH

SEB, MHC II'deki insan 16kosit antijeni DR-1 (HLA-DR1) ile Kd’si 100-1000 nM
olan baglanma bdlgesine sahiptir (Mollick, 1991, Fraser, 1992). Bu bolgede c¢esitli
aminoasitler bulunur ve SEB HLA-DR1 baglanma bdlgesini olustururlar.

SEB’de etkilesime giren her aminoasit ve ona karsilik gelen uygun aminoasitler
arasinda farkli mesafeler s6z konusudur. Bu bolgedeki SEB’e ait aminoasitler ve MHC’de
karsilik gelen aminoasitler Van der Waals kuvveti, hidrojen bag1 ve tuz kopriisii gibi ¢esitli
sekilllerde etkilesime girerler. Bu etkilesimler, SEB’in SAg olarak kararliliginda 6nemlidir.
Ornegin SEB’deki Tyr 94 aminoasidi MHC II molekiilii ile Van der Waals etkilesimi
olusturur. Kararlilig1 saglamakta rol oynayan bir etkilesim de, SEB’deki Glu 67°nin, MHC
klas II’deki Lys 39 ile tuz kopriisii olusturmasi sonucu olusan yiiksek baglanma giiciidiir
(Schad, 1995).

SEB, konvansiyonel antijenlerden farkli olarak TCR beta kangalinin ayr1 bir boliimiine
baglanir ve TCR beta bolgesi ile reaksiyona girer. Intraseliiler islemden gegmeksizin
selektif olarak ve yiiksek afinite ile MHC class II molekiillerinin antijene baglandiklari
kovuklarin dig yanma baglanirlar. Sekil 2.5°de SEB ve HLA DR ile olusturdugu

kompozisyonun gosterimi ile bu durum 6zetlenmistir.
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Sekil 2.5. SEB’in HLA DR ile olusturdugu kompozisyonun gésterimi (Ulrich, 1995)

MHC 11, ekstraseliiler ve SEB’in baglandig1 intraseliiler bolgeden olusur. SEB, farkli
baglanma bolgeleri bulunan MHC I ile etkilesime girecegi bolgeye, insandaki HLA-DR1
molekiiliiniin basit translasyonu ile tasiir (Fraser, 1993). Sekil 2.6°’da, SEB ve MHC II’nin
etkilesim bolgeleri belirtilerek bu durum o6zetlenmistir. MHC II molekiiliinde maviyle
gosterilen yer ekstraseliiler kisim, kirmizi ile gosterilen yer ise SEB ile etkilesimde olan

kisimdir.

B-chaun

Molecuwlar Medicine Today

Sekil 2.6. SEB ve MHC I etkilesim bolgelerinin gosterimi

21



2.4.2.2.2. Siiperantijenlere Karsi Immiin Yamt Olusumu

Yaygin olarak ifade edilen antijenlerden farkli olarak siiperantijenik enteretoksinler,
APC’ler tarafindan kiicliik peptid parcalarina ayrilmadan MHC smif II molekiillerine
baglanarak TCR ile bir trimolekiiler form olusturduklarindan kendilerine karst hiimoral
yanit olusumu baskilanabilmektedir (Munson, 1998). SEB’in MHC II'ye ve TCR’ye
baglanan kisimlar1 ve bu interaksiyon i¢in 6nemli olan aminoasitler kristalografik, sentetik
peptid ve genetik mutasyon ¢aligmalar: ile detayli olarak arastirilmuistir (Jett, 1994). Bu
calismada bilinen antijenlerinkinden farkli olmasi nedeniyle SEB’e karsi hiimoral yanit
olusumunu saglamak i¢in, anti-SEB’e antikorlar1 tarafindan taninabilecek epitoplar1 fazla
etkilemeden, SEB’in TCR ve MHC II’ye baglanmasinda onemli olan konformasyonel
yapiy1 bozacak sekilde proteinin yapisal olarak degistirilmesi ongdriilmektedir. Teorik
olarak bu sayede, proteinin MHC smif II molekiillerine baglanmasinin 6nlenecegi ve
APC’ler tarafindan islendikten sonra sunulabilecegi ve SEB’e karsi immiin hiimoral yanit
olusumunun saglanabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak diger taraftan yapisal degisiklige
ugratilmig SEB ile immiinize edilen farelerden elde edilecek antikorlarin nativ SEB’i
tanimast 6nemli oldugu icin modifikasyonlarin bunu engellemeyecek diizeyde smirh
olmas1 gerekmektedir.
2.4.2.3. SEB’in Modifikasyonu

Protein yapidaki SEB’de, indirgeme ve katyonizasyon yontemleri kullanilarak yapisal
degisiklik saglanmigtir. Proteolitik enzimler veya kimyasallar kullanilarak MHC II ile SEB
etkilesimini degistirecek nitelikte, ama sinirl diizeyde toksinin par¢alanmasi, bir yandan
immiinojenitesi i¢in gerekli molekiiler biiytikliigiin sakli kalmasini, diger yandan MHC 11
ile etkilesimini bozarak hiimoral immiin yanit olusumu saglanabilecektir.

SEB’in indirgenmesi:

SEB, iki farkli siki paketlenmis domaine sahiptir ve SH gruplarinin diizensiz
baglanmasi ile olusan karisik bir {igiinciil yapis1 vardir. Bu siki yapisindan dolayi intestinal
limende bulunan; proteaz, tripsin, kimotripsin ve papaine karsi direnci biiyiiktiir. Bu
direnci kirmak i¢in proteinin disiilfit baglarinin indirgenmesine yonelik ¢esitli ¢aligmalar
mevcuttur (Papageorgiou, 1998). Bizim ¢alismamizda SEB’in modifikasyonu i¢in ayrica
kimyasal ajan olarak dithiothreitol (DTT), DTT-guanidin HCI, cyanogen bromide (CnBr)

ve proteolitik enzim olarak papain kullanilmustir.
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DTT: Suda ¢o6ziinebilir bir reaktif olan DTT, proteindeki disiilfit baglarini alkilasyona
ugratarak ayirir, indirger. Sekil 2.7°de DTT nin iki triol disiilfit degisimi reaksiyonu yolu
ile tipik distilfit bagini indirgemesi gosterilmektedir (Konigsberg, 1972).

S SH SH
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Sekil 2.7. DTT nin iki triol disiilfit degisimi reaksiyonu yolu ile tipik distilfit bagini

indirgemesi

Cizelge 2.2°de Disiilfit baglarinin nicel olarak azalmasini saglayan DTT nin nicel

ve nitel 0zellikleri, Sekil 2.8’de ise DTT nin molekiiler yapis1 gosterilmektedir.

Cizelge 2.2. DTT nin nicel ve nitel 6zelliklerinin ifadesi

Molekiiler formiilii C4H1002S,

Molekiil agirligi 154.25 g mol ™
Gortintiisii Beyaz akigkan

Erime noktast 42-43 °C

Kaynama noktasi 125-130 °C (2 mmH’da)

C=)H
/\/:\/SH
HS™ ™
OH

Sekil 2.8. Dithiothreitol

DTT, disiilfit karsilikli degis tokus reaksiyonlarina katilir (Zhang, 1988). Biyolojik
membranlardan kolaylikla geger. Ozellikle enzim varliginda olusacak olan enzimatik
parcalanmaya kolaylik saglar (Klonne, 1988). DTT, protein S-S indirgenmesi i¢in klasik

olarak 1-10 mM konsantrasyonlarinda kullanilir.
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DTT, biyokimyasal uygulamalarda biyomolekiillerin siilfidril gruplarini indirgen halde
tamamen muhafaza eder, distilfitlerin, siilfidril olusturmak iizere miktarini azaltir, ayrica
protein yap1 ve fonksiyon calismalar1 kapsaminda yapilan analizlerde proteinleri indirger
(Kaji, 1993; Gailis, 1994).

SH baglar ile diizensiz bir sekilde bagli {iciinciil yapiya sahip olan SEB’deki protein
zincirleri arasinda kuvvetli S-S, S-H baglar1 olusur ve bu yapi1 zincirler arasina su
molekiillerinin girmesini Onler ayrica termik stabilitelerini artirarak ¢ok saglam yapilar
olusturmalarin1 saglar. SEB, 19 rezidiilden olusan disiilfit ilmegi icerir ve bu ilmek,
proteine esneklik saglar. DTT, sistein aminoasitini indirgeyerek bu molekiiliin hem kendi
icinde hem de diger aminoasitlerle olusturabilecegi S-S baglar1 ile etkilesime girmesini
engeller.

SEB’in DTT ile modifikasyonunda, SEB’deki sistein aminoasitlerinin arasinda ve
disiilfit ilmekte wvarolan disiilfit baglarinin pargalanmasiyla, SEB’in MHC 1II ile
olusturdugu kompozisyonun degistirilmesi ve anti SEB aktivitesi alinmasi {imit
edilmektedir. SEB’deki Glu 67 ile MHC II’deki Lys 39 aminoasitlerinin etkilesimi sonucu
olusan ve SEB ile MHC II kompozisyonuna yiiksek kararlilik saglayan tuz kopriisiiniin de
bu yolla engellenebilecegi diistiniilmiistiir.

DTT-Guanidin HCIl: Guanidin HCI’'nin SEB proteini ile etkilesimi halinde proteine
ikincil yap1 Ozelligini kazandiran nonkovalent etkilesimlerin ortadan kaldirilmasi,
proteinde sadece birincil yapiya has olan kovalent etkilesimlerin kalmas1 beklenir. Boylece
DTT ile etkilesimi sonucunda distilfit baglarin alkilasyonu ve ayrilmasi sonucu
konformasyonu degismeden indirgenmis olan proteinin Guanidin HCI ile daha basit bir
yapt kazanmasi saglanir (Park, 2001). Bu indirgenme kaynaklanan degisime bagl elde
edilen anti SEB (indirgenmis SEB) antikorlarinin nativ SEB ile reaktif olup olmayacaginin
karakterize edilmesi geregi kaginilmazdir.

Papain (papaya proteinase): Papain, papaya proteinase olarak bilinen proteolitik bir
enzimdir. Endopeptidases, aminopeptidases, dipeptidyl peptidase gibi ¢esitli aktivitelere
sahiptir (Rawlings, 1994). Proteinleri, peptit baglarin1 ayirarak kiiciik polipeptit ve/veya
aminoasit haline getirerek indirger. Sekil 2.9°da papainin polipeptit fragmentlere ayrilmasi
gosterilmektedir.

SEB’deki; Glu 67, Asp 209, Glu 67, Try 89, Ser 96 aminoasitleri siras1 ile MHC
II’deki; Lys 39, Gln 57, Lys 39, Lys 39, Ala 64 aminoasitleri ile etkilesime girerek SEB
ve MHC 1I arasindaki baglant1 bolgesini olusturur (Stuart, 1979). Papainin, SEB’in
yapisindaki aminoasitler aras1 distlfit baglarim1 indirgeyerek SEB’in MHC 1I ile
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olusturdugu baglant1 bolgesine etki etmesi beklenir. Dogal (native) papain, indirgeyici
etkisini 8 M iire i¢inde gosterir. Bu islemin gerceklesmesi spesifik bir disiilfit bagin

acilmasini gerektirir (Shapira, 1968).
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Sekil 2.9. Papain’in polipeptit fragmentlere ayrilmasi

CnBr: CnBr, proteinleri metionin rezidiillerinin C terminal ucundaki peptit baglarini
hidroliz ederek parcalar ve proteinler indirgenir. Sekil 2.10’da, CnBr ile gergeklestirilen
protein indirgenmesi gosterilmektedir. SEB’in yapisinda 9 tane metionin aminoasiti
bulundugundan, CnBr’iin, SEB’de metionin aminoasiti barindiran bu bolgelere etki etmesi
beklenir. Calismada CnBr’iin, SEB’deki methionin aminoasiti igeren reziiillere (MHC

II’ye baglanacak olan) etki etmesi umut edilmistir.
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Sekil 2.10. Cyanogen bromide ile protein indirgenmesi (Proteinchemist, 2003)
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SEB Katyonizasyonu:

SEB’in yapisal degisiklige ugratilarak immiin sistemde islenmesini ve hiimoral yanit
saglanmasini miimkiin kilmak {izere farkli bir yaklagim olarak katyonizasyon yontemi
uygulanmasi tasarlanmistir. Katyonizasyon, tasiyict proteinde bulunan B hiicre
epitoplarinin  ¢ogunu  korurken, baskilayict T hiicre indiiksiyonu i¢in gerekli
determinantlar1  yikmakta, bdylece proteinin APC’ler tarafindan  alinmasim
kolaylastirmaktadir (Muckerheide, 1990, Michael, 1991, Apple, 1988). Katyonizasyon
amino asitlerin yan zincirlerininin yani sira SEB’in pl degerini ve komformasyonunu da
degistirmesi beklenmistir. SEB modifikasyonunda ele alinan bu yaklagim ile pozitif ytikli
proteinlerin immiin sistemi daha giliclii uyarmalar1 dikkate alinmistir (Apple, 1988).
SEB’de radikal grubu COOH igeren; 24 tane aspartik asit ve 12 tane glutamik asit olmak
tizere toplam 36 tane COOH igeren asidik aminoasit mevcuttur. SEB radikal grubunda
COOH bulunan aminoasitlerinin bu bdlgeleri, katyonizasyon islemi ile amin grubuna
cevirerek MHC II’ye baglanacak kritik bolgelerin degistirilmesi umut edilmistir. Ancak
diger modifikasyon yontemlerinde oldugu gibi katyonize SEB’e kars1 gelistirilecek olan
antikorlarin siitteki nativ SEB’i tanimasi i¢in gerekli olan epitoplarin bozulmasi ihtimaline
bagl olarak elde edilecek immiin yanitin ve antikorlarin bu agidan karakterize edilmeleri

geregi bulunmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

Bu tez c¢aligmasinda temel olarak protein yapidaki SEB molekiiliiniin
modifikasyonu, hiimoral yanit olusumunun kontrolii i¢in farelere enjeksiyonu, immiinize
farelerin serumlarinda SEB spesifik antikor yanitinin kontrolii gerceklestirilmistir. SEB
protein modifikasyonu i¢in, molekiiller ve biyokimyasal caligmalarin yapildigr bir
laboratuar, farelerin barinmasi i¢in hayvan gelistirme {initesi ve hiicre kiiltiir ¢aligsmalar1
icin steril kiiltlir odast kullanilmistir.
3.1.1. Laboratuvarda Kullanilan Cihazlar
3.1.1.1. Elektroforezde Kullanilanlar
Poliakrilamid Jel Elektroforez Sistemi (PAGE): Calismamizda proteinleri ve modifiye

protein fragmentlerini molekiil agirhigina gore ayirmak amaciyla “SIGMA” marka gii¢
kaynag1 ve “Bio-Rad” marka Jel elektroforezi aygitindan ile jel kasetinden olusan PAGE
sistemi kullanilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. PAGE sistemi (SIGMA, Bio-Rad)

3.1.1.2. ELISA’da Kullanilanlar
ELISA Okuyucu: ELISA sonuglarinin sayisal olarak degerlendirilmesi i¢in “Bio Rad
Model 3550” marka ELISA okuyucu kullanilmistir (Sekil 3.2).

bivslarlé)
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Sekil 3.2. ELISA okuyucu (Bio Rad)

ELISA Yikama Unitesi: Platelerin; antijen ¢ozeltisi ile gece boyu inkiibe edilmesi,
kazein/stit tozu ile kaplama islemi ve hibridoma {iist sivisi (antikor) kaplanmasi asamalari
arasinda 3 kez, antimouse polivalent konjugat kullanimindan sonra 5 kez PBS-TWEEN 20
yikama tamponu ile yikanmasi igleminde, laboratuarimizda bulunan ELISA yikama iinitesi
kullanilmigtir. Bu iinitede; 1000 ml yikama tamponu alma kapasitesine sahip olan erlen,
“Nunc” marka plate yikama aparati ve yikanan plate sirasinda olusan atik suyun
depolanmasini saglayan 750 ml sivi alma kapasitesine sahip olan erlen bulunmaktadir

(Sekil 3.3).

