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OZET
Doktora Tezi

Candida albicans Hiicre Duvar Fizyolojisinin Degisik Monoklonal ve Poliklonal
Antikorlar ile Aragtirilmasi ve Immiin Sistemle Etkilesimlerinin Gosterilmesi

Cevahir ALTINKAYNAK
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Danisman: Prof. Dr. Haluk ATAOGLU

Candida albicans insanda hem kommensal hem de firsat¢1i patojen olarak bulunabilen
polimorfik bir maya mantaridir. Kandida hiicre duvar ana komponentlerinden birisi mannan
yapidir, bu yap1 mantar-konak iliskisinde ve viriilansda ¢ok Onemlidir. C.albicans
enfeksiyonlarinin gelisiminde mikroorganizmanin maya formundan hif formuna gecis yetenegi
onemlidir. Hif formu, maya formunda olmayan ¢esitli antijenik 6zelliklere sahiptir. Maya hif
yaptiginda hiicre duvarinda yapisal degisiklik meydana gelir ve bu gegcis ile ilgili yeterli bilgi
mevcut degildir. Bu ¢alismanin amaci; C.albicans’ in form degistirdiginde hiicre duvar
yapisinda yer alan mannanin konfigiirasyon degisiminin ve ifadesinin monoklonal ve poliklonal
antikorlar kullanilarak aragtirilmasi ve bunlarin immiin sistem iizerine olan etkilerinin ortaya
konulmasidir.

Yapilan ¢alismalar ve bulgularin degerlendirilmesi sonucunda, C.albicans maya hiicre duvarina
kars1 6zgiilliigii yiiksek IgM siifindan 2B7 monoklonal antikoru (mAb) elde edildi. Bu antikor
benzer hiicre duvar yapisina sahip bakterilerden Salmonella choleraesuis (211) ve Salmonella
infantis suslar1 ile ¢apraz reaksiyon verdi. ACMK-1(Matriks Biotek®, Ankara, Tiirkiye) mAb’
u ile C.albicans maya formu yiizeyinde bulunan mannan f-1,2 baginin varligi dogrulandi.
Bunun yaninda ACMK-1 mAb’ u, C.albicans maya formu ile floresans verirken hif yapisi ile
1s1ma vermedi. ilk defa elde edilen bu veri ile maya hif duvarinda B-1,2 mannan baglarinin ya
seyrek olarak bulundugu ya da hi¢ bulunmadig1 bu ¢alisma ile gosterildi. ACMK-1 ve 2B7
mAb’ lar1 mannan1 tamimlamasina ragmen, epitop 6zellikleri farkli oldugundan 2B7 mAb’ u
S.choleraesuis (211) ile reaksiyon verirken ACMK-1 mAb’ u aym bakteri ile reaksiyon
vermedi. C.albicans ile immiin sistem arasindaki iligski arastirilirken; dogustan kazanilmig
bagigiklik sisteminin ¢ok iyi korunan molekiilii olan alfa-2 makroglobulin(A2M)’ e ozgiil
monoklonal antikor A2M10 ve poliklonal antikorlar elde edildi. Bu elde edilen mAb kandida ile
reaksiyon verirken 2B7 mAb’u da insan A2M proteini ile reaksiyon verdi. Bdylece kandida ve
A2M mannoz yapisi arasinda ¢apraz reaksiyon oldugu da ilk defa bu ¢alismada gosterildi.

Sonug olarak, Candida #irleri ile dogada ve insan florasinda siirekli iliski igerisinde
bulunmamiz nedeniyle bu mikroorganizmanin antijenik yapilarmin tanimlanmasi ve bunlarin
immiin sistem {izerine olan etkilerinin ortaya konulmasi son derece onemlidir. Patojenite
mekanizmalar1 aydinlatilirsa yeni anti-fungal ilaglarin ve immiinoterapotik ydntemlerin
gelistirilmesi kacinilmazdir.

2014, 89 sayfa

Anahtar kelimeler: Candida albicans, mannan, kandida enfeksiyonlari, hif form, maya form,
monoklonal antikor, poliklonal antikor, viriilans.



ABSTRACT
Ph. D. Thesis

Investigation Of The Cell-Wall Components Of Candida albicans By Using
Different Monoclonal and Polyclonal Antibodies and Demonstration Of Their
Interaction With The Immune System

Cevahir ALTINKAYNAK
Ankara University Biotechnology Institute
Supervisor: Prof. Dr. Haluk ATAOGLU

Candida albicans is a polymorphic fungus that may be present in both commensal and
opportunistic pathogen in humans. One of the main components of the Candida cell wall is
mannan structure. The ability to switch from yeast to hyphae form of microorganism is very
important in development of C.albicans infection. Hyphal form has several antigenic properties
not found in yeast form. The structural changes occur in the yeast cell wall in a transition from
the yeast form to the hyphal form and there are currently not enough information about this
transition. The aim of this thesis is to investigate the configuration alter and expression of
mannan structure which is present in cell-wall components of C.albicans by using monoclonal
and polyclonal antibodies and to identificate of their interaction with the immune system in a
transition from the yeast form to hyphal form.

According to the evaluation of studies and findings; the high specific murine monoclonal
antibody (Clone 2B7) class IgM against to C.albicans cell wall was obtained. 2B7 mAb cross-
reacted with Salmonella choleraesuis (211) and Salmonella infantis bacteria which cell wall
structure are similar to the C.albicans. The existance of mannan B-1,2 bonds on the surface of
C.albicans yeast form was confirmed with ACMK-1 mAb. Besides that, ACMK-1 mAb gave
high positive result with C.albicans yeast form but also did not give with hyphal form to
fluorescence detection. The mannan B-1,2 bonds are found either little or nothing on the fungal
hyphal wall was obtained for the first time with this study. Although ACMK-1 and 2B7 mAb
define mannan structure, 2B7 mAb reacted with S.choleraesuis (211), however ACMK-1 mAb
did not react with the similar microorganism due to the different epitope specificity between
ACMK-1 and 2B7. While investigating the relationship between C.albicans and the immune
system, the high specific monoclonal antibody (Clone A2M10) against to A2M which is very
well protected molecule of innate immune system and polyclonal antibodies were obtained. This
obtained antibody reacted with Candida, however 2B7 mAb reacted also with human protein
A2M. Thus, this data that is cross-reacted between Candida and A2M mannose structures was
shown in this study for the first time.

Consequently, to identification of antigenic structures of this microorganism because of we
always contact with Candida species and to present their effects on the immune system are
extremely important. If the mechanisms of pathogenicity are illuminated, the development of
new anti fungal drugs and immunotherapeutic procedures are inevitable.

2014, 89 pages

Keywords: Candida albicans, mannan, Candida infections, hyphal form, yeast form,
monoclonal antibody, polyclonal antibody, virulance.
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1 GIRIS

Candida albicans insanda hem kommensal hem de patojen olarak bulunabilen
polimorfik bir maya mantaridir. Maya hiicresinin plazma zar1 disina yerlesmis olan
hiicre duvari, mantar-konak iliskisinde 6nemli rol oynar ve mayanin tutunmasindan
sorumludur. Maya hif yaptiginda hiicre duvarinda degisiklik meydana gelir (1). Hiicre
duvarinda yer alan proteinlerin yapist degisir ve hif formunda damar endoteline
baglanma oOzelligi kazanir. Patojenite ve viriilans ile ilgili biyolojik fonksiyonlarin
bir¢ogu hiicre duvarinin kimyaca yapisi, bilesikleri ve yapismada rol oynayan o6zel
bilesikleri ile ilgilidir. Candida albicans, maya ve hif formu arasinda gegis yapabilme
yetenegine sahiptir (2). Bu morfolojik degisim cesitli kosullara bagli olarak sirasi ile
maya, germ tiipii, yalanci hif ve/veya gercek hif olusumunu kapsamaktadir (3). Sicaklik,
pH ve besiyeri gibi ortam kosullart gelisecek fenotipi belirlemektedir. C.albicans,
normal florada maya mantar1 seklinde iken doku invazyonu sirasinda genellikle hif
formundadir. 37°C” de serumda veya RPMI igerisinde 3-4 saatte germ tiip olusturur ve
hif formuna dénerler (3). Hif formu maya formunda olmayan ¢esitli antijenik 6zelliklere

sahiptir.