Sekil 3.3. ELISA yikama iinitesi

Spektrofotometre: Isik kaynagi olan spektrometre ve 11k detektorii olan fotometreden

ibaret olan spektrofotometrein prensibi hazirlanan ¢dzeltiden belirli spektrumlarda 11k
gecirilmesi ve bu 1sinin ne kadarinin ¢ozelti tarafindan absorblandigini bulmasi esasina
dayanir. Cozeltinin i¢inden gegebilen (¢Ozelti tarafindan absorblanmayan) 1s181n
yogunlugu tespit ederek ¢ozelti igerigindeki aranan maddenin miktar1 hakkinda verdigi
kantitatif bilgiye dayali olarak, hazirlanan ¢ozeltilerdilerdeki madde miktar1 hakkinda bilgi
edinmek icin c¢alismalarimizda “Bio-Rad” marka spektrofotometre kullanilmistir.

Magnetik Karistirici: Cozeltilerin kendi iginde homojen olarak dagilmasini saglamak

amactyla “Cole Parmer” marka magnetik karistiric1 kullanilmistir (sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Magnetik karistirici (Cole Parmer)

Vorteks: Cozeltilerin kendi i¢inde homojen olarak dagilmasini saglamak amaciyla
tiiplerdeki kiigiik miktarda 6rnekleri karistirmak i¢in “Scientific Endustries” marka vorteks

kullanilmistir (sekil 3.5).

Sekil 3.5. Vorteks (Scientific Endustries)

pH Metre: Tamponlarin pH’1, “Inolab” marka pH metre kullanilarak ayarlanmigtir (Sekil
3.6).
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Sekil 3.6. pH metre (Inolab)

Derin Dondurucu ve Buzdolabi: Kiiltiir medyumlari, antibiyotik vb. 1 aya kadar +4°C

buzdolaplari, fetal sigir serumu (FCS), SEB ve SEA -20°C’de saklanmistir. Hiicrelerin
dondurulmasi sirasinda -70°C 24-48 saat saklamalarda, ve ayrica -196°C “Union Carbide
Nitrogen Tanks” marka sivi azot tanklart uzun siireli dondurmalarda kullanilmistir.

Su banyosu: FCS inaktivasyonu i¢in 37°C “Scientific” marka su banyosu kullanilmistir
(sekil 3.7).

Sekil 3.7. Su banyosu (Scientific)

Otomatik Pipetler: Akiskan madde aktarimi amaci ile 1000, 200, 100 ve 10 pl’lik pipetler

ve 300 pl’lik multipipetler kullanilmistir (sekil 3.8). Kullanilan pipetlerin markast
“Eppendorf Research” tir.
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Sekil 3.8. Pipetler (Eppendorf)

3.1.2. Laboratuvarda Kullanilan Sarf Malzemeler
3.1.2.1. Steril, Tek Kullanimhk Malzemeler
ELISA Plaklar: Calismamizda ELISA “Nunc” ve “TPP Company” marka kiiltiir kaplar

kullanilmustir.

Pipetler: Calismamizda 1000, 200, 100 ve 10 pl’lik pipetler ve 300 pl’lik multipipetler
“eppendorf research” marka pipetler, hiice kiiltiirii ¢alismalar1 boyunca 6zellikle flizyon
asamasinda 5 ve 25 mm’lik “Eppendorf” marka tek kullanimlik pipetler kullanilmistir.
Cam Sise: Calismalar stiresince gerekli olan soliisyonlar “Schott” marka 50-1000 cc’lik
otoklavlanabilir cam sisede saklanmustir.

3.1.2.2. Kimyasallar

3.1.2.2.1. SEB Modifikasyonunda Kullanilan Kimyasallar

indirgenme Calismalarinda;

1. Calismamizda, SEB’in indirgenmesini saglamak amaci ile bu kesim ajanlari
kullanilmisgtir;

DTT; Fermentas, R0862

Papain; PIERCE, 20341

CnBr; Sigma, C9142

2. Guanidin HCI; Sigma, G4630

3. SEB; Sigma, S4881

4. Sodyum klorid; Merck, 1.06404.1000

5. Sodyum azide; Merck, 1.06688.0100

6. Formik asit; Sigma, F0507

7. Sodyum hidroksit; Merck, 1.06462.1000
8. MgCl,; Sigma, 8266
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9. Glikoz; Sigma, G7528

10. Iodoacetamine (IAA); Sigma, 11149

11. Trifluoroacetic acid (TFA); Sigma, T6508

12. Tris; Sigma, T6066

Katyonizasyon Calismalarinda;

1. SEB; Sigma, S4881

2. Ethylenediamine A (EDA); Fluka, 39391

3. 1-Ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]-carbodiimide hydrochloride (EDC); Aldrich, 39391
4. MES; Acros Organics, 274140500

5. 2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS); Fluka, 92822
6.

7.

8.

NaHCO  ;; Sigma, S5761
Glisin; Sigma, G5417
HCI; Carlo Erba, 403272
3.1.2.2.2. Elektroforez Calismalarinda Kullanilan Kimyasallar
1. N, N, N’, N’-tetrametil etilenamid (TEMED); Sigma, T7024/ BIO-RAD, 161-0801
. Tris; Sigma, T6066
. Bisakrilamit; BIO-RAD, 161-0201
. Acrylamide; BIO-RAD, 161-0107
. Comassie Brillantblau G250; AppliChem, A3480,0025
. Amonyum persulfat; BIO-RAD, 161- 0700/Sigma, A3678
. Isopropil alkol; Carlo Eiba, 309505
. %30 Acrylamide; BIO-RAD, 161-0107
. Methanol; Riedldeflan, 24229/Merck, 1.06008.2500
. Ethanol; Merck, 1.00986.2500/Roche, 04883560001
. Glisin; Sigma, G5417
. HCI; Carlo Erba, 403272
. NaCl; Merck, 106400
. Sodyum azide; Merck, 1.06688.0100
. Formaldehit; Merck, 1.04003.2500
. Sodyum karbonat; Fluka, 9830
. AgNO;3; Sigma, S7276
. Na,S,03; Merck, 109147
. Asetik asit; Merck, 100063
. MgCl,; Sigma, M8266
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21. Sodium dodesil siilphate (SDS); Sigma, 1.4390
22. Gliserol; Sigma, G8773

23. Bromphenolblau; Fluka, 18030

24. 2-Merkaptoetanol; Sigma, M6250

25. Asetik asit; Merck, 100063

26. Beta metionin (f Met); Sigma, 01310

27. Tris; Sigma, T6066

28. Bovine Serum Albumin (BSA); Sigma, D5648
29.0valbumin; Sigma, A6075

30. Marker; BIO-RAD, 161-0318/BIO-RAD, 161-0305
31. SEB; Sigma, S4881

3.1.2.2.3. ELISA Cahsmalarinda Kullanilan Kimyasallar
1. Anti-mouse polyvalent immunogllobulins (IgG-IgM-IgA) alkalin fosfat konjugat;
Sigma, 0162

2. Complate Freund adjuvant (CFA); Sigma, F5881

3. Incomplate Freund Adjuvant (IFA); Sigma, F5506
4. Bovine Serum Albumin (BSA); Sigma, B2518

5. Skim Milk Powder; Fluka, 70166

6. Kazein; Sigma, C5679

7. Antimouse polyvalent; Sigma, A0162

8. Antimause IgG; Ap Sigma, A3438

9. Para nitrophenyl phosphate (PNPP); Merck, N3254
10. K,HPOy; Ridel, Rh-04248

11. KH,POy4; Merck, 1.04873.1000

12. Glisin; Sigma, G8898

13. Tween 20; Sigma, P2287

14. SEB; Sigma, S4881

15. SEA; Sigma, S9399

16. NaCl; Merck, 1.06404.1000

17. KOH; Sigma, P5958

18. Sitrik asit; Sigma, 251275

19. Glukoz; Sigma, G8270

20. Sodium sitrat; Sigma, S4641

21. Fosfat tamponu; Sigma, P3813
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22. ZnCly; Sigma, Z0173
3.1.2.3. Cozeltiler
3.1.2.3.1. SEB Modifikasyonunda Kullanilan Cozeltiler

indirgenme Calismalarinda Kullanilan Cozeltiler:

DTT ile indirgemede Kullanilan Cozeltiler;

DTT: 1,55 mg DTT, 100 pl dH,O’da ¢oziindiiriildii.

SEB: 1 mg SEB, 1 ml 50 mM Tris-HCI (pH:7.0) i¢inde ¢oziindiiriildii.

DTT-Guanidin HCl ile Indirgenmede Kullanilan Cézeltiler;

Indirgenme tamponu: 0,15 gr DTT, 0,95 gr guanidin HCI, 0,4 gr NaOH, 10 ml dH,O’da
¢Oziilerek hazirlandi.

SEB: 50 mM Tris-HCI (pH:7.0) igindeki 10 pul SEB (1 pg) iizerine 10 pl indirgenme
tamponu eklendi.

Papain ile indirgenme Kullamlan Cézeltiler;

Papain: 250 pg/ml immobilize stok papain ¢ozeltisi.

SEB: 1 mg SEB, 1 ml 50 mM Tris-HCI (pH:7.0) i¢inde ¢oziindiiriildii.

CnBr ile Indirgenmede Kullanilan Cézeltiler;

Formik asit: %85°lik 100 pl formik asit

SEB: 1 mg SEB, 100 ul formik asit i¢inde ¢oziindiiriildii. Bundan 27 pul alind1 {izerine 540
ug CnBr eklendi.

Reaksiyon Durdurma Cozeltileri:

TFA: 4 ml TFA, 96 ml dH,O’ya eklenerek %4 TFA igeren stok olusturuldu.

IAA: 5,6 mg IAA, 150 ul dH,O’da ¢oziilerek stok olusturuldu.

Katyonizasyon Calismalarinda Kullanilan Cozeltiler;

EDA-MES Tamponu: 97,5 pg MES 4 ml suda ¢oziindiiriildii, pH’1 4,75’e ayarland (0,1
M MES). Su ile 5 ml’ye tamamlandiktan sonra 5 ml MES tamponuna 670 ul EDA

eklendi. Bu ¢6zelti kullanilirken protein konsantrasyonuna gore miktari ayarlandi (360 pg
SEB i¢in 70.5 pl).

TNBS Cozeltisi: 95 ml dH,O’ya 5 ml TNBS eklenerek %5 TNBS igeren stok ¢ozelti
hazirlandi.

NaHCO' ; Tamponu: 0,42 gr NaHCO' ; tartildi, 50 ml distile suda ¢oziilerek 0.1 M
NaHCO; hazirlandi, HCI ile pH’1 8.5°e ayarlandi.

3.1.2.3.2. Elektroforezde Kullanilan Cozeltiler

Yiiriitme Cozeltisi: Cozelti, 192 mM Glisin, %0.1 SDS, pH:8.olacak sekilde;
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372.1 gr glisin, 15 gr tris, 5 gr SDS 500 ml distile suda ¢oziindiiriildi, HCI ile ¢ozeltinin
pH’1 8.3’e ayarlandi. +4°C’de saklandi. Kullanilacag1i zaman, oda sicakligina ulastiginda
distile su ile 10 kat seyreltildi.

2 X Yiikleme Cézeltisi: pH’1 6.8 olan 1 M Tris-HCI’den 500 ul alind1. Uzerine 0,2 gr SDS
ve 500 pl B met, 1,16 ml gliserol, 1 mg brom fenol blue eklendi. dH,O ile 10 ml’ye
tamamlandi. Kullanilacagi zaman, oda sicakligina ulastiginda 6rnek ile 1:1 oraninda (v/v)
karistirilarak kullanilda.

Tris-HCI Céozeltisi: 50 Mm Tris-HCI1 tamponu i¢in 0,1 M NaCl, I1mM MgCl, ve %0,1
Sodyum azid (w/v) (200ml)’de ¢oziildii. HCI ile pH’1 8 olacak sekilde ayarlandi ve dH,O
ile 200 ml’ye tamamlandi.

Jel Boyama (Giimiis Boyama) Tamponlari:

Sabitleyici Tampon: %50 methanol, %12 asetik asit, 0.5 ml %37 oraninda formaldehit
karigimindan olusur.

Yikama Cozeltisi: %50 EtOH

On Muamale Cézeltisi: Na,S,0;.5H,0 (0.2gr/1)

Bant Sabitleme Cozeltisi: AgNO; (2gr/1), 0.75 ml %37 formaldehit.

Gelistirme Cozeltisi: Na,CO; (60gr/L), 0.5 ml %37 formaldehit, Na,S,03.5H,0 (4 mg/l)
Durdurma Cézeltisi: %50 methanol ve %12 asetik asit (Yiicel, Oztiirk, Basalp, Akcael,
2007).

Ornek Yiikleme Cozeltisi: 500 pl 62.5 mM Tris-HCl (Ph:6.8)’ye, %2 sodyumdedosil
siilfat (SDS), %20 gliserol, %5 B merkaptoetanol %0.01 brom fenol blue eklenerek
hazirlandi.