C.albicans, hiicre duvarinin immiinojenik olan ana bilesimi mannan yapidir. Mannoz
birimleri bu yapiya a-1,6, o-1,2, a-1,3 ve B-1,2 baglariyla baglanarak yan zincirler
olustururlar (4). N-bag: ile bagli mannan yapisi tiire 6zgii iken, O-bagi ile bagh yapi
cins igerisinde ortaktir (5). Mannan bir D-mannoz homopolimeridir (6). Mannan
ekstraktlart degisik miktarlarda fosfat ve protein igerirler. Mannan serolojik yanit
olusturan en onemli kandida antijenidir ve lenfositleri indikleyip bagisiklik yaniti

vererek 6zgiil antikor olusturabilir (7).

C.albicans, konakg¢1 ile kommensal bir iligki igerisinde ve ¢ogunlukla gastrointestinal
sistemde yer almaktadir (8). Ancak uygun sartlar gelistiginde; 6rnegin transplantasyon
sonrasi, uzun siiren antibiyotik tedavileri, kanser kemoterapisi, immiin sistemin zayif
diistiigii durumlar, immiin sistemin baskilandig1 hastalik tedavileri, sitotoksik terapiler,
intravendz kateterlerin varligi, diyabet, ndtropeni, ¢cok diisiik kiloda dogum ve AIDS

gelistigi zaman invazyon yetenegiyle ciddi enfeksiyonlara sebep olmaktadir. Kandida



enfeksiyonlarina karst hem hiicresel hem de hiimoral immiin yanit olusmaktadir,
Ozellikle makrofaj, graniilosit kokenli hiicreler ve notrofiller letal kandida
enfeksiyonlarina karsi immiin yanitta 6nemlidir. Bu tiir maya mantarlarinin neden
oldugu kandidemide erken tan1 ve tedavi dnemlidir. Bagisiklig1 baskilanmis hastalarda
sorun olusturan firsat¢1 enfeksiyon olan sistemik kandidiyazisin 6nlenmesinde ve
tedavisinde kullanimda olan antifungallere kars1 direng gelisimi sebebiyle yeni ilaglara
ihtiya¢ vardir (4,8). Uygun olmayan tan1 ve tedavi ile birlikte morbidite ve mortalite
artmakta ve ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Mevcut tan1 yontemleriyle

erken tani her zaman kolay olmamaktadir.

C. albicans maya formundan hif formuna gegis ile ilgili yeterli bilgi mevcut degildir. Bu
iki form arasindaki farkliliklarin aydinlatilmasi kandidanin patojenite mekanizmalarini
anlamada bir gerekliliktir. Kandidanin antijenik yapilarinin tanimlanmasi ve bunlarin
immiin sistem tiizerine olan etkilerinin ortaya konulmasi, yeni antifungal ilaglarin ve
immiinoterapétik prosediirlerin gelistirilmesi igin zorunluluktur. Bu mikroorganizma ile

stirekli temas halinde bulunmamiz nedeniyle bu bulgular 6nemlidir.



2 KURAMSAL TEMELLER

2.1 Mantarlar Genel Bilgi

Mantarlar; okaryotik, tek hiicreli ya da ¢ok hiicreli olabilen ve olusturduklar1 klinik
enfeksiyon tablolarina gore farkli bagliklar altinda incelenebilen mikroorganizmalardir.
Dogada 250,000 mantar tiirii tanimlanmasina ragmen bunlardan 500’ e yakini insanlar
i¢cin primer patojendir. Mantarlarda, mayozlu ¢ekirdek boliinmesi vardir. Morfolojik

yapilarina gore mantarlar kiif ve maya olmak tizere iki grupta incelenir (9, 10, 11).

Kiif Mantarlar1: Aspergillus tiirleri, Fusarium tiirleri, Penicillium tiirleri
Maya Mantarlari: Candida tiirleri, Trichosporon tiirleri, Blastoschizomyces capitatus,

neoformans dis1 Cryptococcus tiirleri, Malassezia tiirleri, Sacchoromyeces tiirleri (12).

Kiifiin temel yap1 birimi hif olarak tanimlanmis tiipiimsii yapilardir. Bunlar kalin tiip
seklinde hiicre uzantilaridir. Hif topluluguna migel denir (9). Mayalar ise tek hiicreli
tomurcuklanarak iireyen genellikle yuvarlak veya oval sekilde mikroorganizmalardir
(1). Germ tiip, blastospor, klamidospor, artrospor ve kapsiil gibi yapilar olustururlar
(11). Caplar1 2-20 um, boylart 2-50 pm arasinda degisir. In vivo/in vitro iireme hizini
etkileyen baslica etmenler oksijen, sicaklik, pH, besiyeri bilesimi gibi faktorlerdir.
Patojenite i¢in ise en kritik 6lgiitlerden bir tanesi serum veya makrofaj tarafindan migel
formunun artisidir (1). immiinsupresiflerde en sik ve en énemli fungal patojenlerin
mayalar oldugu; bunlar arasinda da en sik kandidalara rastlandigi bilinmektedir
(1,13,14). Hastane kaynakli dolasim sistemi enfeksiyonlar1 arasinda kandidemi
insidansinin  artmis ve kandidalarin en sik saptanan dordiincii etken oldugu
belirtilmektedir (15,16,17,18). Antifungal tedavi segenekleri artmasina ragmen, hastane
kaynakli kandidemili hastalarda mortalite oranlar1 % 50’ nin tizerindedir (19,20).
Kandidemide erken tani ve tedavi dnemlidir. Uygun olmayan tan1 ve tedavi morbidite

ve mortaliteyi artirmakta, ciddi ekonomik kayiplara yol agmaktadir (21).



2.2 Kandidalarm Genel Ozellikleri ve Morfolojisi

Candida tiirleri dogada yaygin olarak bulunan ve insanlarin normal florasinda bulunan
maya mantarlaridir (1,14,22). Kandidalar insan viicudunun, barsak liimeni, deri, agiz ve
vajen mukozasinda normal flora iiyesi olarak bulunurlar (23). Temelde konak¢inin
dogasina zarar vererek ¢esitli enfeksiyonlara sebep olurlar. Bundan dolayi, C.albicans
enfeksiyonlar1 saglikli bireylerde ¢ok sik goriilmez (1). Kandidalar firsatg1 patojendirler.
(24). Tum diger firsatg1 patojenler gibi gevresel ve bireysel kosullarin organizma
aleyhine gelistigi durumlarda hafif yiizeysel enfeksiyonlardan, agir sistemik
enfeksiyonlara kadar cesitli klinik tablolara yol acabilirler. Floral1 bolgelerde fizyolojik
kosullarin degismesi (0rnegin deride asir1 terleme, vajende pH degisiklikleri vb.),
hormonal denge bozuklugu, kortikosteroidler gibi immiin sistemi baskilayici ilaglarin
kullanimi, kanser veya AIDS gibi immiin yetmezlige yol acan hastaliklar kandida

enfeksiyonlarmin gelisimini kolaylastirir (10,25).

C.albicans, polimorfizm gésteren ve gram boyasi ile pozitif boyanan bir mantardir (24).
Maya hiicreleri blastospor, klamidospor, psodohif ve gergek hif olusturma
yetenegindedir. Normal florada maya mantar1 seklinde bulunurlar, buna Y fazi, “yeast
phase” denir (24), doku invazyonu sirasinda ise hif formunda goriilirler. 37 °C’ de
serum igerisinde 2-3 saatte germ tiip olusturur ve hif formuna donerler (26). Germ tiip
olusumu faz kontrast mikroskobu ile 40X biiyiitmede rahatlikla incelenebilir. Germ tiip
formu maya hiicresinde olmayan ¢esitli antijenik 6zelliklere sahiptir (3) ve hif formu
maya formuna gore, dokuya 50 kat daha fazla yapisir (27). C.albicans’ m germ tiip
olusumu doneminde hiicre yiizey hidrofobisitesi degisir boylece plastik yiizeylere ve
epitelyuma baglanma yetenegi artar (28). Hif formu maya formuna gore fagositoza daha
cok direng gosterir (25). Kandidalar konaga girmeden once maya fazindadir. Maya
formu enfekte dokuda gogalabilmek, hifal formu ise immiin sistem hiicrelerini isgal

etmek igin kullanilir (29).

Klinik o6rneklerde ve Kkiiltiirlerde C.albicans 4-6 um biiyiikliigiinde oval veya
yuvarlagimsi, tomurcuklanan hiicreler (blastokonidiyum veya blastosporlar) olarak

goriiliirler. Kiiltiir ortaminda ise tireme karakteristikleri ile kandida tiirleri birbirinden



ayirt edilemez. Poliklonal antiserumlarla C.albicans’ in hiicre duvarinda bulunan
mannanin yapisal farkliliklarina gére A ve B olmak iizere iki serotipi saptanmustir.
Mannan yapis1 serotiplerin ortaya ¢ikarilmasinda onemlidir (30). Klinik kokenler
arasinda ise serotip A, serotip B’ den daha fazladir (31). Hiicre duvar mannan yapisini
tanimlamada kullanilan farkli kitler piyasada mevcuttur. Kandidanin farkli suslart bu kit
(Ornegin Candida Check; latron Laboratories, Tokyo, Japan) serumlar1 ile test
edildiginde kandida serotip A dort karakteristik 1, 4, 5 ve 6 antijenik faktor serumu ile
reaksiyon verir, kandida serotip B ise antijenik faktor 1, 4, 5 ve 13b ile reaksiyon verir.
Faktor 6 ile serotip B reaksiyon vermez. (5). Yani C.albicans serotip A ve B arasindaki

farklilik kullanilan faktor 6 antijenik determinanti ile tespit edilebilir.

2.3 Candida albicans Hiicre Duvar Yapisi

Mantarlar; plazma zarinin disina yerlesmis, hiicreyi osmoz degisikliklerine karsi
koruyan, besin aliminda rol oynayan ve ortam ile mantar arasindaki iliskileri
diizenleyen bir hiicre duvari igerirler (31). Hiicre duvart mantar hiicresinin bi¢imini,
morfogenezi, viriilansini, antijenleri yani mantar-konak etkilesimini ve mantarin
antifungallere duyarliligini belirleyen dinamik c¢ok tabakali bir yapidir (32). Hiicre
duvarinin  kalinligi elektron yogunluklarma gore dagilmig birgok katmandan
olugmaktadir. Katmanlarin sayis1 ve morfolojileri degisken olup, tireme donemi, lireme

sekli, sus ve lireme ortamina gore farkliliklar gostermektedir.

C.albicans’ mn hiicre duvari, hiicrenin toplam agirliginin yaklagik % 30’ u kadardir.
Hiicre duvart % 20-30 mannoprotein, % 25-35 (-1,3 bagh glukan, % 35-45 B-1,6 bagh
glukan, % 0.6-2.7 kitin, % 5-15 protein ve % 2-5 lipitten olusmaktadir. En dis tabaka
mannoprotein yapida olup ayni zamanda duvarmn i¢ kisimlarinda da bulunur (30).
Hiicrede yapilan mannoproteinler iireme ortami ve hiicre yasina gore degiskenlik
gostermektedir. C.albicans duvar katmanlarinin kimyasal komponentleri g¢esitli
ayiricilar, kimyasal boyalar, konjuge antikorlar ve konjuge lektinler ile ortaya
konulmustur (30,33). C.albicans hiicre duvari en az 5 mannan katmandan olusmaktadir.
Dis katman olusturulurken ilk Kkitin fibrilleri sentezlenmekte sonra glukan ve

mannoprotein ilave edilmektedir (Sekil 2.1.) (34).
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Hiicre Duvari

Sekil 2.1. Candida albicans hiicre duvar katmanlari ve yapisi

(Neil A. R. Gow ve arkadaslarindan alinarak uyarlanmigtir, 2012)(14)

Glukan ve kitin gibi yapisal polimerler plazma membraninda sentezlenir, birbirleri ile
birleserek duvara sertlik saglayan bir yapi olustururlar. Oysa mannoproteinler
endoplazmik retikulumda sentezlendikten sonra golgi kompleksi ve sekretuvar
vezikiiller yolunu takip ederek plazma membranimnin digina salinirlar. Hiicre duvari
salgilanan mannoproteinler igin bir siizgectir. integral duvar mannoproteinlerinin duvar
yapisindan serbestlesmesi i¢in glukan ve kitin baglantilar1 zimoliaz ve kitinaz ile
kopartilir. C.albicans’ tan 4 ana yiiksek molekiiler agirlikli mannoprotein elde edilir;
bunlar sirasi1 ile 200, 340, 500 ve 650 kDa agirhgmdadir (35). Mannoz polimerleri,
yapisal polimerler olan B-glukanlar ve kitinin i¢ine gomiildiigii hiicre duvarmin amorf

matriksini olusturur (32).

C.albicans’ in mannoproteinleri ile diger maya mantarlarindan biri olan Saccharomyces
cerevisiae’ de bulunan mannoproteinler yapisal olarak benzerdirler (Sekil 2.2. ve Sekil
2.3.) (34). Her iki mayada da mannan, hiicre duvarina N- ve O- baglar1 ile baglidir. N-
bag1, endo-B-N-asetilglikozaminidaz H gibi glikozidazlara duyarli, kitobioz ve asparajin
(Asn) kalintist arasindadir. O-baglari ise hafif alkaliye duyarli bir mannoz molekiiliidiir
ve peptid zinciri olan serin (Ser) ve threonin (Thr) kalintilar1 arasinda yer alir

(30,36,37). N-bagi ile bagli mannan yapi tiire 6zgii iken, O-bagi ile bagli mannan yapisi



genus icerisinde ortaktir. Temel olarak mannopiranozid initeleri degisik baglar ile
birbirine baglanarak dallanan yapilar olusturmaktadir (5,38). Her iki mikroorganizma

arasindaki temel fark Candida daha fosforiledir ve daha uzun yan zincirlere sahiptir (5).
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Sekil 2.3. Candida albicans mannan hiicre duvar yapisi
(Martinez ve arkadaslarindan alinarak uyarlanmigtir, 1998)(32)

Polimorfik maya olan C. albicans serotip A’ nin hiicre duvar mannan yapist HPLC ve
ardistk NMR deneyleriyle tespit edilmistir. p-1,2 bagli mannoz kalintilarini igeren



serotip A’ nm, o-1,3 bagli mannoz {niteleri ve o-1,6 baghh dallanmis mannoz
kalintilarindan olustugu gosterilmistir (8). B-1,2 bagi; Saccharomyces cerevisiae’ de ise

yer almamaktadir (5).