3.1.2.3.3. ELISA Cahsmalarinda Kullanilan Cozeltiler

50 X PBS c¢ozeltisi: 500 mM K,HPO,; 400 ml (baz) ve 500 mM KH,PO,4 200 ml (asit)
hazirlandi, 400 ml 500 mM K,HPO, iizerine, pH 7.2’ye gelinceye kadar KH,POy, ilave
edildi. Buzdolabinda en fazla 1 ay saklandi. Kullanilirken 10 mM olacak sekilde 50 kat
seyreltildi ve 0.15 M NaCl ilave edildi.

Bloklama Cézeltisi: 10 mM fosfat tamponu (PBS) i¢ine %1 oraninda siit tozu veya bovine
serum albumine (BSA) karistirilarak hazirland.

Substrat Cozeltisi: 1 mM ZnCl,, 1 mM MgCl,, 0.1 M glisin, 5 M KOH igerecek sekilde
hazirlanan ¢ozeltinin pH’1 10.4’e ayarlandi. Kullanilirken 1 mg/ml olacak sekilde PNPP
ilave edilerek, birka¢ dakika i¢inde kullanildu.

Yikama ¢ozeltisi: Fosfat tamponuna %0,05 Tween 20 eklenerek +4°C’de 4 haftaya kadar

saklandi.
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Anti-koagulant: 2.3 gr sodium sitrat, 0.8 gr sitrik asit, 2.2 gr glukoz 100 ml dH,O’da
¢oziildii. Stok olarak 50’°ser ul’lik kii¢lik hacimlere boliinerek -20°C’de, 1 sene saklandi.
3.1.3. Diger Laboratuvar Gerecleri

Calismalarimiz siiresince SDS-PAGE sonrasi boyama, yikama islemi sirasinda petri
kabina koyarak calkalayiciya koydugumuz jelin sigramasini engellemek igin strech film;
malzemeleri otoklavlarken kullandigimiz aliiminyum folyo; tiiplere koydugumuz toksin
gibi akiskan maddelerin buzdolabinda saklanmasi sirasinda ugmasini engellemek igin
parafilm; western blot’da membran ile jel transfer asamasinda dolgu maddesi olarak strafor

gibi malzemelerden yararlanilmistir.
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3.2. YONTEMLER

3.2.1. SEB Modifikasyonu

SEB’e kars1 antikor {iretimi amaciyla, SEB’in immiinojenitesinin artirilmasi i¢cin MHC
I ve TCR ile olusturdugu iiclii kompleks olusumunu engelleyecek yontemlerle
konformasyonel yapisi degistirildi. SEB modifikasyonu ya DTT, DTT-Guanidine HCI
papain, CnBr ile indirgenerek veya katyonizasyon ile amin gruplarinin sayisi artirilarak
saglandi. Modifikasyonda kullanilan yontemler asagida belirtilmektedir.
3.2.1.1. SEB’in indirgenmesi

SEB’in indirgenmesi i¢in, DTT, DTT-Guanidin HCL, papain, CnBr ile disiilfid
kopriilerini etkileyecek yontemler kullanildi.
3.2.1.1.1. SEB’in DTT ile indirgenmesi

SEB’in DTT ile indirgenmesi i¢in olusturulan deney diizenindeki sartlar ¢izelge 3.1°de
belirtilmektedir. DTT ve SEB ¢izelgede belirtilen miktar ve kosullarda hazirlanarak inkiibe
edildi.

Cizelge 3.1. SEB’in DTT ile indirgenmesi

DTT SEB Tris-HCI Inkiibasyon | Inkiibasyon [AA
(1,55 mg/100 pl) | (1 mg/ml) | (S0mM,pH:7.0) sicakhigi siiresi

1,8 ul 20 pl 9,2 ul 60°C 15 dk 2,18 ul
3.2.1.1.2. SEB’in DTT-Guanidin HCl ile indirgenmesi

SEB’in indirgenmesinde, proteindeki hidrofobik aminoasitlerin ¢oziinliiniirligiini
artirarak hidrofobik etkilesimin ve H baglarinin bozulmasini saglayan guanidin HCl ile S-
S, S-H baglarinin ayrilmasini saglayan DTT karigimi kullanilda.

SEB’in indirgenmesi i¢in optimal reaksiyon sartlar1 asagidaki gibi optimize edildi;

Stoklar:

SEB: 1ug/ul (50 mM Tris-HCl, pH:7 i¢inde)

DTT- Guanidin HCI: 0, 97 M DTT, 0,001 M guanidin HCI, 0,01 M NaOH, 10 ml dH,O’da
¢Oziilerek hazirlandi.

TFA: %4’liik stok

10 ng SEB ¢ozeltisi iizerine 10 pl indirgeme tamponu (DTT- Guanidin HCI)
eklenerek, oda sicakliginda ve 37°C sicaklikta 8 farkl siirede (5, 10, 15, 30, 60, 90, 120,
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150 dakika) inkiibe edildi. inkiibasyonlar sonunda her bir 6rnege 20 pl TFA eklenerek

reaksiyonlar durduruldu. Deney diizeni ¢izelge 3.2°de belirtilmektedir.

Cizelge 3.2. SEB’in DTT-Guanidin HCl ile Indirgenmesi

DTT- Inkiibasyon (dk)
SEB TFA
Guanidin HCI
(ul) 37°C’de Oda sicakh@r’nda ()
(b

10 10 5 5 20
10 10 10 10 20
10 10 15 15 20
10 10 30 30 20
10 10 60 60 20
10 10 90 90 20
10 10 120 120 20
10 10 150 150 20

3.2.1.1.3. SEB’in Papain ile indirgenmesi

Endopeptidases, aminopeptidases, dipeptidyl peptidase gibi aktivitelere sahip olan
papain kesim ajani, SEB’in yapisindaki aminoasitler arasi disiilfit baglarinin ayrilmasi,
sinirh diizeyde indirgenmesi i¢in yontem asagidaki gibi uygulandi;
Stoklar:
Papain: 250 pg/ml immobilize papain
Tris-HCI: 50 mM Tris-HCI pH’1 7
SEB: 1 mg/ml
kullanildi. SEB’in papain ile indirgenme sartlarmin optimize edilmesi icin ¢izelge 3.3’de
belirtildigi sekilde deney plani olusturuldu.
Cizelgede belirtildigi sekilde 20 pg SEB iizerine farkli konsantrasyonlarda papain
eklenerek 37°C’de 60 dk inkiibe edidikten sonra, karigimlar 2500 rpm’de santrifiij edilerek
reaksiyon durduruldu. Immobilize (agaroza immobilize) papain kullamldig1 icin
inkiibasyon sonucunda 6rnekler 2500 rpm’de santrifiij edilerek papainden kurtarildi ve {ist

kisim elektroforetik olarak incelendi.
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Cizelge 3.3. SEB’in papain ile indirgenmesi

Ornekler | SEB | Papain | Tris-HCI | inkiibasyon | Inkiibasyon | Reaksiyon
(nb) (nb) (nb) sicakhigi siiresi Durdurma
°C) (dk)

1. Tip 20 0 10
2.Tip 20 0,8 9,2 2500
3. Tiip 20 2 8 37 60 rpm’de
4. Tip 20 4 6 santrifiij
5. Tiip 20 g 2

3.2.1.1.4. SEB’in CnBr ile Indirgenmesi

CnBr kesim ajaninin SEB’de metionin aminoasiti barindiran boélgelere etki etmesi

beklenmistir. SEB’in CnBr ile indirgenmesi igin reaksiyon kosullar1 ¢izelge 3.4°de

belirtilmektedir.

Stoklar:

SEB: 100 pl formik asit i¢inde ¢oziindiiriilmiis 1 mg SEB’den (1mg/100 pl) 27 pl alindi.

CnBr: 540 pg
Formik asit: 100 pl

Cizelge 3.4. SEB’in CnBr ile indirgenmesi

SEB
(ng)

Formik
Asit
(ul)

CnBr
(ng)

Inkiibasyon
°O)

Inkiibasyon
(dk)

Ornek
(ub)

Reaksiyon
Durdurma

(H20, )

270

27

540

37

15

30

45

60

90

120

240

360

30

39




1) 1 mg SEB, 100 pl formik asit i¢inde ¢oziildii. Bundan 27 pl alindi lizerine 540 pg CnBr
eklendi.
2) 15, 30, 45, 60, 90, 120, 240, 360 dakikalik siirelerde reaksiyon hacminin (27 pl) 1/9’u
kadar 6rnek (3 pl) her bir zaman diliminde ayr1 bir tiip i¢ine tiibe alindi
3) Herbir 6rnege 30 ul su eklenerek reaksiyon durduruldu.
4) Ornekler SDS PAGE’de incelendi.
3.2.1.2. SEB Katyonizasyonu

SEB proteinlerinin katyonizasyonu Hermanson ve arkadaslariin uyguladiklari
yontemde ufak degisiklikler yapilarak gerceklestirildi (Hermanson, 1992).

Nativ SEB’in, EDA-MES solusyonu i¢inde EDC ile gerceklestirilen reaksiyon sonucu
katyonizasyonu asagidaki basamaklar halinde gerceklestirildi;
1.360 ug SEB, 70,5 ul EDA-MES c¢ozeltisi i¢inde ¢oziildii.
2. 1,5 ul EDC (EDA-MES c¢ozeltisi ile 1/10 oraninda seyreltilmis), hazirlanan SEB
soliisyonuna eklendi ve soliisyon oda sicakliginda 300 rpm’de calkalanarak inkiibe edildi.
4. 1 saat sonra reaksiyon 2,16 ul sodyum asetat (4M, pH:4,8) eklenerek durduruldu.
5. MES tamponu (0,1 M, pH: 4,8) ile hacim 500 pl’ye tamamlandi. Soliisyon, her birinin
molekiiler agirlik sinir1 10 kDa olan porlardan olusan filtre (Vivaspin 500) ile 14,000g’de
santrifiij edilerek siiziildii. islem 5 kere PBS ile yikanarak tekrarlandi1 ve bdylece EDA ve
EDC ortamdan uzaklagtirild1 (ortamdaki ytik artis1 engellendi ve katyonize SEB (¢ SEB)
saflastirilmis oldu.
6. Son konsantrasyon 1 mg/ml olacak sekilde yikamalar sonucu PBS i¢ine alinan ¢ SEB, -
20°C’de saklandi.
3.2.2. Modifiye SEB Molekiillerinin Karakterizasyonu
3.2.2.1. SEB Molekiillerinin Karakterizasyonu

Yapisal degisiklige ugratilan SEB molekiilleri, sodyum dodesil stilfat poliaktilamid jel
elektroforezi (SDS PAGE) yontemi kullanilarak karakterize edildi. Uygulamada kullanilan
yontem agamalar1 asagida belirtilmektedir.
3.2.2.1.1. Jel Hazirlama

PAGE sisteminde kullanilan jeller poliakrilamidin bis akrilamid ile polimerize
edilmesi sonucu olusturulur. Poliakrilamid ve bis akrilamid konsantrasyonlar1 jelin
yogunlugunu, viskozitesini, elastikiyetini ve mekanik dagimikligim1 belirler. Bu
konsantrasyonlarin artirilmasiyla, olusan agin sikligt da artmakta, buna bagli olarak
gozenek capr azalmakta ve daha kiiciik boyuttaki molekiillerin ayirimia da imkan

saglanmaktadir (Tanbay, 2010).
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Farkli modifikasyonlarin analizi i¢in farkli konsantrasyonlarda (%12 veya %15) jeller
hazirlandi. Modifiye edilen SEB fragmentlerinin ayrilmasinda kullanilan alt (ayirici) jelin
icerigi cizelge 3.5°te, proteinlerin yiiklenmesinde kullanilan {ist (stacking) jelin igerigi ise

cizelge 3.6°da belirtilmektedir.

Cizelge 3.5. %12’lik ve %15’lik alt jelin hazirlanis

Jele eklenen karisimlar <+—Eklenen miktar (ml) —

! %12 %15

H,O 4,0 2,3

Akrilamit+Bisakrilamit 33 5.0

(%30)

1,5 M TRIS (pH = 8,8) 2,5 2,5

%10 SDS 0,1 0,1

%10 APS 0,1 0,1

TEMED 0,004 0,004

Cizelge 3.6. %5’lik st jelin hazirlanist

Jele eklenen karisimlar Eklenen miktarlar (ml)
H,O 6,8
Akrilamit+Bisakrilamit (%30) 1,7
1,5m TRIS (pH = 8,8) 1,25
%10 SDS 0,1
%10 APS 0,1
TEMED 0,01

Hazirlanan ayirici jel pipet yardimu ile jel kasetindeki iki cam arasina dokiidii. Iki cam
arasina dokiilen alt jelin iizerine biitanol eklenmek suretiyle jelin camda diiz satih
olusturmasi1 saglandi ve jelin donmasi beklendi. Sonrasinda biitanol filtre kagidi ile
emdirildi ve alt jel iizerine pipet yardimu ile iist jel dokiildii. Ust jel donmadan, iist jelin
tizerine Orneklerin yiiklenecegi kuyularin agilmasini saglayan tarak yerlestirildi. Jelin
donmasimin ardindan tarak ¢ikarildi, jel sistemi PAGE cihazina yerlestirildi ve iizerini

kaplayincaya kadar, distile su ile yiiriitme tamponu ile dolduruldu.
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3.2.2.1.2. Ornek Hazirlama

Jelde yiriitiilecek ornekler ve marker proteinler tiiplere 3 pg/3ul olacak sekilde
hazirlandiktan sonra 3 pl 2 X yiikleme ¢ozeltisi ile karistirildi ve 3 dk kaynatildi. Boylece
yiikleme tamponuyla birlikte nativ veya modifiye her bir 6rnek toplam 6 ul hacim iginde
jele yiiklendi. Modifiye SEB fragmentlerinin molekiil agirliklarini belirleyebilmek icin
standart marker proteinler kullandi.
3.2.2.1.3. Ornek Yiikleme ve Yiiriitme

Ornekler, jel sisteminde bulunan taragin iist jelden ¢ikarilmasiyla olusan kuyucuklara
pipet yardimi ile yavasga yiiklendi. Sistem gii¢ kaynagma baglanarak 100 volt akim
gececek sekilde ayarlandi. Yiikleme ¢ozeltisindeki bromofenol mavisinden kaynaklanan
mavi bant, jelin altina 0.2 cm kalincaya kadar yiirtidiikten sonra akim durduruldu. Jelin
cikarilmasi iglemi sirasinda kuyulara yiiklenen 6rneklerin sirasini belirlemek igin, jelin alt
kenarlarindan birinin ucundan kiigiik bir par¢a kesilerek isaret koyuldu. Jelde yiiriitiilen
orneklerin difiizyona ugramamasi icin, jel hemen fiksasyon (sabitleme) ortamina alindi ve
bantlarin goriintiilenmesi i¢in boyama islemi baslatild1 (Shapiro, 1967).
3.2.2.1.4. Jelde Yiiriitiilen Orneklerin Giimiis Boyama ile Goriintiilenmesi

Proteinler veya fragmentlerinin jelde goriiniir hale gelmesi igin giimiis boyama iglemi
gerceklestirildi. Yontem, asagida belirtildigi sekilde gergeklestirildi;
1) Sabitleme: Jel, 100 ml i¢in 50 ml metanol, 12 ml asetik asit, 0,5 ml %37’lik formaldehit
iceren sollisyonda en az 1 saat calkalandi.
2) Yikama: Jel, 100 ml i¢in 50 ml EtOH igeren ortamda ii¢ defa 20’ser dakika ¢alkaland.
3) On muamele: Jel Na,S,05.5H,0 (0.2 gr/L) igeren ortamda 1 dakika calkalandi.
4) Calkalama: Jel, d H,O igeren ortamda ii¢ defa 20’ser saniye ¢alkalandi.
5) Bantlarin sabitlenmesi: Jel, AgNO; (2 gr/L) 100 ml i¢in 0.75 ml %37 oraninda
formaldehit i¢eren solusyonda 20 dakika ¢alkaland.
6) Calkalama: Jel, d H,O igeren ortamda iki defa 20’°ser saniye ¢alkalandi.
7) Gelistirme: Jel, 100 ml i¢cin Na,COs (60 gr/L), 0.5 ml %37 oraninda formaldehit,
Na»S,0;.5H,0 (4 mg/L) igeren solusyonda 10 dakika calkalandi.
8) Yikama: Jel, d H,O igeren ortamda iki kere, ikiser dakika yikandi.
9) Durdurma: Jel, 100 ml i¢in 50 ml methanol 12 ml asetik asit solusyonunda 10 dakika
izlenerek karistirildi.