Mannoproteinin esas yapisi proteine kitobiyoz kopriisii ve asparajin ile bir omurga
tizerinde dallanmis polimannozdur. Yiiksek oranda saf hiicre duvar mannoprotein
fraksiyonunun, 0,1 M NaOH ile ekstraksiyonu (B eliminasyon) ve bunu takiben
fraksiyonun anyon degisim kolonundan gegirilmesi ile mannobiyoz, mannotrioz ve
mannotetrozlar izole edilir. Mannan Kalitatif ve kantitatif olarak C.albicans hiicre
duvarinin ana komponentidir ve primer fizyopatolojik Onemi vardir (26,34,7).
Tomurcuklanan maya hiicrelerindeki mannan hif hiicrelerinden daha fazladir (31).
Mannan birkag fosfat grubu ile birlikte a-1,2, a-1,3, a-1,6 ve B-1,2 bagli mannopiranoz
tinitelerinden olusur (39,4). B-1,2 bagli mannoz iiniteleri ¢ok giiclii antijenik bir yap1
olan oligomannozil yan zincirini i¢germektedir (4). B-1,2 baghh mannooligosakkaritler
mannan yan zincirine bir fosfat grubu araciligiyla baghdir (4). B-1,2 bagh
mannooligosakkarit kistm memelilerde hiimoral antikor yanitinda a-bagh
mannooligosakkaritlere gore daha antijenik rol oynar. B-1,2 baginin antijenik epitopu
faktor 5° e karsilik gelmektedir (5,4). Yani faktor 5 serumu B-1,2 baglartyla reaksiyon
vermektedir. a-1,6 bag ise faktor 6 dan farkli antijenite gostererek faktor 9 serumuna
karsilik gelmektedir (5,4).

Candida serotip B’ de B-1,2 bagli mannoz iiniteleri sadece fosfat bagmna bagh
oligosakkarit kisminda vardir, serotip A’ da ise biitiin dallanmalarda B-1,2 bag1 vardir
(4). Hiicre duvarinin varligi, maya hiicrelerini diger yiiksek hiicrelerden ayirt eden bir
ozelliktir. C.albicans’ in hiicre duvari antijenik olarak sabit degildir. Dinamik bir yapiya
sahiptir, in vitro ve in vivo biiyiime kosullarina gore antijenik ¢esitlilik gosterir (34).
C.albicans’ ta mannan disinda baska antijenler de saptanmistir; bunlar arasinda énemli

olanlari salgisal proteazlar, enolaz ve 1s1 sok proteinleri gibi yapilardir (26).

Kandida mannanmin tam kimyasal yapisinin agiklanmasi patojenite mekanizmalarini
anlamada ve yeni antifungal ilaglarin ve immiinoterapotik yontemlerin gelistirilmesi

icin zorunludur (4). Seroloji ¢alismalarinin ¢ogu tiim mannan kompleksini antijen



preperasyonu  olarak  kullanmakta, farkli antikorlarla tek tek epitoplarn
tanimlamamaktadir. Serolojik 6zgiilliikle oldugu diistiniilen hiicre duvarinda bulunan
epitoplart belirlemek i¢in 0zgiil mannanin kimya yapisin1 belirlemeye yonelik
calismalar yapilmaktadir (32,34). Yapilan bir ¢alismada, koruyucu olan, koruyucu
olmayan ve enfeksiyonu artirict bagisik serumlar bulunmus, kandidaya antikor yanitinin
karmasik ve belki izotipe ve epitopa 6zgiil oldugu one siiriilmiistiir (40). Ancak epitop
bazinda agiklanmamis olan maya ve hif form arasindaki farkliliklarin tespit edilmesiyle
neoantijenik bir determinantin var olup olmadigmmin agikliga kavusturulmasi

gerekmektedir.

2.4 Kandidalarm Klinik Onemi

Kandida tirleri igerisinde C.albicans, enfeksiyonlarin ¢ogundan sorumludur ve tiim
dolasgim sistemi enfeksiyonlar1 arasinda en yiiksek mortaliteye sahiptir. Yogun bakim
tinitelerinde fungal enfeksiyonlarin mortalitelerinin yliksek olmasinin ¢esitli nedenleri
vardir. Bunlar hastalarin agir hastalik tablosu iginde olmalari, eslik eden ¢ok sayida
komorbidite faktorlerinin olmasi, erken tanida giigliikler, hastanede yatis siiresinin uzun
olmasi, antifungal ilaglarin immiinsiipresif ilaglar ile etkilesimi ve antifungal profilaksi
konusunun net olmayisidir. Genis spektrumlu antibiyotiklerin uzun siire kullanilmasi ise

kandidalarin gastrointestinal kolonizasyonunu artirir (10).

Fungal enfeksiyonlar, enfeksiyonun bolgesine gore siniflandirilabilirler;

1- Yiizeysel mantar enfeksiyonlari; enfeksiyon deri, tirnaklar ve mukoz
membranlar ile sirlhdir. Bu hastaliklar diinya {izerinde milyonlarca kisiyi
etkilemektedir ve tedaviye yanitlar 1yidir.

2- Subkiitandz mantar enfeksiyonlari

3- Sistemik (invazif) mantar enfeksiyonlari

Kandidiyazisli hastalarda C.albicans derin dokulari istila eder ve yasami tehdit eden
sistemik enfeksiyonlara neden olur (8). Kandidiyazisle ilgili olarak yiiksek morbidite ve



mortaliteye ragmen bu enfeksiyonun insidansinda bir azalma goériilmemektedir. Cilinkii

sistemik kandidiyazisin klinik ve mikrobiyolojik tanisi zordur (41).

2.5 Kandida Enfeksiyonlarinin Viriilans ve Patojenitesi

Patojenite ve viriilans ile ilgili biyolojik fonksiyonlarin birgogu hiicre duvarinda
yerlesiktir. Kandida tirlerinin hiicre duvar mannoprotein yapist konak-mantar
iliskisinde ve viriilansinda ¢ok Onemlidir (4). Kandida enfeksiyonlarinin gelisiminde
konak savunma mekanizmalar1 ve mikroorganizmanin viriilansi rol oynar. Saglam deri
ve mukozalarin kandida enfeksiyonlarmin gelisimini onlemede rolii biiyiiktiir. Deri
maserasyonuna neden olan her tiirli olay, saglikli kisilerde de duyarli bolgelerde
kandida invazyonuna izin verir. Kandidalar dermise veya kan dolasimina gectiginde
polimorfoniikleer l6kositler savunmaya Kkatilir. Notrofillerden bagska monosit ve
eozinofiller fagositozda yer alir. Doku makrofajlarinin ve yerlesik retikiiloendotelyal
hiicrelerin de kandidalar1 6ldiirme kapasiteleri vardir. Kandidalar herhangi bir nedenle
bulunduklar1 ortamda kosullar1 degistirerek miktarlari artarsa veya florasiz bir bolgeye
gecerlerse, firsatg1 kandida enfeksiyonlarina yol agabilirler. Ozellikle hastane kaynakl
enfeksiyonlarda mikroorganizmanin biyofilm olusturmasi ve biyomateryal ylizeylere
tutunma 6zelligi patogenezde onemli rol oynar. Biyofilm olusturan suslar immiin sistem
ve antimikrobiyal ilaglara daha direnclidir ve bu durum tedavi basarisini etkilemektedir.
Biyomateryal kaynakli enfeksiyonlarin tedavisi ¢ogu zaman yabanct cismin

cikarilmasiyla ¢oziilmektedir (18).