10)Y1ikama: Jel, 100 ml i¢in 50 ml methanol solusyonuna konuldu (Wright, 1996).
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3.2.2.2. SEB Katyonizasyonunun Karakterizasyonu

SEB'e uygulanan katyonizasyon igleminin sonucunda SEB’de bulunan aminoasitlerin
karboksil gruplarinin, amin grubuna doéniismesi beklenmektedir. Bu prensip géz Oniinde
bulundurularak, reaksiyon basarisi 2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS) ile test
edildi (Hermanson, 2008). Yontem, asagida belirtildigi sekilde gergeklestirildi;

1) Glisin, pH'1 85 olan 0.1 M NaHCO7; ile ardisitk 2 kat seyreltilerek 8 farkli
konsantrasyonda 333 pl’lik hacim i¢inde 8 tiipte hazirlandi (10 ng-0,078 pg).

2) 1,5 ml NaHCO; (pH 8.5) ¢ozeltisi igine 3 pl TNBS ¢ozeltisi eklendi. Bu karigimdan
icinde farkli konsatrasyonlarda glisin bulunan 8 tiibiin her birine 166’sar pl konuldu.

4) 3.33 ul ¢SEB (1 mg/ml) ve 3.33 ul nativ SEB ayn ayrn tiiplerde 333 pul NaHCO’;
eklenerek hazirlandi. Tiiplerin her birine, iginde 3 pul TNBS ¢ozeltisi ve 1,5 ml NaHCO’3
(pH 8.5) ¢ozeltisi bulunan karigimdan 166’sar pul konuldu, karistirildi.

5) Kontrol olarak bir baska tiip i¢ine, i¢inde 3 ul TNBS ve 1,5 ml NaHCO7 (pH 8.5)
¢Ozeltisi bulunan karisimdan bir miktar (yaklasik 1 ml) konuldu

6) Tiim 6rnekler 37°C’de karanlik ortamda 2 saat inkiibe edildi.

7) Inkiibasyon sonrasinda drneklerin absorbans degeri spektrofotometrede (335 nm ve 280
nm’de) olciildii.

Islemlerin sonunda glisin aminoasiti bulunduran &rneklerin absorbans degerleri
standart egrisi ¢izmek icin kullanildi. Bu standarttan yola ¢ikarak ¢ SEB’in amin tasiyan
gruplart belirlendi.

Reaksiyon sonunda TNBS’nin amin gruplarin1 baglayici etkisinden yararlanilarak,
glisin aminoasiti ve ¢ SEB proteinindeki amin gruplarinin karsilastirilmasi saglanda.

3.2.3. Farelerin SEB ile Bagisiklanmasi

8 haftalilk BALB/c tiiri farelere nativ ve modifiye halde SEB molekiilleri ile
immiinizasyon gerceklestirildi. Immiinizasyon siirecinde antijen, farelere iki haftalik
araliklarla enjekte edildi. Birinci enjeksiyon asamasinda antijen ile birlikte Freund’un tam
adjuvant1 (CFA), ikinci, ligiincii, dordiincii ve besinci immiinizasyonlarda ise Freund’un
tam olmayan adjuvanti (IFA) kullanilarak enjeksiyon gergeklestirildi. Farelere uygulanan
tiim immiinizasyonlarda enjeksiyon periton i¢ine (intraperitonel-IP) yapildi. Nativ formda
SEB, SEA ile birlikte her bir fareye 2 veya 8 ng, indirgenmis ve katyonize halde SEB, her
bir fareye 2 ng, 5 pg, 10 pg, 20 pg, 8 pg olarak farkl miktarlarda 100 pl PBS iginde 100
ul CFAveya IFA ile karistirildiktan sonra enjekte edildi. Toplam 17 fareye enjeksiyon
yapildu.
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Immiinizasyon calismalar1 siiresince farkli sekillerde 6n isleme tabi tutulmus SEB
orneklerine bagl olarak fareler, farkli kafeslerde bulundurulmak suretiyle ¢esitli gruplara
ayrildi. En yiiksek bagisik yaniti saglayan farenin tespit edilmesi amaci ile her grupta
(kafeste), immiinizasyona tabi tutulacak olan en fazla 3 adet BALB/c tiiri fare
bulunduruldu. Farkli islemlere tabi tutulacak fare gruplar1 igeren her kafese bir numara
verildi. Kafes i¢indeki farelerin birbirinden ayirt edilmesi amaciyla farelerin bir kisminin
sag bir kisminin sol kulaklar1 kesildi, bir kisminda ise herhangi bir isaret yapilmadi.
Cizelge ve sekillerde farelerden sag kulagi kesik fareler “SAK”, sol kulag: kesik fareler
“SOK” ve isaret yapilmayan fareler “NK” olarak kisaltilmistir.

Nativ SEB ile gerceklestirilen immiinizasyonda; 1. kafesteki, 1 normal kulakli, 1 sag
kulag: kesik olmak iizere 2 adet fareye; fare basina 2 pg olmak iizere toplam 3 kez native
SEB immiinize edildi. 2 adet fare i¢in; 4 pg/ul SEB iizerine dnce 196 ul PBS eklendi ve
sonra 200 pl adjuvant (CFA veya IFA) eklenerek 200’er ul enjekte edildi. SEB ve SEA
karisimui ile enjeksiyon igin; 2. kafesteki, 1 normal kulakli ve bir sag kulagi kesik olmak
tizere 2 adet farenin her bir fare i¢in 1 pg SEB ve 1 pg SEA PBS i¢inde iken, ayn1 hacimde
(200 pl) adjuvan eklenerek immiinizasyonlar gerceklestirildi. Farelere nativ proteinlerin

immiinizasyon programlari ¢izelge 3.7’°de gosterilmektedir.

Cizelge 3.7. Farelere nativ protein immiinizasyon programi

Adjuvant
Ag adi Kafes no. | Fare no Ag Miktar
Miktar:
1 (SAK) 2 pg/100 pl
Nativ SEB 1 "e "
2 (NK) 2 pg/100 pl
1 ug SEA+ 1 pg SEB
1(SAK) He He 100 ul CFA/IFA
SEB+SEA 5 (/100 pl)
1 ug SEA+ 1 pg SEB
2(NK) ng ng
(/100 pl)

DTT Guanidin HCl ile indirgenmis SEB ile gerceklestirilen immiinizasyonda; 3., 4., 5.
kafeslerdeki 9 fareye (3 normal kulakli, 3 sag kulagi kesik, 3 sol kulag:i kesik/4 normal
kulakli, 4 sag kulag: kesik, 4 sol kulag1 kesik/5 normal kulakli, 5 sag kulag: kesik, 5 sol
kulag kesik) 5 kez indirgenmis SEB immiinize edildi. Cizelge 3.8’de belirtilen miktarlarda

antijen, PBS ve adjuvant uygulandi.
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Cizelge 3.8. DTT Guanidin HCl ile indirgenmis SEB immiinizasyonu

3, 4 ve 5. kafeslerdeki fareler

Normal kulak (5 mg) 20 ul SEB-DTT 80 ul PBS 100 pl Adjuvant
Sag kulak (10 mg) 40 pul SEB-DTT 60 ul PBS 100 ul Adjuvant
Sol kulak (20 mg) 80 ul SEB-DTT 20 ul PBS 100 pl Adjuvant

¢ SEB ile uygulanan immiinizasyonlarda; 6. kafeste bulunan (1 normal kulakl ve 1
sag kulag1 kesik) 7. kafeste bulunan (1 normal kulakli ve 1 sag kulagi kesik) 4 fareye 5
immiinizasyon uygulandi.

6. kafeste bulunan 2 fare i¢in uygulanan ilk dort immiinizasyonda, 4 pg/ul ¢ SEB
tizerine 6nce 196 ul PBS eklendi ve sonra 200 pul adjuvant (CFA veya IFA) eklenerek
200’er pl enjekte edildi. Son immiinizasyonda ise 20 pg/ul ¢ SEB {izerine dnce 180 PBS
eklendi ve sonra 200 pl adjuvant eklenerek 200’er pl enjekte edildi.

7. kafeste bulunan 2 fare i¢in uygulanan ilk dort immiinizasyonda, 16 pg/ul ¢ SEB
tizerine once 184 ul PBS eklendi sonra 200 pl adjuvant eklenerek 200’er pul enjekte edildi.
Son immiinizasyonda ise, 20 ug/ul ¢ SEB iizerine 6nce 180 PBS eklendi ve sonra 200 pl
adjuvant eklenerek 200’er ul enjekte edildi.

Farelere modifiye proteinlerin immiinizasyon programlari ¢izelge 3.9°da gosterilmektedir.
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Cizelge 3.9. Farelere modifiye protein immiinizasyon programi

Fare basina adjuvant
Ag Adi Kafes no. Fare no Ag Miktar
Miktar:
1 (NK) 5 ng/100 ul
3 2 (SAK) 10 ng/100 pl
3 (SOK) 20 png/100 pl
DTT-Guanidin
4 (NK) 5 ng/100 ul
HCl ile
o . 4 5 (SAK) 10 ng/100 pl
indirgenmis 00
6 (SOK 20
SEB (SOK) ng/100 p
7 (NK) 5 ng/100 ul
5 8 (SAK) 10 ng/100 pl 100 ul CFA/IFA
9 (SOK) 10 ng/100 pl
1 (NK) 20 png/100 pl
6 ve
2 (SAK)
¢ SEB 4 ng/100 pl
3 (NK) 20 pg/100 pl
7 ve
4 (SAK)
16 pg/100 pl

3.2.4. immiinize Fare Serumlarinda immiin Yanit Kontrolii
Nativ ve modifiye SEB ornekleri ile immiinize edilen farelerin serumlarinda anti-SEB
antikorlarmin gelisimi dolayli ELISA testleri ile kontrol edildi.

Fare Serumlarinin Hazirlanmasi:

Fare serumlarindaki antikor aktivitelerinin belirlenmesi i¢in farenin kuyruk ucu
yaklasik 0.5 mm kesilerek kanatild1 ve 10 ul sodyum sitrat igeren tiip i¢ine pipetle alinan
yaklagik 10 pl kandan, santrifiij edilerek (10000 g’de, 30 sn) serum ayrildi. Serumlar
ELISA testlerinde PBS ile farkli oranlarda seyreltilerek kullanildi.
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3.2.4.1. Dolayh ELISA Yontemi

Immiinize antijen (nativ veya modifiye SEB) ve immiinize edilen farenin serumundaki
antijene spesifik antikor (anti-SEB) iligkisi, dolaylt ELISA ile belirlendi. Kuyulara 50 ng
nativ veya modifiye SEB 100 pl PBS i¢inde gece boyu 4°C’da bekletilerek kaplandi. Ag
kapli bu plaklar yikandiktan sonra nonspesifik baglanmalarin engellenmesi amaciyla siit
tozu (%1°lik) ile doyuruldu. 37°C’de 60 dk. bekletildikten sonra yikanan plaklara farklh
oranda seyreltilmis fare serumu eklendi. 37°C’de 60 dk. bekletildikten sonra kuyular
yikama tamponu ile yikandi. Yikama sonrasinda alkalen fosfataz (AP) ile igaretli 2.ab-
enzim konjugati eklendi. Inkiibasyon ve yikamanin ardindan AP’in 6zgiil substrati
paranitrofenil fosfat (PNPP) eklendi ve karanlikta, enzim ile reaksiyona giren substratin
parg¢alanma oranina bagli olarak olusan renk degisimi gerceklesinceye kadar (ortalama 45
dk.) inkiibe edildi, ELISA okuyucuda antikor varligi tepit edildi. Yontemde islem sirasi ,
asagida belirtildigi sekilde gergeklestirildi;
1. 96 kuyulu-ELISA plaklar1 100 ul SEB ve modifiye SEB 6rnegi ile kaplandi. Gece boyu
+4°C’de inkiibe edildi. Plak 3 kez PBS-TWEEN 20 ile yikandi.
2. Kuyular %0,2°1ik 200 pl siit tozu ¢ozeltisi ile kaplanarak 1 saat 37°C’de bekletildi.
3. Antikor icergi belirlenecek olan serum PBS igerisinde seyreltilerek, hazirlanan plana
gore 100 pl icerisinde kuyulara kaplandi ve 37°C’de 1 saat bekletildi. Plak, yikama
tamponu ile 3 kez yikandi.
4. Kuyular 100 pl igerisinde 1/1000 seyreltilmis anti-mouse polivalent (IgG, IgA, IgM)-AP
ile kapland1 ve 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Kuyular 5 kez yikandi.
5. Substrat tamponu ile 1 mg/1 ml oraninda seyreltilen substrattan (p-nitrophenyl fosfat)
kuyucuklara 100’er ul ilave edildi. Oda sicakliginda, karanlikta 45 dk inkiibe edildi.
Antikor diizeyine gore renk degisimi 405 nm’de ELISA okuyucuda belirlendi.
Uygulanan bu yontem sekil 3.9°da gosterilmektedir
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Sekil 3.9. Dolayli ELISA Ydntemi
(Sekildeki silindir, ELISA plagindaki tek bir kuyucugu simgelemektedir).

Immiinize fare serumlarinda anti-SEB antikorlarinin gelisiminin kontroliine y&nelik
gergeklestirilen dolaylt ELISA testlerinde, testlerin giivenilirliginin belirlenmesi amaciyla
immiinize edilmeyen fare serumu kontrol olarak kullanildi. Dolayli ELISA testlerinde

kuyu basina kaplanan SEB miktari, seyreltilen fare serumu ve polivalent konjugat orani

farklilik gosterdi.
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4. BULGULAR

SEB’e kars1 antikor yanit1 gelistirme ¢alismalar1t SEB’in siliperantijenik yapisina bagl
olarak farkli stratejileri iceren bir program ile yiiriitiildii. SEB; DTT, DTT-Guanidin HCI,
Papain ve CnBr ile sinirli diizeyde (immiin yanit olusmasini engellemeyecek diizeyde)
fragmentlerine ayrilarak veya EDA-EDC kullanilarak katyonizasyon reaksiyonu ile
modifiye edildi.

4.1. immiinojenik SEB Hazirlama

SEB’e kars1 antikor yanit1 gelistirme ¢alismalar1 SEB’in siiperantijenik yapisina bagl
olarak farkli stratejileri igeren bir program ile yiiriitildii. Bu kapsamda SEB indirgenerek
veya katyonize edilerek modifiye edildi. Modifikasyon sonuglar1 karakterize edilerek
degerlendirildi.

4.1.1. SEB’in Indirgenmesi
4.1.1.1. SEB’in DTT ile indirgenmesi

SEB’in “3.2.1.1.1.°de belirtildigi sekilde uygulanan sartlarda DTT ile muamelesi
sonrasinda, proteinin indirgenme kontrolii %12’lik SDS PAGE ile incelendi (sekil 4.2). 10
ug/100 pl yogunlugunda 20 pg SEB proteininin 1,8 ul DTT ile 60 °C’de ve 15 dakika
stireyle olusturulan inkiibasyon sartlarinda SDS PAGE ile incelenmesi sonucunda SEB’in
ayrilmadigi, indirgenmenin ger¢eklesmedigi gézlendi. Sekil.4.1.’de gozlenebilecegi gibi (6
nolu kuyu) yalniz basina DTT ile muamele sonucunda proteinde herhangi bir indirgenme

gbzlenmedi.
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Sekil 4.1. DTT ile muamele edilen SEB 6rneklerinin %12°lik jelde elektroforetik analizi

(1) Marker (104, 97, 50, 37, 29, 20 kD), (2) BSA (59 kD), (3) Marker (195, 107, 59, 41,
27, 20, 15, 6 kD), (4) Ovalbumin (45 kD), (5) Nativ SEB, (6) DTT ile muamele edilen
SEB

4.1.1.2. SEB’in DTT-Guanidin HCl ile indirgenmesi
SEB “3.2.1.1.2.°de belirtildigi sekilde uygulanan sartlarda DTT-Guanidin HCI ile
sicakliklarda ve farkli siirelerde DTT-Guanidin HCI ile muamele edilerek indirgendi.
Reaksiyon sonucu proteinin indirgenme kontrolii %15’lik SDS PAGE ile incelendi. DTT
siirh diizeyde guanidin HCl ile birlikte kullanildiginda proteinde indirgenme gozlendi.
Sekil 4.2’de oda sicakliginda, Sekil 4.3’te ise 37°C’deki inkiibasyonlarlar sonucu

indirgenmeler belirtilmektedir.
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Sekil 4.2. Oda sicakliginda farkl: siirelerde DTT-Guanidin HCI ile muamele edilen
SEB 6rneklerinin %15’lik jelde elektroforetik analizi.

(1) Marker (195, 107, 59, 41, 27, 20, 15 ve 6 kD), (2) Nativ SEB, (3) 5dk., (4) 10 dk., (5)
15 dk., (6) 30 dk., (7) 60 dk., (8) 90 dk., (9) 120 dk., (10) 150 dk.

Sekil 4.3. 37°C’de DTT-Guanidin HCI ile muamele edilen SEB 6rneklerinin %15 ’lik

jelde elektroforetik analizi

(1) Marker (195, 107, 59, 41, 27, 20, 15 ve 6 kD), (2) Nativ SEB, (3) 5dk., (4) 10 dk., (5)
15 dk., (6) 30 dk., (7) 60 dk., (8). 90 dk., (9) 120 dk., (10) 150 dk.
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Farkli siirelerde ve kosullarda gerceklestirdigimiz SEB’in DTT-Guanidin HCI ile
inkiibasyonu sonras1 SDS PAGE ile incelenmesi sonucunda, SEB’in DTT-Guanidin HCI
ile indirgenmesi i¢in en ideal bekleme siiresinin 150 dakika, en ideal reaksiyon isisinin
37°C oldugu sonucuna varildi.
4.1.1.3. SEB’in Papain ile indirgenmesi

SEB’in “3.2.1.1.3." de belirtildigi sekilde uygulanan sartlarda papain ile muamele
edilmesi sonucunda proteinin indirgenme kontrolii %15°lik SDS PAGE ile incelendi. Sekil
4.4’de papain ile indirgenen SEB proteininin %]15’lik jelde -elektroforetik olarak
ayirimindan sonraki profili sunulmaktadir. Goriintiiden anlagilabilecegi tlizere uygulanan

sartlarda papain ile proteinin indirgenmesi miimkiin olmamastir.

Sekil 4.4. Papain ile muamele edilen SEB 6rneklerinin %15°lik jelde elektroforetik

analizi

(1) Marker (195, 107, 59, 41, 27, 20, 15 ve 6 kD), (2) BSA (59 kD), (3) Marker (104, 97,
50, 37, 29, 20 kD), (4) SEB (1 pg), (5) Papain ile muamele edilmis SEB (2 pg), (6) Papain
ile muamele edilmis SEB (4 png)

4.1.1.4. SEB’in CnBr ile indirgenmesi

SEB’in “3.2.1.1.4. de belirtildigi sekilde uygulanan sartlarda CnBr ile muamelesi
sonrasinda, yapisindaki degisiklikler %15’lik SDS PAGE ile incelendi. Sonuglar
uygulanan sartlarda proteinin ¢ok kiigiik pargalara boliindiigiinii ve bu nedenle %15°lik

jelde bile elektroforetik olarak gozlenememesinin ¢ok kiiclik pargalara ayrilmasindan
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kaynaklandigin1 gdstermistir. Proteinin siirli miktarda indirgenebilmesi i¢in papain
miktariin indirgenmesi ile optimizasyon c¢aligsmasinin yapilmasi geregi diisiiniilmiis ancak,
yeterli antijen bulunmamasi nedeniyle calisma gerceklestirilememistir. Jelde bant
gbzlenemedigi igin veri sunulmamuistir.
4.1.2. SEB’in Katyonizasyon ile Modifikasyonu

SEB’in katyonizasyonu Domen ve arkadaslarinin 1992 yilinda ¢ikan patentinde
verilen yontemin modifikasyonu ile gergeklestirilmistir (Patricia Domen & Hermanson,

1992) (Sekil 4.5).

HQN\/"\NHZ

KARBOKSIL GRUPLARI KATYONIZE OLMUS, + YUKLU SEB

AMIN OLMUS SEB

Sekil 4.5. SEB katyonizasyonu

Bu reaksiyonlarda proteinin yapisinda bulunan asidik aminoasitlerdeki pozitif yiiklii
karboksil gruplart ethylene daimine (EDA) ve 1-Ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]-
carbodiimide hydrochloride (EDC) molekiilleri kullanilarak amine edildi. Bu sayede
proteindeki net pozitif yik artirildi. Katyonizasyonun basarisi, ¢ SEB’deki amin
gruplarinin sayilmasiyla test edildi. 2,4,6-trinitrobenzenesulfonate (TNBS)’nin amin
gruplarini baglayict 6zelliginden yararlanilarak glisin aminoasitindeki amin gruplarinin
standart alindig1 ve ¢ SEB proteinlerinin amin gruplarinin miktarinin belirlendigi deneyde,
¢ SEB molekiillerinin katyonizasyon orani basarili bulundu.

Yeni eklenen amino gruplarin miktarinin belirlenmesi yolu ile katyonizasyonun
basarist TNBS metodu ile 6l¢iildii. TNBS proteinlere baglandiginda kromojenik bir tiirev
olusturarak amino gruplarin miktarin1 6lgmede kullanilmaktadir. Amin gruplart tasiyan
molekiillere TNBS bagli iken 335 nm’de maksimum absorbance vermektedir (Habeeb,
1966; Kakade and Liener, 1969). Katyonize proteinlerin amin gruplarinin sayisi native
proteinler ile karsilastirilarak artis hesaplanabilmektedir. Bu yontemle ilgili veri

sunulmamaktadir.
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4.2. SEB Spesifik immiin Yamtin Kontrolii

SEB immiinize edilen farelerde SEB spesifik immiin yanitin saglanabilmesi i¢in farkli
yaklagimlar izlendi. SEB, nativ halde (Nativ SEB, nativ SEB + SEA) veya proteinin
indirgenme (DTT-Guanidine HCl ile) ve katyonizasyon (pl degerini artirarak) iglemleri ile
modifiye edildikten sonra farelere enjekte edildi. Immiin yanitin kontrolii asamasinda
sonuglar, dolayli ELISA yontemi ile test edildi.
4.2.1. Nativ SEB ile Immiinize Edilmis Farelerde Immiin Yamitin Kontrolii

SEB farelere, yalniz basina veya SEA ile karistirilarak “3.2.3.’de belirtilen uygulama
planina gore enjekte edildi.

Ticari yolla temin edilen nativ SEB, 2 adet fareye 3 kez immiinize edildikten sonra
serumlarindaki antikor yanitlar1 sekil 4.6’da belirtilmektedir. ELISA testi ile kontrolleri
cizelge 4.1.’de belirtildigi sekilde kurgulanmstir.

Cizelge 4.1. Nativ SEB ile immiinize fareler i¢in ELISA kurgusu

SEB (50 ng/kuyu) No Ag (PBS kapli)
Imm. no
1 2 3 1 2 3
Fare serumlari
No imm. 1/500 | 1/500 | 1/100 | 1/500 | 1/500 | 1/100
1 SAK 1/500 | 1/500 | 1/100 | 1/500 | 1/500 | 1/100
1 NK 1/500 | 1/500 | 1/100 | 1/500 | 1/500 | 1/100
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Sekil 4.6. Nativ SEB ile immiinize edilen iki adet farenin gosterdigi bagisik yanit

BALBY/c tiirti 1. kafesteki normal ve sag kulag1 kesik 2 adet farenin kan serumlarinin
dolayli ELISA testi ile degerlendirilmesi sonucunda farelerden hi¢ biri SEB antijenine
kars1 yeterli bagisik cevap gostermedi.

Nativ SEB, SEA ile karigtirilarak 2 adet fareye 3 kez immiinize edildikten sonra
serumlarindaki antikor yanitlar1 sekil 4.7°de belirtilmektedir. ELISA testi ile kontrolleri

Cizelge 4.2.”de belirtildigi sekilde kurgulanmaistir.

Cizelge 4.2. SEB + SEA ile immiinize fareler i¢cin ELISA kurgusu

SEB+SEA (50 ng/kuyu) No Ag (PBS kapli)
fmm. no
1 2 3 1. 2 3
Fare serumlari
No imm. 1/500 | 1/500 | 1/100 | 1/500 | 1/500 | 1/100
2 SAK 1/500 | 1/500 | 1/100 | 1/500 | 1/500 | 1/100
2 NK 1/500 | 1/500 | 1/100 | 1/500 | 1/500 | 1/100
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Sekil 4.7. SEB + SEA ile bagisiklanmis iki farenin gosterdigi bagisik yanit

2 nolu kafeste SEA+SEB immiinize normal kulak ve sag kulag: kesik farelerin kan
serumlarinin dolaylt ELISA testi ile degerlendirilmesi sonucunda SEA’ya kars1 immiin
yanit alinirken, SEB’e kars1 yanit gézlenemedi.

4.2.2. Modifiye SEB Molekiilleri ile Immiin Yanitin Kontrolii

SEB, indirgenme (DTT-Guanidine HCI ile) ve katyonizasyon islemleri ile modifiye
edildikten sonra, “3.2.3.’de belirtilen uygulama planina gore farelere enjekte edildi. DTT
ve papain ile indirgenme reaksiyonlari sonucunda SEB indirgenemedigi i¢in bu yontemlere
bagli immiinizasyonlar gerceklestirilmedi.
4.2.2.1. DTT-Guanidin HCI ile indirgenmis SEB ile Enjeksiyon Yapilan Farelerde
Immiin Yamitin Kontrolii

DTT-Guanidin HCI ile indirgenmis SEB, her birinde 3’er farenin bulundugu (3., 4. ve
5. kafes) farelere 5 kez immiinize edildi. DTT-Guanidin HCI ile indirgenmis SEB ile
immiinize edilen 3., 4. ve 5. kafeslerdeki farelerin dolayli ELISA testi ile kontrolleri
sirastyla cizelge 4.3., 4.4 ve 4.5°de belirtildigi sekilde kurgulanmis olup, gosterdikleri
bagisik yanitlar sekil 4.8, 4.9 ve 4.10°da gosterilmistir.
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Cizelge 4.3. DTT-Guanidin HCI ile immiinize edilmis 3. kafes fareleri i¢in ELISA kurgusu

SEB DTT-Guanidin HCI1 No Ag (PBS kapl)
(50 ng/kuyu)
hnm.
no 1. 2. 3. 4. 5. 1. 2. 3 4. 5.
Fare serumlari
No imm. 1/100 | 1/100 | 1/250 | 1/250 | 1/1000 | 1/100 | 1/100 | 1/250 | 1/250 | 1/1000
3 SAK 1/100 | 1/100 | 1/250 | 1/250 | 1/1000 | 1/100 | 1/100 | 1/250 | 1/250 | 1/1000
3 SOK 1/100 | 1/100 | 1/250 | 1/250 | 1/1000 | 1/100 | 1/100 | 1/250 | 1/250 | 1/1000
3NK 1/100 | 1/100 | 1/250 | 1/250 | 1/1000 |1/100 | 1/100 | 1/250 | 1/250 | 1/1000
25
2-
E
E15 - B NORMAL KULAK FARE
E M SAG KULAK FARE
S , | 1 SOL KULAK FARE
Hnoimm
05 -
0_
LiMM  2.iMM  3IMM 4IMM  5.0MM

immiinizasyon no

Sekil 4.8. SEB-DTT-Guanidin HCl ile immiinize edilmis 3. kafes farelerinin gdsterdigi
bagisik yanit
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Cizelge 4.4. DTT-Guanidin HCI ile immiinize edilmis 4. kafes fareleri i¢in ELISA kurgusu