Candida albicans agiz mukozasi ve plastik yilizeylere en iyi tutunan mantardir (24).
Kandidalarin konak dokuya tutunmasi blastospor fazinda daha fazladir. Ortamda seker
bulundugunda veya 2 degerlikli iyonlar (Mg*?, Ca*?) bulundugunda tutunmas1 artar.
Ornegin, 50 mM galaktoz iceren besiyerinde iiretilen kokenler goreceli olarak diisiik
yogunlukta glukoz igeren besiyerinde iiretilen kontrollerden on kat daha fazla tutunma
gostermislerdir. Dolayisiyla mannoprotein molekiilleri tutunmayi saglamakta ve
viriilansda 6nemli rol oynamaktadir (31). Mono ve disakkaritler tutunmay1 pek az
artirir, amino sekerler ise tutunmayi inhibe ederler (24). C.albicans’ i yiizeyindeki

mannoprotein fibriller taramali elektron mikroskop teknikleri ile incelenmis ve bunlarin
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hiicre yiizey hidrofobisitesi ile iligskisi ortaya konmustur. Hiicre yiizeyinde
mannoprotein fibriller arttikga hidrofobisite ve dolayisiyla tutunmada artmaktadir (31).
Kandida patojenitesi viriilans faktorlerine baglidir. Bunlar; salgilanan hidrolitik
enzimler, maya formundan hif formuna gecis, antijenik degisiklik, fenotip degisimi,

konak hiicrelere tutunma ve hiicre yiizey hidrofobisitesidir (4).

Serolojik 6zgiillikkten sorumlu olan yap1 hiicre duvarmin dis yiizeyinde bulunan mannan
yan zincirleridir (35,42). Mannoprotein antijenlerin konaga sunumu C.albicans’
patojenitesinde rol oynamaktadir ¢iinkii bu mantarlarin hiicre duvar igerikleri giicli
modiilator etkili molekiillerdir. Diger yandan patojenin konaga yapismasi enfeksiyon
olusmasimin gerekliliklerinden bir tanesidir. insan epitelyal hiicrelerine C.albicans’ mn
tutunmasindan mannoprotein ya da glikoprotein yapida olan “adezinler” sorumludur
(43,44). Asil o6nemli kismin protein kismi oldugu da disiiniilmektedir. Ayrica
C.albicans hiicre duvar mannoproteinleri in vivo sitotoksik hiicreleri de uyarmaktadir.
Bu o6zellik sitotoksik hiicrelerin mikrobiyal patojen ve timér gelisimi kontroliindeki
rolleri nedeni ile de onemlidir (36). Deneysel ¢alismalarda glikoproteinlerin verilis
yoluna ve fraksiyonuna bagli olarak hiicre duvarinin ya immiinoadjuvan ya da
imminosupresif etki gosterdigi tespit edilmistir. Ancak Candida albicans
mannoproteininin immiinomodiilator etkisinde hangi molekiiler yapinin sorumlu oldugu
ortaya konulamamistir. Kandida tirleri ile dogada ve insan florasinda siirekli iligki

igerisinde bulunmamiz etkin molekiiliin bilinmesi agisindan 6nemlidir.

2.6 Kandida Tiirlerinin immiin Sistemle Etkilesimi

C.albicans’ in konaga tutunmasinda konak ile ilk karsilasan kisim hiicre duvar mannan
yapisidir (4,2). Hiicre duvarmin en dis katmani konak ile etkilesimdedir ve anti-kandida
immiin yanitlarinin sekillenmesinde en onemli rolii oynar (4). Kandidalara karsi
hiimoral ve hiicresel bagisiklik gelismekle beraber hiicresel bagisikligin rolii daha
biiyliktiir. Genel olarak yiizeysel deri enfeksiyonlarinda hiicresel bagisikligin, sistemik
enfeksiyonlarda ise dogal direncin yaninda hiimoral bagisikligin 6ne ¢iktig1 sdylenebilir
(45). Maya formu enfekte dokuda ¢ogalabilmek, hif formu ise immiin sistem hiicrelerini

isgal etmek i¢in kullanilir (29). Mannan antijenik yapi olmasinin yanisira viriilansta da
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rol oynar. Mantarlara kars1 bagisiklikta T hiicre aracili immiinite reaksiyonlar1 ana rolii
oynamaktadir. Mantarlarin ¢ogu yiiksek derecede immiinojeniktir (46,45). Mantarlara
kars1 immiin cevapta notrofil, makrofaj ve bu hiicrelerin aktive ettigi Th1 hiicreler de rol
oynamaktadir (29). Fagosit hiicrelerden 6zellikle notrofil ve makrofajlar, mantarlarin
oldiirtilmesi igin gereklidir. Notrofiller, makrofajlardan daha fazla IL-10, IL-12 gibi
yonlendirici sitokinlerin {retilmesini saglarlar. Dentritik hiicrelerin Th yanitinin
baslatilmasinda 6nemli rolii vardir. Mantarlarla iliskisine bagli olarak kandidalar ya
deride kommensal olarak kalmakta ya da patojen olarak davranmaktadir. Dentritik
hiicreler mantarlar1 fagositoz yaparlar ve mayalar hiicre igerisine alindiktan sonra
fagolizozom olusturarak parcalarlar. Hifler fagolizozom membrani1 yirttiktan sonra
sitoplazmaya kacarlar. Dentritik hiicrelerde mayalar igeri alindiktan sonra IL-12 ve NO
tiretilir, hifler boyle bir etki yapmazlar. Yani DH’ ler C.albicans’ in iki formuna kars1
olusturulacak bagisik yaniti ayirt etme ve Th yanitlarii etkinlestirme yetenegine

sahiptirler (29).

Kandida hiicre duvarinda bulunan mannan, T lenfositlerin duyarl hale gelmesine neden
olan antijendir. Mannanin hiicresel ve hiimoral yaniti stimiile ettigi bazen de baskiladigi
saptanmistir (25) ve lenfositleri indiikleyen en 6nemli antijen oldugu deneysel kanitlarla
gosterilmistir (47). Duyarli hale gelen T lenfositler lenfokin salgilarlar ve makrofajlar
aktive ederler. Hiicre duvari, mantara fiziksel koruma saglar (2), onu kompleman aracili
lizis gibi konak savunmalarina karsi direngli kilar (45). Mantar hiicre duvari
komponentlerini tanimak ve yanit gelistirmek i¢in, TLR ailesinden beta-glukan
reseptorli, mannoz reseptorleri ve kompleman reseptorleri bu siiregte dnemli rollere
sahiptir (46,48). Enfeksiyonun erken doneminde pro-inflamatuvar sitokinlerin (TNF-a.
ve IL-6) iiretimi, gerek enfeksiyonun kontrol altina alinmasi gerekse koruyucu Thl
yanitlariin gelisimi agisindan gereklidir (29). Th1’ in en ideal diizeyde reaktivasyonu
ve idamesi i¢in IL-4, IL-10 ve IL-18 in fizyolojik diizeylerde mevcudiyeti ve 1L-12’

nin tiretimi gereklidir (29).

Bir canlinin hastaliklara kars1 korunmasinda, patojenlerinin ve tiimor hiicrelerinin
taninip yok edilmesinde gorevli fonksiyonlarin tiimii bagigiklik sistemini olusturur.
Dogal ve kazanilmis bagisiklik olmak iizere iki tip bagisiklik durumu vardir. Antijene

0zgiil olmayan immiin cevap diger adiyla akut faz cevabi da dogal bagisikligi olusturan
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sistemlerden biridir. Akut faz reaktanlari herhangi bir enfeksiyon esnasinda viicutta
miktar1 artan ya da azalan, bdylece bize enfeksiyon varligini diisiindiirten genellikle
protein yapidaki maddelerdir. Miktarinda artis yasanan maddelere pozitif, azalanlara
negatif akut faz reaktani denir. A2M’ de pozitif akut faz reaktani olarak karsimiza
¢ikmaktadir. A2M; makroglobulin ailesinin bir iiyesidir. Bu ailenin diger iiyeleri ise
kompleman komponentleri (C3-C4-C5) ve pregnancy zone protein (PZP)’ idir. Bu aile
iiyelerinin hepsindeki ortak nokta internal tiyol ester bagi igermeleridir. Bu bag beta

sisteinil ve gama glutamil arasindadir.