SEB DTT-Guanidin HCI No Ag (PBS kapli)
(50 ng/kuyu)
imm.
no 1. 2 3 4. 5 1. 2 3. 4 5.
Fare serumlar?
No imm. 1/100 | 1/100 | 1/250 | 1/250 | 1/1000 | 1/100 | 1/100 | 1/250 | 1/250 | 1/1000
4 SAK 1/100 | 1/100 | 1/250 | 1/250 | 1/1000 | 1/100 | 1/100 | 1/250 | 1/250 | 1/1000
4 SOK 1/100 | 1/100 | 1/250 | 1/250 | 1/1000 | 1/100 | 1/100 | 1/250 | 1/250 | 1/1000
4 NK 1/100 | 1/100 | 1/250 | 1/250 | 1/1000 | /100 | 1/100 | 1/250 | 1/250 | 1/1000

Limm  2.imm 3.imm 4imm 5.imm

immiinizasyon no

m NORMAL KULAK FARE
B SAG KULAK FARE
m SOL KULAK FARE

Enoimm

Sekil 4.9. SEB-DTT-Guanidin HCI ile immiinize edilmis 4. kafes farelerinin gosterdigi

bagisik yanit
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Cizelge 4.5. DTT-Guanidin HCI ile immiinize edilmis 5. kafes fareleri i¢in ELISA kurgusu

SEB DTT-Guanidin HCI1 No Ag (PBS kapli)
(50 ng/kuyu)
imm.
no 1. 2. 3. 4. 5. 1. 2. 3. 4. 5.
Fare serumlart

No imm. 1/100 | 1/100 | 1/250 | 1/250 | 1/1000 | 1/100 | 1/100 | 1/250 | 1/250 | 1/1000
5 SAK 1/100 | 1/100 | 1/250 | 1/250 | 1/1000 | 1/100 | 1/100 | 1/250 | 1/250 | 1/1000
5 SOK 1/100 | 1/100 | 1/250 | 1/250 | 1/1000 | 1/100 | 1/100 | 1/250 | 1/250 | 1/1000
5NK 1/100 | 1/100 | 1/250 | 1/250 | 1/1000 | /100 | 1/100 | 1/250 | 1/250 | 1/1000

3 -
2.5 1
£ 27
c B NORMAL KULAK FARE
w
15 - B SAG KULAK FARE
a
o » SOL KULAK FARE
1 -
Enoimm
0.5 1
O =
Limm 2.imm 3.imm 4.imm 5.imm
immiinizasyon no

Sekil 4.10. SEB-DTT-Guanidin HCI ile immiinize edilmis 5. kafes farelerinin gosterdigi
bagisik yanit

3., 4. ve 5. kafeslerin her birinde bulunan 1 normal, 1 sag kulag1 kesik ve 1 sol kulagi
kesik olmak tizere toplam 9 farenin DTT ile indirgenmis SEB o6rnekleri ile immiinizasyonu

sonrasinda kan serumlarinin dolayli ELISA yontemi ile degerlendirilmistir. 3. kafeste
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bulunan sol kulagi kesik farenin gosterdigi sinirli antikor yaniti disinda, hi¢ birinden SEB’e
kars1 aktif yanit almamamustir. 3., 4. ve 5. kafeslerdeki farelerin 4. Immiinizasyon
sonucunda ELISA testinde belirlenen yiiksek antikor cevabi, 3. kafeste bulunan sol kulagi
kesik fare serumu ile asagidaki c¢izelgede belirtildigi sekilde tekrarlanmis ve 5.
immiinizasyon sonrasindaki ELISA testinde gézlenemedigi i¢in dikkate alinmamustir.
4.2.2.2. ¢ SEB ile Immiinize Edilen Farelerde immiin Yamtin Kontrolii

Her immiinizasyondan yaklasik iki hafta sonra kan almip ELISA testi ile fare
serumlarinda anti-SEB aktivitesi incelendi. 1., 2. ve 3.immiinizasyonlardan sonraki
testlerden farkli olarak ELISA plaklarinin kuyular1 katyonize SEB (¢ SEB) ile degil nativ
SEB ile kaplandi. Immiinize edilmemis ve ¢ SEB immiinize edilmis farelerin serumlari
1/1000 oraninda seyreltilerek yapilan kontrollerde ¢ SEB immiinize farelerde de anti-SEB
aktivitesi gézlenmedi. 1/100 oraninda serum seyreltmeleri ile yapilan kontroller sonucunda
elde edilen degerlerde de no immiinize fare ile karsilastirildiginda serumda spesifik cevap
gozlenmedi, sonuglar dikkate alinmada.

ELISA testlerinin kurgusu ¢izelge 4.6’da sunulmaktadir. Cizelgede belirtilen “6NK”
ve “6SAK”, “INK” ve “7SAK” sembolleri sirasiyla; 6. kafeste normal kulakli fare, 6.
kafeste sag kulagi kesik fare, 7. kafeste normal kulakli fare, 7. kafeste sag kulagi kesik
farelerin kan serumlarini, “Nativ” ise immiinize edilmemis farelerin kan serumlarini ifade

etmektedir.
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Cizelge 4.6. c SEB ile immiinize farelerde immiin yanitin kontrolii kapsaminda uygulanan plan

Kaplanan < Eklenen serum >
antijen
l - 1/1000 | 1/10000 1/5000 1/1000 | 1/100 - 1/1000 | 1/10000 | 1/5000 | 1/1000 | 1/100
c SEB
PBS Nativ 6NK 6NK 6NK 6NK | PBS | Nativ 6SAK 6S 6SAK | 6SAK
(1 pg/1 pl)
-Ag PBS Nativ 6NK 6NK 6NK 6NK | PBS | Nativ 6SAK 6S 6SAK | 6SAK
¢ SEB
PBS Nativ TNK TNK TNK 7NK | PBS | Nativ 7SAK 7S 7SAK | 7SAK
(1 pg/1 pl)
-Ag PBS Nativ TNK TNK TNK 7NK | PBS | Nativ 7SAK 7S 7SAK | 7SAK
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¢ SEB ile immiinize farelerin serumlarinda antikor diizeyleri Sekil 4.11°de
belirtilmektedir. Bu verilere gore nativ SEB’e karsi en yiiksek antikor aktivitesi 2.
immunizasyondan sonra gozlenmis fakat bu aktivite 3. immiinizasyonlardan sonra

diismistiir. 4. immiinizasyondan sonraki ELISA’da nativ SEB’e karsi antikor yaniti

gozlenmemistir.
0,45
04 T mCcSEB I(6N)

0,35 1 M cSEB I6 NNoAg
£ 03 ] mcSEB II(6S)
f-.o,zs + B cSEB 1165 No Ag
o
< 02 1 M c SEB Il (7N)

() = 1}
0.0'15 - c SEB 7N NoAg
mCcSEB IV (75)
01
mcSEB IV 7S No Ag
0,05 -
no im. (0,001)
0 -

o 0,0001 0,005 0,001 0,01
Tare Serum Oranlan

Sekil 4.11. 1., 2., 3. ve 4. immiinizasyonlar sonucunda farelerin serumlarinda immiin
yanitin kontrolii

Grafikte yatay eksende, ¢ SEB immiinize ve immiinize olmamis fare gruplarinin farkli
konsantrasyonlardaki serumlari, dikey eksende ise bu serumlarin spektrofotometrede (405

nm.’de) gosterdigi degerler ifade edilmektedir.
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5. TARTISMA

Gida zehirlenmelerinde ortaya ¢ikan en Onemli toksin olan SEB bu o6zelligi ile
potansiyel olarak biyolojik ajan olarak degerlendirilmektedir. Bu kapsamda SEB, kapasite
diistiriicii olarak dikkate alinmaktadir. Kompleks tigiinciil yapist ile oldukca dayaniklidir.
Gida yolu ile olusturdugu riskin Onlenebilmesi i¢in Oncelike etkin bir tani sistemi ile
gidalarin analizi gereklidir. SEB mevcut siirlamalara ve en etkin teshis olmasina bagh
olarak immiinolojik testlerle tanimlanmaktadir.

Herhangi bir analitin teshis ve tanisi i¢in kullanilacak immiinolojik testlerde ilgili
analite dzgii gelistirilmis olan antikorlar kullanilmaktadir. immiinolojik tani sistemlerinin
onemli bir unsuru olan antikorlarin in vitro kosullarda iiretilebilmesi i¢in farelere enjekte
edilmeleri gereklidir. Farelerden immiin yanit saglanabilmesi analitin antijenik 6zelligine
bagli olup, immiinojenik olmayan antijenlere karsi antikor yaniti elde edilememektedir.
Immiinojenik antijenler konakg¢rya yabancidirlar, belirli molekiil biiyiikliiklerine sahiptirler,
karmasik yapilidirlar, immiin sistem tarafindan islenebilir durumdadir. immiin sistem, T
hiicre bagimli proteinler gibi immiinojenik bir antijen ile karsilasti§i zaman, ancak kiigiik
bir T hiicre populasyonu (1/10*-10° kadar) antijeni tammak iizere aktive olur
(monoklonal/oligoklonal cevap). Ancak, siiperantijenler T hiicrelerinin %25 kadarini
poliklonal olarak aktive ederler ve immiinojenik olmalarina karsin, bagisiklik sistemini
spesifik olmayarak aktiflestirir. Siiperantijenlere maruz kalma sonucu hastaliklar, aktive
olmus ¢ok sayidaki T hiicresi tarafindan sitokinlerin salinmasi ve immiin sistemin hiper
aktivasyonu sonucu gelismektedir (Abbas, 2007, Labrecque, 1993, Hau, 2003)

Kolaylikla fagosite olan antijenler genellikle daha immiinojeniktirler. Ciinkii ¢cogu
antijen i¢in immiin yamt gelisimi antijenin fagosite olmasi, islenmesi ve APC’ler
tarafindan yardimci T hiicrelerine sunulmasini gerektirir (T hiicre bagimli antijenler).
Dolayist ile siiperantijenlere 6zgii B ve CD4 T hiicrelerinin aktivasyonu ve antikor
tiretilmesi sorun teskil ettigi i¢in sliperantijen spesifik immiin yanit gelistirilmesi ve antikor
tiretimlerine yonelik yaklasimlar literatiirde 6nemli bir yer almaktadir.

Bu calismada, SEB tanisinda kullanilan immiinolojik tani sistemlerinin, temel unsuru
olan anti-SEB antikorlarinin iiretimi amaci ile SEB'in immiinojinitesini artirmaya yonelik
yaklagimlar incelendi. Bu kapsamda degerlendirilen sonuglara bagli olarak SEB proteininin
stiperantijenik 6zelliginden kaynaklanan ticlii kompleks olusumunu engelleyecek, spesifik
olmayan immiin yanit gelisiminin ortadan kaldirilmasi amaciyla, yapist smirli bicimde

degistirildi. SEB’in farkli ajanlarla indirgenmesi ve amin gruplarinin sayisi artirilarak
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katyonizasyonu gerceklestirildi. Modifiye proteinler elektroforetik olarak incelendikten
sonra yapisal degisiklige ugratilmis molekiiller farelere enjekte edildi. Immiinize edilen
farelerden elde edilen sonuglar, nativ siiperantijen SEB’e 0zgii immiin yanit ve spesifik
antikor gelistirilmesine yonelik aragtirildu.

Modifiye edilmis molekiiller ile immiinize edilen farelerden elde edilen yanitlarin,
immiinizasyonda kullanilan formalar1 ile reaktif olmalarinin yani sira nativ proteine de
0zglin bicimde baglanabilmeleri kritik bulundu.

Antijenik olma 0Ozelligi agisindan SEB’in immiinojenligi saglanirken yapilan
indirgeme calismalarinin diger kritik bir 6zellik olan molekiil biiyiikliigli agisindan sorun
olusturmamas1 gerekmektedir. Immiinojenite icin molekiiliin biiyiikliigii onemli bir
kriterdir. Proteinin 4-5 kD’dan daha kiiciik parcalara ayrilmasi immiinojenik olmasini
engelleyecektir. SEB’in APC’ler tarafindan alinarak sunulmasina engel olan siiperantijenik
yapisinin bozulmasi amaciyla indirgenmesi, bu etkilesim bdlgesini ortadan kaldirmaya
yonelik yaklasimlar arasinda degerlendirilmistir. Bu nedenle gerek DTT, Guanidin HCI ve
CnBr gibi kimyasal indirgeme ajanlari, gerekse papain gibi proteolitik bir enzim
kullanilirken, immiinojeniteyi olumsuz etkileyecek boyutta SEB’in ileri derecede
par¢alanmamasina dikkat edilerek simirli diizeyde indirgenmesi arzu edilmistir. Bunun
saglanmas1 amaciyla her bir ajan ile optimal modifikasyon sartlarinin olusturulmasi geregi
bulunmaktadir. Ancak, calismamizda toksin teminine ydnelik sikintilar nedeniyle bu
miimkiin olamamig, hem islenmeden MHC ile baglanmasin1 Onleyecek, hem de
immiinojenite i¢in gerekli molekiil biiyiikliiglinii koruyabilecek protein fragmentlerinin
se¢ilmesini saglayacak diizeyde tekrarlar yapilamamuistir.

Diger taraftan ilgili modifikasyonlar ile elde edilen indirgenmis SEB fragmentlerinin
immiinizasyonlar1 sonucu elde edilecek antikorlarin nativ formdaki SEB’i tanimasi
gereklidir. Cilinkii siitte bulunabilecek SEB’i tanimak iizere modifiye SEB ile immiinize
farelerden elde edilecek anti SEB antikorlarinin nativ formdaki SEB ile reaktif olmasi
gereklidir. Yine yeterince toksin temininin sikintilarina bagl olarak indirgenme sonucu
fragmentlerin yapisal karakterizasyonlari incelenememistir. Bu ¢alisma modifiye SEB ile
immiinize farelerden elde edilen yanitlarin nativ SEB ile reaktivitesinin agiklanabilmesinde
oldugu kadar, nativ SEB ile alinamayan yanitlarin agiklanmasi i¢in de gerekli
goriilmektedir.