A2M, plazma proteinlerinin % 8-10’ luk kismin1 olusturan biiyiik bir glikoproteindir ve
glikolizasyon miktarina bagl olarak 650-900 kDa arasindadir. 12. kromozomun kisa
kolu tizerindeki 48 kb’ lik 36 ekzon igeren bir gen tarafindan kodlanan A2M’ nin 6nciil
proteini 1474 amino asitten olusmustur. Plazma ¢inkosunun % 10’ luk kism1 serumdaki
konsantrasyonu, 2-4 mg/mL olan alfa-2-makroglobulinle beraber tasinmaktadir. insanda
baslica sentezlendigi hiicreler; hepatositler, akciger fibroblastlari, monosit-makrofajlari,
astrositler, bazi timoér hiicre serileridir; melanoma hiicreleri gibi. Bir¢ok c¢alisma
inflamasyonda proteinaz-proteinaz inhibitorii dengesinin saglanmasinda A2M’ in gorev
aldigin1 gostermistir. Bazi hastaliklarda plazma ve degisik hiicre disi sivilarda A2M
seviyesinin artmig oldugu gosterilmistir, bunlardan amfizem (49), periodontitis (50),
romatoid artrit (51), pnomoni (52), alzheimer hastaligi (53), akut ve kronik
enfeksiyonlar sayilabilir. Serumda ve diger sivilarda elastaz, kollajenaz, plazmin,
trombin, kallikrein gibi degisik molekiillerle kompleks yaptigi da bilinmektedir (54).
Insanda A2M eksikligi sadece bir vaka da tespit edilmis ancak 1979 yilinda rastlanan bu
olgunun plazmasinda, A2M' e 6zgiil antikorlar tarafindan taninan, ancak elektroforetik
mobilitesi daha diisiik bir molekiil gosterilmesine ragmen bu molekiil tam olarak
tanimlanamamustir (55). Bugiline kadar insanda tam bir A2M eksikligi tanimlanmig
degildir, bu da biyolojik olarak ne kadar 6nemli bir molekiil olduguna isarettir. Alfa-2-
makroglobulin, bir proteaz inhibitérii ve sitokin tasiyicisi olarak islev gorir. A2M
dogustan kazanilmis immiin sistemin evrimsel olarak ¢ok 1yi korunan bir molekiiliidiir.
Bu bilgilere dayanarak C.albicans ile immiin sistem arasindaki iliski incelenirken serum
proteinlerinin en 6nemlilerinden olan A2M proteini secilmistir. Proteazlar ister endo
ister ekzo kaynakli olsun kanda serbest halde dolastiginda zararlidirlar. Bunlar,

insanlarin bag doku hastaliklarinda rol oynayan 6nemli ajanlardir, ayrica prokaryot ve
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Okaryot parazitlerin patojenitesine katkida bulunan onemli viriilans faktorleridir. Bu
proteaz uyarimina karsi organizma birgok proteaz inhibitorii gelistirmistir. Bu proteazlar
2 ana sinifta toplanirlar, aktif bolgeyi inhibe edenler ve aktif bolgeyi kafesleyip
yakalayanlardir. A2M giiclii yakalama ve kafesleme 6zelligi ile bilinen mekanik
simiflandirmalardaki (serin, metallo, sistein ve aspartat) biitiin proteinazlarin inhibe
edilmesinde gorev almaktadir. A2M tarafindan yakalanan proteinazlar halen kiiciik
molekiiller tizerinde etkili olabilmektedir ancak biiyiik kiitleli proteinler A2M tarafindan
korunur. A2M, proteazi fiziksel olarak igine alip yakalar bu yoOniiyle proteazlari inhibe

eden tek enzim inhibitorudir.

A2M her biri 180 kDa’ luk dort alt tiniteden olusmus bir homotetramerdir ve silindirik
goriinimdedir. Bu alt {niteler ikiserli olarak disiilfit baglariyla birbirlerine
baglanmiglardir ve A2M’ nin bu iki tane birbirinden bagimsiz fonksiyonel {initesi
“yarim molekiil” olarak bilinmektedir. Bu molekiiller ana A2M’ nin rediiksiyonu veya
alkilasyonuyla olusturulabilirler ki filogenetik olarak daha eski olan A2M’ lerin yarim
molekiiller olarak bulundugu goézlenmistir. Her yarim molekiil iki uzun ve iki kisa
koldan olusmak suretiyle dort koldan meydana gelmistir ve bu iki yarim molekiil bir
halka ile birbirine baglidir. Birbirine disiilfit baglariyla bagli iki monomer, yarim
molekiil yapisini olusturur. Her monomer bir uzun bir de kisa koldan olusur. Her yarim
molekiilde bulunan bu uzun kollar proteazi yakalayan kollardir (56). Inhibisyon islemi,
proteinazlarin A2M’ in i¢ oluguna yerlesmesi ile baslar. “Tuzak bolgesi” diye tabir
edilen bolgeden 6zel bir aminoasit bolgesinin kesimlenmesi ile birlikte bir sisteine bagl
tiyo-ester baginin ¢ikarilmasiyla A2M ile proteinaz arasinda kovalent bag olusur (57).
Par¢a kopmasi ve proteinazla baglanma sonucu konformasyon degisikligi ile
reseptOriine baglanma bdlgesi olusur, Bilinen en 6nemli reseptorii LRP’ dir. LRP’ ye
baglanma sonucunda proteinazlarin temizlenmesi (58,59) ve sinyal iletim yolunun

uyarilmasi saglanir (60, 61).

A2M’ nin elektroforezde gdzlenen yavas ve hizli formlart vardir. Hizli formu proteazi
yakalaylp konformasyonel degisime ugrayan daha kompakt bir yapidadir ve
elektroforezde bu yiizden yavas formundan daha hizli yiiriir. Bu hizli formun
gozlenebilmesi i¢in iki yarim molekiiliin bir arada olmasi lazimdir ve bu da A2M’ nin

tetramerik formunu olusturur. Her yarim molekiil birbirine kovalent disiilfit baglariyla
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bagli iki monomerden olusur fakat iki yarim molekiil birbirlerine nonkovalent bag ile
baglidir. Dolayisiyla sadece SDS muamelesi ile A2M iki dimer molekiile doniisiir fakat

disiilfit baglar1 kopmaz sadece iki yarim molekiil birbirinden ayrilir (62).

Hastaliklarda A2M” in yiikselmis seviyelerine ragmen inflamasyonda proteolitik doku
parcalanmasi gergeklesir. Bakteri enfeksiyonlar1 ve otoantijenlere karsi inflamasyon
cevabinda oksidasyonun rolii bir ¢ok literatiirde gosterilmistir (63,64). Oksidatif burst
(patlama) sirasinda makrofaj veya nétrofillerin saldigi oksidanlar mM seviyesine kadar
c¢ikabilmektedir. Inflamasyonla artan proteolizise; A2M gibi proteinaz inhibitdrlerinin
katilimi molekiiliin oksidasyonu sonucu olabilmektedir (65). Proteinlerin oksidatif
modifikasyonu birgok amino asit dizilerinin 6rnegin; sistein, metionin, tirozin, triptofan
ve lizin gibi degisimine neden olur. Viicutta hicbir enfeksiyon gozlenmezken de A2M
diizeyinde artis gozlendigi bilinmektedir. Embriyogenez, ¢ocukluk ve hamilelik, plazma
A2M diizeylerinin fizyolojik olarak yiiksek seyrettigi donemlerdir ki, bunlar hayattaki
tic 6nemli siirece farklilagma, gelisme ve biiyiime evreleri ile paralellik gostermektedir.
Alfa-2-makroglobulin; proteaz inhibitorii olarak gorev yapmasmin disinda sitokin
tastyicisi olarak da islev goriir. Bliylime faktorlerinden olan bFGF, b-NGF, PDGF, ve
TGF-B doku hasar1 tamir mekanizmalarinda gorev yaparlar; angiogenezis, fibroblast
proliferasyonu, diiz kas hiicre proliferasyonu, kollajen depolanmasi ve ndronal
rejenerasyonunda islev goriirler. Bu biiylime faktdrlerinin hiicre fonksiyonlarini regiile
edebilmesi icin A2M’ ne baglanmasini engelleyen veya bagl oldugu A2M’ den
salinmasin1 saglayan bir mekanizma olmalidir. Oksidasyon, biiyiime faktorleri ve
sitokinler arasindaki iliskide kilit mekanizma olarak is goriir. Soyle ki; okside olmus
A2M; TNF-a, IL-2 ve IL-6 y1 tutarak akut inflamasyonun ilerlemesini azaltarak
diizenlerken A2M’ ne baglanmis bFGF, b-NGF, PDGF, ve TGF-B’ yi de salarak doku
tamir siireglerinin gelisimini artirarak diizenler (66). Yapilan diger bir ¢alismada ise
okside A2M’ in TNF-q, IL-2, ve IL-6” ya baglanmalarinin arttig1 ve b-NGF, PDGF-BB,
TGF-B1, ve TGF-B2’ ye baglanmalarinin ise azaldig1 gosterilmistir (67).

C.albicans’ in immiin sistem {izerine olan etkilerinin dogal sartlardaki immiinite ile
iliskili oldugu bilinmektedir. Deney hayvani modellerinde, C.albicans araciligi ile
konakc¢ida agresif tiimorlere veya enfeksiydz ajanlara karsi korunma saglanmaktadir

(68,69). Bu nedenle C.albicans gii¢lii bir biyolojik yanmit modifikatoridir ve
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immiinomodiilator etkisi oldugu anlagilmigtir (70,71,72). C.albicans araciligi ile gelisen
immiinomodiilator etki bu mantarin insan kommensal florasinin bir pargasi olmasi
nedeniyle 6zel bir durum olusturmaktadir. Hiicre duvari dogal immiin hiicreler
tarafindan taninan patojen-bagintili molekiiler paternlerin ¢ogunu igerir (2) ve insan
serumunda anti-mannan antikorlarin bol miktarda var oldugu gosterilmistir. Hiicre
duvar1 mannanina kars1 serumda pozitif presipitin testinin kandidiyaz tanimi i¢in degeri
sinirlidir.  Enfeksiyon sirasinda dolasan mannanin veya anti-mannan antikorlarin
belirlenmesinin  dissemine kandidiyaz tamiminda uygulanmasi i¢in ¢ift yonli
immiinoelektroforez, radyoimmiin assay, ELISA ve lateks agliitinasyon deneyleri
bulunmaktadir. Serumda veya diger viicut sivilarinda mantar antijenlerinin tespit
edilmesine yonelik testler invazif mantar enfeksiyonlarinin serolojik tanisi i¢in daha
degerlidirler. Bu amagla mannan, D-arabinitol, enolaz ve 3-D-glukan arastirilmaktadir,
en yaygin kullanilan ise mannan antijen testidir (73). Hiicre duvarinin mannan disindaki
antijenleri ile sitoplazma antijenlerinin belirlenmesi ile ilgili deneyler gelistirilmistir
(74). ELISA ile mannan varliginin tespit edilmesinin duyarliligit % 23-100 ve 6zgiilligi
% 92-100 olarak bildirilmektedir. Serumda mannan belirleyen ticari testler Cand-Tec
(Ramco Laboratories Inc., Houston, Texas) sistemi diger metodlara kiyasla % 30 - % 50
oraninda duyarli bulunmustur. Bir diger ticari sistem Pastorex Candida (Sanofi
Diagnostics Pasteur, Marnes-la-Coquette, France) testi timit verici goriilmektedir, ancak
bir klinik ¢alismada testin duyarliligi % O olarak da bulunmustur (32). Bazi ¢alismalarda
ise Cand-Tec sisteminin -1,3 bag i¢in diisiik 6zgiillik ve hassasiyete sahip oldugu da
ifade edilmektedir (75).
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3 GEREKCE VE AMAC

Hastane kaynakli mantar enfeksiyon etkeni olarak C.albicans dordiincii siradadir. Bu
enfeksiyonlar ciddi morbidite ve mortaliteye yol acarak aile, hastane ve iilkeye dnemli
zararlar vermektedir. Uygulanan tedavilerle birlikte patojen mantar tiirlerinin spektrumu
ve direng paternleri degismektedir. Ozellikle tiazol grubu antifungallerin profilaktik
olarak sik kullanimlar1 sonucu daha direngli kandida tiirleri gelismis, kolonizasyon ve
sistemik enfeksiyonlar artmistir. Bunun sonucunda farkli hedefleri etkileyen yeni
ilaclara ve tedavi uygulamalarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Modern tiptaki gelismelere
ragmen mevcut tan1 yontemleriyle erken tani her zaman kolay olmamaktadir ve yeni
mantar testlerinin gelistirilmesi 6nem kazanmaktadir. C.albicans insanda hem
kommensal hem de patojen olarak bulunabilen bir mantardir. Maya hiicre duvari
mantar-konak iliskisinde 6nemli rol oynamaktadir. Clinkii tutunmada rol oynayan hiicre
duvarinin en dig tabakasidir. 37 °C’ de serum veya RPMI igerisinde maya 3-4 saatte
germ tiip olusturmakta ve hif formuna donmektedir. Maya hif yaptiginda hiicre
duvarinda yapisal degisiklik meydana gelmektedir. Hiicre duvarinda yer alan
proteinlerin yapist degismekte ve hif formunda damarlara daha ¢abuk baglanmaktadir.
Yani hif formu maya formunda olmayan ¢esitli antijenik 6zelliklere sahiptir. C.albicans
hiicre duvarinin ana komponenti mannan yapidir ve primer fizyopatolojik 6nemi vardir.
Bu ¢alismada; maya ve hif hiicre duvar formu arasindaki farkliliklarin agiklanabilmesi
icin mannan yapinin konfiglirasyon degisimi ve ifadesi monoklonal ve poliklonal
antikorlar kullanilarak aydinlatilmak istenmistir. Boylelikle serumda mannan belirleyen
ticari testlerin duyarlilifi ve Ozgiilliglinii artiracak yeni determinantlar tespit
edilebilecek ve ticari test sistemlerine ilave yapilabilecektir. Bununla birlikte hif
formuna geg¢isin immiin sistem iizerine etkisi ile daha dnce yayinlanmis ¢alisma yoktur.
Enfeksiyon olusturan kandida antijenlerinin, immiin sistem proteinlerinden evrimsel
olarak ¢ok iyi korunan alfa-2 makroglobulin molekiilii segilerek iizerinde bir etkisinin
olup olmadiginin da arastirilmasi hedeflenmistir. C.albicans’ in antijenik yapilarinin
tanimlanmast ve bunlarin immiin sistem {iizerine olan etkilerinin ortaya konulmasi

kandida ile siirekli temas halinde bulunmamiz nedeniyle énemlidir.
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4 MATERYAL VE YONTEM

4.1 Materyaller

41.1

4.1.2

413

4.1.4

4.1.5

Mantarlar ve bakteriler

Candida albicans (ATCC 26555)
Salmonella choleraesuis (211) (Institute Pasteur, France)
Salmonella infantis (Orta Dogu Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi Biyoloji

Anabilim Dal1 6gretim iiyesi Prof.Dr. Hiiseyin Avni Oktem’ ten alinmistir.)