Stiperantijenik yapis1 nedeniyle viicutta antijen olarak algilanmayan ve bu nedenle
viicutta antijene karst hiimoral immiin yanit olusumu saglanamayan SEB, biyolojik silah

olarak kabul edilmektedir. Tiirkiye’ye SEB toksininin gonderilmesi, kisitlanmis ve
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boylelikle ¢alismalarimizda materyal sikintis1 yaganmistir. Toksin teminindeki sikintilarin
ortadan kalkmis olmasi halinde, SEB’e kars1 antikor {iretebilmek icin proteindeki yapisal
degisikliklerin yani sira, diger farkli yontemler de kullanilabilecektir.

Literatirde SEA ve SEB’in birlikte farelere enjekte edilmesiyle gergeklestirilen
immiinizasyonlarda antikor iiretildigine dair yontemler sunulmustur. Ornegin, ilk ii¢
immiinizasyonda 10 pg SEA ve 10 pg SEB ile intraperitonel, flizyondan onceki son
immiinizasyonda ise 100 pg SEA ve 100 pg SEB ile birlikte intrasplenik olarak
immiinizasyon sonucunda basari saglanabilmistir (Bin ve arkadaslari, Yee Shine, 1988).
Bizim ¢aligmamizda da, farkli bir strateji ile SEA ve SEB birlikte enjekte edilmis, ancak
antijen miktarinin  kisith  kalmasma baghi olarak antikor yamiti saglanamadigi
diisiiniilmiistir. SEB’e kars1 antikor yaniti saglanan diger calismalarda intrasplenik
enjeksiyon yonteminin kullanilmamis olmasi nedeniyle bu yontem anti-SEB antikorlarinin
gelistirlmesinde kritik bulunmamustir. Diger bir ¢alismada, dalak dokusuna yerlestirilen
immiinojen sonucunda dalak hiicrelerinin biiyiimesi ile gerceklestirilen intrasplenik
immiinizasyonun basar1 saglandigi belirtilmis, ancak uygulamanin farkli beceriler
gerektirmesi sebebiyle pratik bulunmadigi igin gergeklestirilmemistir (Nilson, 1990).
Enteretoksinlerin es zamanli immiinizasyonu ile enteretoksinler, adjuvant gibi davranirlar.
Calismada, SEB ve SEA’nin es zamanli immiinizasyonuyla, birbirlerinin immiin
yanitlarini etkilemelerinin yararli olacag: diisiiniildii.

Her ne kadar literatiirdeki bazi ¢aligmalarda immiinizasyon i¢in kullanilan dozlar,
bizim ¢alisgmamizda kullanilan degerlerden daha yiiksek olsa da, SEB ile immiinize edilen
farelerin histopatolojik olarak incelenmesi sonucunda SEB enterotoksinin bagisiklik
sistemini etkileyebilecegi letal dozun 1.6 pg oldugu bilgisine dayali olarak, immiin yanit
saglanamamasinin, kullandigimiz dozlarin yetersizliginden kaynaklanan bir sonug
olmadigi diistiniilmektedir (Savransky, 2003).

Marti Jett ve arkadaslarinin (Jett, 1994) SEB’in MHC II’ye baglanmasini engellemeye
yonelik olarak uygulanan metotlarda, SEB kaynakli T hiicre prolifeasyonunu engellemeye
yonelik yaklasimlar denenmistir. Bu ¢alismada SEB kaynakli proliferasyonu engelleyen 4
farkli sentetik peptit grubu kullanmiglardir. Bunlar; SEB’in MHC II’ye baglanma bolgesini
icine alan 1-30, T hiicre reseptor bolgesi ile baglantili olan 61-92 sistin ilmigindeki
diizlemsel dizilere karsilik gelen 93-112 ve yiiksek korunmus dizi igeren
(KKKVANTAQEL) 130-160 aminoasitlik dizilerdir. “KKKVANTAQEL” dizisi igeren
sentetik SEB peptidinin MHC II’deki 125 I-SEB baglanti bolgesini engelledigi ve

proliferasyonu %62 oraninda azalttigi gozlemlenmistir. Buna bagli olarak antiserum
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etkisinin, “KKKVANTAQEL” dizisi iceren sentetik SEB peptidi yakinlarinda artis
gosterdigi ve SEB kaynakli proliferasyonun engellenmesinin en ¢ok bu bdliimde
gerceklestirildigi gortilmiistiir. Bu sentetik peptitlerin KLH ile konjugasyonu sonrasinda
tavsana subkutan olarak immiinize edilmis ve SEB kaynakl1 proliferasyonun engellendigi
gosterilmistir. Ayrica ¢alismada, SEB’e mutasyonlar uygulanmis ve SEB’in aminotermal
ucunun (9-23’iincii boliimler) MHC II ve TCR etkilesiminde énemli oldugu belirtilmistir.
Bizim ¢alismamizda da direk SEB’in modifikasyonu ile MHC II ile baglanma bolgesini
engellemek ve siiperantijen olan SEB’in immiin sistem tarafindan antijen olarak
algilanmas1 Ongoriilmiis ancak kisitli imkanlar nedeniyle SEB’in immiinijenitesini
artirmaya yonelik yaklasimlar optimize edilememistir.

Metzroth ve arkadaglar1 da (Metzroth, 1993), SEB’in konformasyonu ve siiperantijenik
yapisini engellemeye yonelik bir ¢alisma ile 3 boyutlu yapinin bozulmasini saglayarak
immiinojenite saglamiglardir.

Bu calismada SEB’in katyonizasyon reaksiyonu sonrasinda karakterizasyonu igin
uygulanabilecek diger bir yontem rotofor ile izoelektrik noktasindaki degisimin
incelenmesidir. Katyonizasyon ile izoelektrik noktasinda beklenen artis nedeni ile iyon
degistirici kromotografi ile proteinin katyonize olmasina bagli olarak nativ proteinden
ayrilmasi beklenir. Tiirkiye’ye SEB toksininin gonderilmesi, bu toksinin biyolojik silah
olarak kabul edilmesi nedeniyle kisitlanmis oldugundan caligmamizda toksin temininde
zorluk yasanmigtir. SEB miktarmin yeterli olmayisindan dolay1r katyonizasyon
reaksiyonunun basarisina yonelik uygulanabilecek olan iyon degistirici kromotorafik

yontem ve rotofor ile ayristirma ve analiz iglemleri gerceklestirilememistir.
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6. SINIRLILIKLAR

Tiirkiye’de SEB toksininin ithalat yolu ile temin edilmesi, biyolojik silah olarak kabul
edilmesi nedeniyle kisitlandirilmis oldugu i¢in ¢aligmalarimizda materyal sikintisi
yasanmistir. Bu nedenle SEB’in immiinojenitesinin artirilmasina  yonelik farklh
uygulamalar gerceklestirilememis, uygulanan deneylerde gerekli oldugu o6n goriilen

optimizasyon islemleri yeterli derecede yapilamamustir.
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7. SONUC VE ONERILER

SEB’in modifikasyon sonrasi enjeksiyonu ile immiinizasyon etkinligi caligmalarina
baglanmadan 6nce nativ SEB ile immiin yanit elde edilmek {izere immiinizasyonlar
gerceklestirilmistir. Daha dnce yaymlanmis bazi ¢alismalarda SEB’in hem immiin yaniti
aktif edici (T ve myeloid hiicreleri) hem de baskilayici (Treg aktivasyonu, T hiicrelerinin
anerjisi ve B hiicrelerinin apoptozu) fonksiyonlari bulunmus ve bunun uzun siireli ve
yliksek dozda SEB’e maruz kalma ile baglantili olabilecegi tahmin edilmistir. Bu
caligmalarda nativ SEB 10-100 pg arasinda bir miktarda, adjuvanli veya adjuvansiz,
degisik immiinizasyon araliklarinda verilerek SEB’e antikor {iretilebilmistir. Yeterince
SEB temin edilebilmesi halinde farkli dozlarin, farkli immiinizasyon yoOntemleri
uygulanarak (adjuvanli ve adjuvansiz) farkli enjeksiyon bdlgelerinden immiinizasyon
yapilarak anti-SEB antikorlarinin iiretilmesi kapsaminda degerlendirilmesi miimkiin
olabilecektir. Mevcut imkanlar 6lgiisiinde uygulanan ydntemler ile sonu¢ alinamayinca
modifikasyon ¢aligsmalari baglatilmigtir.

SEB farkli kimyasallar (DTT, Guanidin HCI, CnBr) ve proteolitik enzim kullanilarak
indirgenmeye calisilmig, ancak sadece DTT-Guanidin HCl ile sinirli diizeyde indirgenmesi
miimkiin olmustur. Tek basma DTT ile indirgeme SEB’de beklenen sonucu saglayamadig:
icin, diger bir kiyasal olarak CnBr kullanilmigtir. Bu kesim i¢in olusturulan y&ntemde
CnBr ile proteinin yikimi saglanmis ancak fragmentler -elektroforetik analizde
gbozlenemeyecek kadar kiiclik parcalara (»1000 dalton) boliinmiis, bu kiiclik parcalarin
immiinojenite  acisindan  yetersizligi g6z Oniine alimarak  immiinizasyonda
kullanilamamustir. Enzimatik yikim yontemi uygulanmak iizere kullanilan papain ile de
SEB fragmentlerine ayrilamadigi i¢in immiinizasyonda kullanilabilecek materyal
saglanamamustir.

SEB’in indirgeme ¢alismalarimin disinda COOH gruplarinin  modifikasyonu ile
molekiil yapist degistirilmistir. EDA-EDC kullanilarak gerceklestirilen katyonizasyon
isleminden sonra TNBS ile amin gruplarinin sayisinda belirlenen artisa bagl olarak, MHC
IT ile etkilesiminin olumsuz etkilenmesinden kaynaklanacagi umulmus ve farelere enjekte
edilmistir.

Calismalarda, farelerle yapilan immiinizasyon planinda; nativ SEB ile 3, nativ SEB ve
SEA antijeninin birlikte verilmesiyle 3, DTT-Guanidin HCI ile 5, ¢ SEB ile 5 kez

immiinizasyon ger¢eklestirmistir.

68



Bazi immiinizasyonlar sonucunda bazi farelerin serumlarinda goézlenen anti-SEB
aktivitesi, ardisik immiinizasyonlardan sonra tekrarlanan ELISA’larda kararli bi¢cimde
yiikselmedigi i¢in dikkate alinmamastir.

SEB’in immiin sistemde taninmasini saglamak i¢in rekombinant (mutant
enterotoksinler) antijenlerin gelistirilmesi ya da daha once bagka arastirmacilar tarafindan
iretilmis ise bunlarin eldesi SEB hiimoral yanit saglanmasi agisindan bir ¢ézliim olabilir.
Bu yontemle siiperantijenin non-spesifik olarak MHC-II, TCR ve B hiicre reseptorii
(BCR)’ne baglanan aminoasit dizileri degistirilecek (3 boyutlu yapisini degistirmeyecek
sekilde) fakat hala immiinojenik olarak fonksiyon gostererek epitoplara 6zgiil B ve T
hiicrelerini aktif hale getirebilecektir.

MHC 1II tetramerler enterotoksinlere in vitro kiiltiir sisteminde baglanir. Bu bilesim B
hiicreleri i¢in immiinojen olarak kullanilmak {izere fareler B subsetlerini aktif edecek
adjuvanlarla (TLRs, cytokines, APCs, vb.) beraber immiinize edilir. CD4 T hiicrelerini
aktif hale getirmek i¢in de in vitro kiiltiir sisteminde enterotoksin-pulsed dentritic cells
(DCs) i.v. yontemiyle farelere transfer edilebilir. Bu yontemle enteretoksinlerin MHC II’ye
baglanan kisimlar1 bloke edilmis olur ve non-spesifik T hiicrelerinin aktivasyonu en aza
indirilmis olunur.

SEB-MHC II baglanti bdlgesindeki aminoasitlerden MHC II’deki lizin 39 ve
SEB’deki glutamin 67’ nin olusturdugu tuz kopriisiiniin, bu protein kompleksine kararlilik
saglamasindan yola ¢ikarak, tuz kopriisiiniin olusumunu engellemek i¢in radikal grubunda
karboksil grubu olan bir aminoasit ile SEB’in immiinizasyondan once gergeklestirilercek
preinkiibasyonu ile MHC II-SEB kompleksi baglanti noktas1 golgelenebilir ve protein
kompleksinin stabilitesi azaltilabilinir. Boylece siiperantijenlere 6zgii olan, MHC 1I ile
olusturduklar1 baglant1 noktasi kaybedilmis olur ve parcaladigimiz diger SEB kisimlari,
konvansiyonel antijenlerin baglandgi gibi baglanarak immiin yanit saglanabilinir.

MHC II’deki lizin baglanma bolgesinin, SEB’in yapisi disindaki bir bagka glutamin 67
aminoasidi ile baglanmasin1 saglamak SEB-MHC II baglanma bdlgesini golgeleyebilir.
Bunun i¢in bazi ilaglarin yapilis mantig1 olan, kana belirli aminoasiti vererek olusturulan
tedavi yontemi gibi, kana glutamin 67 aminoasiti vermek suretiyle serumda bu aminoasitin
oranini arttirmak ve bu yolla kan serumunda artmis bulunan glutamin ile MHC II deki lizin
ile baglanmasim1 saglamak, SEB-MHC II kompleksinin engellenmesi adina bir ¢6ziim
olabilir.

Calismamizda, CnBr ile kesimi gerceklestirilmis SEB proteininin olusan kiigiik

parcalarinin; KLH (keyhole limpet hemocyanin), BSA (Bovnie serum albumin) gibi belirli
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proteinler ile konjuge edilmesi ile hapten olusumu engellenebilir. Boylelikle viicudun
antijen olarak kabul edebilecegi bir yapi haline gelmis olan proteinin immiinizasyonu
sonucunda antikor iiretilmesi gerceklestirilebilir.

Literatiirde (Calvano, 1984), stafilokok kaynakli toksik sok sendromuna neden olan
TSST 1 toksin fragmentindeki bazi aminoasit dizilimlerinin, mitojenik aktivite
gostermesiyle T hiicre proliferasyonunu sagladigi belirtilmistir. B Blomster Hautamaa ve
arkadaslar1 (Blomster, 1986), bu etkiye sebep olan diizenleyici bdlgenin 33 ve 158’deki iki
metionin aminoasiti arasinda bulundugunu belirtmistir. Lipman ve arkadaslarinin (Lipman,
1985) yapmis oldugu calismada bu bolgenin 91 aminoasitlik bir boliim oldugu ve Valin 88
ile metionin 158 ile ¢evrelendigini gosterilmis, protein dizi benzerliklerini hizli bir sekilde
karsilagtiran (FASTP) bilgisayar programi ile bu bolgenin SEB ve SEA’da benzer bir
sekilde bulundugunu gdstermistir. Bu ¢ikarimlara gore, bu bolgelerin mitojenik aktiviteye
neden olabilecegi sdylenebilinir. Mitojenik aktiviteye neden olan bu bdlgeye yapilan
miidahele, T hiicre proliferasyonun gerceklesmesini onleyebilir.

Literatiirde (Metzroth, 1993), proteinin N ve C terminal ug¢larinda gergeklestirilen bir
takim delesyonlarin sonucunda T hiicre uyariminin engellendigi belirtilmistir. Buelow ve
arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada (Buelow, 1992), SEB’deki NH; terminal ucunun
delesyonu halinde proliferasyonun olusmayacagi gosterilmistir. Protein parcalama
yontemlerinin kullanilmas: disinda, SEB proteinin 6zellikle C-terminal ve N-terminal
boliimlerinde gergeklestirilecek mutasyonlar SEB’in TCR ve MHC 1I etkilesim bolgeleri
hakkinda bize bilgi vermekle beraber, basarili bir sonu¢ almamizi saglayabilir. Belirli
boliimlerinde olusturulabilinecek mutasyonlar ile MHC II ve SEB baglant1 bolgesine
miidahele edilebilinir.

Bin ve arkadaglarinin (Bin, 2010) yapmis oldugu c¢alismada BALB/c farelerinin
immiinizasyonu SEA ve SEB’in birlikte verilmesi kosuluyla intraperitonel, sonuncu
bagisiklama sekli ise intrasplenik olarak gerceklestirilmis ve her iki antijene karsi1 antikor
olusumu saglanmigtir. Biz her immiinizasyonda intraperitonel bagisiklama yodntemi
kullanarak SEA ve SEB ile bagisikladigimiz BALB/c tiirii farelerden SEA’ya kars1 aktivite
elde ederken, SEB’e karsi aktivite elde edemedik. Dalak dokusuna yerlestirilen immiinojen
sonucunda dalak hiicrelerinin biiyiimesi ile gercgeklestirilen intrasplenik immiinizasyon
yontemini kullanmamiz aktif sonu¢ almamizi saglayabilir.

Johns ve arkadaslarinin (Johns, 1988) yapmis oldugu ¢aligmada stafilokok bakterilerin
enterotoksin olugsumuna sebep olabilecek gen bolgeleri southern hibrit yontemi ile

belirlenmeye ¢alisilmis ve bu genin (ent B), baglantili genetik elementler ile birlikte, en az
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28.8 kilobazlik bir DNA alanda oldugunu ve bir ent B elementinin, ent B geninin yaklasik
1.5 kb asag1 yoOniiniide oldugunu ortaya c¢ikarmistir. Calismalarimiz staphylococcus
bakterisini kiiltlirde cogaltip, enterotoksin {iireten genin lokasyonunu bulmak iizerine
yonlendirilebilinir. Stafilokok bakterilerde bulunan stafilokok enterotoksin iiretiminden
sorumlu gene uygulanabilecek miidaheler sonucu, enterotoksin iizerinde modifiye
gercgeklestirilebilinir. Boylece siiperantijenik 6zellik ortadan kaldirilabilir.

Jett ve arkadaglar1 (Jett, 1994) sentetik toksin peptit fragmentleri kullanarak yapmis
olduklar1 ¢alismada, SEB’in tiim aminoasitlerini barindiran ve her biri 30 aminoasit iceren
13 seri sentetik peptit ile i¢inde mononuklear hiicreler ve T lenfositleri bulunan kiiltiir
ortaminda T lenfositlerinin proliferasyonu incelenmis ve c¢ok siki korunmus olan
“KKKVTAQEL” dizisi ile ¢evrilen ya da bu diziyi igeren boliimlerin, T hiicre
proliferasyonunu etkisizlestirdigini gormiistiir. Literatiirde, bu etkinin en ¢ok tavsanin
immiin sisteminde gerceklestirildigi bilgisi verilmistir. SEB’in lenfosit proliferansyonun
etkisizlestirilmesini saglayan bolgeleri tespit edip bu bolgeleri, immiinizasyon asamasinda
kullanarak T lenfositlerinin proliferasyonunu durdurma yoluna gidilebilir. Ayrica
sececegimiz hayvanin BALB/c yerine tavsan olmasi, basartya ulasmamizi saglayabilir.

Yee Shine ve arkadaslari, Spero ve arkadaslarinin (Spero, 1975) yapmis oldugu
calismadan uyarladiklar1 SEB’in tripsin ile kesimini ger¢eklestirmislerdir. Kesim esnasinda
bizim uyguladigimiz kesimlerden farkli olarak, SEB’i indirgeyip karboksiamidome-
tilasyonundan sonra SEB’i iki sistin arasindaki molekiile; Lys-Thr’deki 97 ve 98.
pozisyonlara duyarli hale getirmistir. Ayrica Yee Shine ve arkadaglari, V8 proteoaz enzimi
ile SEB’i kiiciik fragmentlere ayirmistir. Larkin ve arkadaslarinin (Larkin, 2010) yapmis
oldugu calismada da; SEB’deki histidin molekiillerinin  karboksimetilasyonu
gerceklestirimis, bdylelikle yapilan modifikasyonun SEB’deki siiperantijeniteyi minimize
ettigi, entetotoksik etkiyi ortadan kaldirdigi belirtilmistir. Calismamizda, SEB’in kesim
uygulamalarindan 6nce histidin aminoasitlerinin karboksimetilasyonunu saglama yoluna
gidilebilir. Literatiirde mevcut olan bu gibi farkli kesim ajanlarini kullanmamiz ve belirli
aminoasitleri hedef alarak yaptigimiz pargalama islemlerini uygulamak, ¢6ziim olabilir.

BALB/c disinda, fare tiiri olan CBA, C3H/Hel, sigan (Sprague-Dawley), dag
gelincigi, keci ve tavsan gibi hayvanlarla immiinizasyon gergeklestirmek bir ¢6ziim
olabilir. Larkin ve arkadaslarinin (Larkin, 2010) caligmalarinda degindikleri bu hayvan
irklari, literatiirde SEB’in immiinizasyonu s6z konusu oldugunda kullanilabilen BALB/c

disindaki ¢esitli hayvan irklaridir. Calismamizda, immiinizasyon igin tercih edilen canli
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se¢imini degistirmek, immiinizasyonun verimliligini olumlu yonde etkileyecek bir yol
olabilir.

Larkin ve arkadaglar1 (Larkin, 2010) yapmis olduklar1 ¢alismada, Streptococcal ve
Staphylococcal siiperantijenler olarak belirtilen Streptococcal pyogenes ve S. aureus
bakterileri suglarinin toksinlerinin, immiin sistemde es deger bir etkiye sahip olduklarini
ortaya c¢ikarmislardir. BALB/c fare tiirlerine, SEB ve streptococcus bakterisine ait
toksinlerin birlikte verilmesi ile gerceklesecek olan immiinizasyon sonucunda, bu toksinler
arasinda MHC 1II bolgesine baglanma siirecinde gergeklesecek olan rekabet, yalnizca bir
toksine kars1 alinabilinecek hiimoral cevap olusumu ile sonuglanabilir. Boylelikle SEB
enterotoksinine karsi bir hiimoral yanit olusumu s6z konusu olabilir.

Aliiminyum veya boehmite ve aliiminyum hidroksifosfat gibi aliiminyum igeren
bilesiklerinin adjuvant olarak kullanimina, antijen emilmesinin istendigi durumunda
basvurulabilir. Son arastirmalar bu bilesiklerin farelerdeki T hiicresi kiimelenmesi
stimiilizasyonu ve sitokin gen eksikliginde kullanildigin1 gostermistir (Lindblad, 2004).
Literatiirde aliiminyumlu bilesiklerin, IgE’yi stlimule ettigi ve canli i¢i (in vivo) ortam
adjuvatlar1 miicadeleci durumunu agiga cikardigi belirtilmistir. Thl tipi immun yaniti
tesvik etmek i¢in asilarda, IL-12 ile birlikte verilerek canlida immiin cevap olusumunda
kullanilir. Adjuvan olarak aliiminyum ve boehmite aluminyum bilesiklerini kullanmak,
antikor olusumunu saglayabilir.

Warren ve arkadaslarinin (Warren, 1974) yapmis oldugu calisma ise SEB’in biyolojik
aktivitesini bozmak icin gergeklestirilen distilfit ilmigini yok etme esasina dayanmaktadir.
92 wve 112. sistin aminoasitlerindeki disiilfit kopriisiiniin  proteinin  katlanma
mekanizmasindaki Onemini kesfetmislerdir. Calismalarinda tripsin, DTT gibi kesim
islemleri uygulamis sonrasinda ise 8 M iire i¢cinde iyodoasetamid ve iyodoasetik ile bir
alkilizasyon islemi uygulamislardir ve sonucunda karboksimetillenmis enterotoksin eldesi
saglanmiglardir. Sistin aminoasidine yonelik bu gibi katyonizasyon islemlerini deneyerek
proteinin katlanma mekanizmasini Onleyebilir, SEB’in immiinijenitesini arttirmak
amaciyla, bu yolla linear hale getirdigimiz SEB’i parcalamaya yonelik islemleri
uygulayabiliriz.

Valcry Yu. Alakhov ve arkadaglarinin (Alakhov, 1992) yapmis oldugu calismada,
SEB’in amino ucunun mitojenik aktiviteden sorumlu oldugu, sistin ilmiginin igerdigi
aminoasitlerin ise proteolize duyarli oldugu belirlenmistir. Caligmada SEB aminotermal
uctaki aminoasit dizileri “Edman degredasyon yontemi” kullanarak parcalanmistir. Biz de,

proteinlerin N-terminal ucunu kullanarak aminoasitleri tek tek elde etmeye olanak saglayan
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ve tekrarlayan kimyasal degradasyon donglisiiyle 20 aminoasitlik sekans yapmanin
miimkiin oldugu “Edman degredasyon yontemi” ni kullanarak, literatiirde mitojenik
etkiden sorumlu oldugu belirtilen SEB amino ucuna miidahele edebiliriz. Boylece
stiperantijenik etkiyi ortadan kaldirabiliriz.

Literatiirde SEB’in siiperantijen olmasindan kaynaklanan etkilerini ortadan kaldirmaya
yonelik T hiicrelerine uygulanan delesyon ya da kas i¢i, omurilik i¢i asilama yontemleri
gibi cesitli caligmalar mevcuttur. Tseng ve arkadaslarinin (Tseng, 1995) yapmis oldugu
calismada; SEB’in solunumsal toksikozu ve olusturdugu toksik sok sendromuna bagl
hastaliklar1 engelemek i¢in zerrecik halinde SEB toksini igeren asi ile bu hastaliklari
barindiran maymunlar asilanmasi gergeklestirilmistir. Toksik olmayan degrade edici poli
(DL-lactide-co-glycolide) adjuvant zerrecikleri ve SEB toksini iceren yapidan
olusturulmus olan as1 ile SEB’in giiclii immiinojen etki gosterdigi maymun tiirlerinde
yiiksek antikor olusumu saglanmaya c¢alisilmistir. Bu ¢alismada maymunlarin bir kismi
astlanmayip bir kismi i¢in de mukozal ve mukozal olmayan asilama yoOntemi
gerceklestirilmis ve her iki grup da hava yollu bulasan yiiksek 6ldiiriicii dozda SEB’e
maruz birakilmistir. As1 yapilan maymunlarin bir kismina kas i¢i bir kismina ise beyin
omurilik sivisina olmak tizere, mikrozerrecik halinde SEB igeren ek as1 yapilmistir. Ek
asinin beyin omurilik sivisina uygulanmis olan maymunlarin, SEB’e kars1 daha yiiksek
oranda antikor olusturdugu, bunun sonucunda bu maymunlarin daha az hastalik oranina ve
daha yiiksek hayatta kalma siiresine sahip oldugu goriilmis, koruyucu bagisikligin
dolagimdaki ve solunum yollarindaki antikor seviyeleri ile iligkili oldugu belirtilmistir.
Asilamadan sonra kanda, SEB-aktif olmayan T hiicrelerinde belirgin bir sekilde azalma
goriilmemistir. Bu ¢alismanin sonucunda, mikrozerrecik olarak omurilik sivisina yapilan
ek asilamanin, antikorun koruyuculugunu ortaya ¢ikarttigini, antikorlarin, SEB ile havasal
temas halinde, SEB’e kars1 direnci arttirdigin1 gostermistir. Williams ve arkadaslarinin
(Williams, 1995) yapmis oldugu calismada ise asilama yontemi haricinde, T hiicre
VB8" bolgesine uygulanan delesyonlar ile BALB/c fare tiirlerinde SEB’e kars1 hiimoral
yanit alinmasi saglanmaya c¢alisilmistir. Caligmada, fare tiirlerinin SEB siiperantijeni ile
muamelesi sonucunda olusan T hiicre toleransi, canli organizmadaki (in vivo) V beta 8+ T
hiicre bolgesinin delesyonu, dis ortamdaki (in vitro) ise T hiicresinin anerjisi ile karakterize
edilmistir. SEB’in BALB/c tiirii farelere immiinizasyon yolu ile verilmesiyle farelerin
olusturacag hiimoral bagisiklikla ilgili calisma yapmislardir. Ilerki asilamada, SEB’e karst
spesifik antikor miktarinin arttigin1 ve hiimoral cevabin hizlandigin1 gérmislerdir. Bu

gidisati, ikincil hiimoral yanitin 6zelligi olarak ifade edilmistir. T hiicreleri ile baglantil
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ikincil yanitin T hiicresinin eksik oldugu farelerde goriindiigii, bu yanmitin IgM, IgG1 ve
IgG2b antikor izotiplerinden olustugunu, Th hiicrelerinin B hiicrelerine antikor yanit
olusturmada yardimer oldugu gosterilmistir. Dig ortamda (in vitro) yapilan ¢alismada
antikor yanit alinamamasi fakat ayni zamanda canli i¢inde (in vivo) antikor yaniti
alinabilmesinin nedeni olarak, canlidaki gecikmis tip hipersensitivitede B hiicrelerine
yardimct olan T hiicreleri (Th) etkili oldugu belirtilmistir. Uygulayacagimiz belirli
delesyon ve omurilik sivisi, kas i¢i gibi farkli bdlgelere uygulayacagimiz asilama

yontemleri sonucunda basar1 elde edilebilir.
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