Hiicre Susu

FO myeloma hiicresi (Gazi Universitesi, Tip Fakiiltesi Immiinoloji Anabilim

Dal1 6gretim tiyesi Prof.Dr. Cemalettin Aybay’ dan alinmistir.)

Primer kiiltiir

Disi fare periton makrofaj hiicresi

Besiyerleri

RPMI 1640 w/o L-Glutamine, 500ml, Lonza, BE12-167F.
Hypoxanthine-Thymidine-HT Media Supplement [50X], Sigma, H0137.
Hypoxanthine-Aminopterin-Thymidine-HAT Media Supplement [50X], Sigma,
H0262.

YEPD-Buyyon/ YEPD-Agar

LB-Agar

Deney hayvam
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6 haftalik (25-30 gr) disi Balb/C fareler immiinizasyon i¢in kullanildi. Fareler degisik
biiyiikliikte kafeslerde 3-6 adet olarak barindirildi. 25°C sabit sicaklikta, 12:12 saat
aydmlik-karanlik dongiisiinde tutuldu. igme suyu ve laboratuvar denek hayvani yemi
“ad libitum” kisint1 olmaksizin verildi. Deneyler sonrasi hayvanlar servikal dislokasyon
ile 6tenazi edildi. Calismamiz, Ankara Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu karar sayis1 2012-16-104 ve tarihi 01.08.2012 ile onay almustir.

4.1.6 Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar asagida listelenmistir:

Cihaz Marka, Model

Su banyosu Niive

-80°C derin dondurucu Sanyo

-20°C derin dondurucu Ugur Derin Dondurucu

+4 buzdolab1 Ugur Buzdolab1

Sinif 11 biyogiivenlik kabini MetiSafe

Sivi azot tanki International Cryogenics, Inc. Director D-4000
Otoklav ALP

Agilir baglikli sogutmali santrifiij Santrifiij Allegra X15-R Beckman Coulter
Santrifiij Santrifiij Microfuge 18

Gii¢ Kaynagi Hoefer PS200-HC

pH metre Jenco 6173

COz etiiv Caron,QOasis incubator

Etiiv Memert

Mikroskop Leica

Thoma lami1 Marienfeld, Cat no: 0640710
ELISA Reader Molecular Devices SpectraMax M2

ELISA Washer Biotek ELX50

Calkalayici FINEPCR

ELISA plak calkalayict Biosan PSU-2T plus

Vortex Elektro-mag

Biologic Flow Kromatografi Biorad
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Liyofilizator

Goruntileme cihazi

Peristaltik pompa

Elektroforez sistemi

Cell dissociation sieve-tissue grinder kit

ImmunoPure Monoclonal Antibody
Isotyping Kit (HRP/ABTYS)

BCA Protein Assay Kit

SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate Kit
HiTrap Chelating HP (HiTrap affinity
column)

Sefaroz bead

Gradient Makers

Pipet seti (0.1-3 pl, 0.5-10 pl, 2-20 pl,
10-100 pl, 20-200 pl, 20-200 pl, 100-
1000 pl, 500-5000 pul ve 1-10 ml)

8 kanall1 pipet (30-300 pl)
Immiinfloresan slide

Makas, ince ve kalin uglu pens

4.1.7 Sarf malzemeleri

Univapo 150 ECH

Kodak 4000 MM

Versa Doc Imaging System 1000TM
Peri-star

Hoefer®Tall Mighty Small (SE 280) System
Sigma, CD1

Pierce, 37501

Thermo Scientific, 23225
Thermo, 34080

GE Healtcare

Sigma
Hoefer SG15
Biohit

Biohit

o 25,75 ve 125’ lik flask, CellStar, 82051-074, 82050-856, 82050-872.

e 0,22 ve 0,45 um’ lik steril filtre, Sarstedt Filtropur, 83.1826, 83.1826.001.

e 15ve 50 ml’ lik falkon tiip, Sarstedt, SS-4205, SS-7205.

e 5,000 kDa olan ultrafiltrasyon tiipleri, Vivaspin, VS15RH11.

e 6,12, 24, 48 ve 96 kuyulu hiicre kiiltiir flaski, Costar, 3506, 3512, 3527, 3598.
e Steril enjektor, Hayat, 8696569000227.

e Pastor cam pipet, Isolab, 084.01.001.

e Plastik pastor pipet, Isolab, 084.22.001.

e Pamuk
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e Distile su/Bidistile su

e 0.1-10 pl-790011F, 0.5-20 ul-790021F, 2-120 pl-790101F, 5-200 pnl-790201F,
5-300 pl-790301F, 10-500 pl-783206, 50-1000 nl-791001F, 50-1200 pl-
791211F, Biohit tip.

e 6 cm?steril petri kabi, FiratPen, 8870000011.

e 1500 pul epperdorf tiip, Eppendorf, 0030125.150.

e ELISA plak ,Nunc, Lockwell C8, Maxisorp, NC-446469.

e Seal, Nunc, Easypeal- Easyseal, Sealing Tape, NC-236707.

e 1,8 ml Kriyovial tiip, Nunc, V7884.

e Cam deney tiipii.

e Lam-Lamel, Superior, C911050.

e 10.000 MW diyaliz membran, Thermo, 68100.

4.1.8 Kimyasal malzemeler

Calismada kullanilan kimyasal malzemeler asagida listelenmistir:

Kisaltma Kimyasal Firma Katalog No
FBS Fetal Bovine Serum Pierce 89986
PEG Poli etilen glikol, Solution %50 w/v ~ Sigma 7181
DMSO Dimetil Stilfoksit Sigma 472301
HCI Hidroklorik Asit Merck 100317
C2H40: Asetik asit 99.8% ACROS 64-19-7
H2SO04 Stilfiirik Asit Sigma 339741
NaOH Sodyum Hidroksit Acros 1310-73-2
SDS Sodyum Dodesil Siilfat Sigma L3771
NaBH, Sodyum tetrahidraborat Fluka 452173
NaCl Sodyum Kloriir Merck 106404
NHsSOs  Amonyum Siilfat Fisher Biotech 7783-20-2
Na:HPOs;  Di-sodyum bi hidrojen fosfat Fisher Biotech 7558-79-4
NaH2PO4 Sodyum dihidrojenfosfat Fisher Biotech 7558-80-7
KH,POs4  Potasyum di-hidrojen fosfat Merck 104873
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KCI
EDTA
ZnS04
PEG6000
BSA
TMB

NaCO;
NaHCOs3
A2M

ACMK-1

MgSO4

MgCl;
APS

Potasyum Kloriir

Etilen diamin tetra asetik asit
Cinko Siilfat

Poli etilen glikol 6000

Bovine Serum Albumin

One Component HRP Microwell
substrate

Sodyum karbonat

Sodyum Bikarbonat
Rekombinant Alpha-2
Macroglobulin,

Candida albicans antibody ACMK-1

Magnezyum Siilfat

Magnezyum Kloriir

Amonyum persiilfat,

Penisilin

L-Glutamin

OPI Media Supplement, Hybri-Max,
y-irradiated, lyophilized powder,
suitable for hybridoma [100X]
D-(+)-Mannoz

Fenol

Tripton

Sukroz

Triklor asetik asit

Gliserol

Tris Base

Methanol >99.9%
Paraformaldehit 96%

5X Stabilcoat, Immunoassay
stabilizer

Affinity Purified Antibody
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Fisher Biotech
Sigma
Merck
Merck
Sigma

Surmodics

Fisher Biotech
Fisher Biotech
RD systems

Matriks Biotek
Laboratories
Merck

Sigma

Sigma
BioShop
BioChrom

Sigma

Merck

Merck

Pronadisa

Sigma

Merck
Gerbu-Ambresco
Sigma

Sigma

Fisher Biotech
SurModics

KPL

7447-40-7
E9884

108883

817007

AT7030
TMBW-1000-01

497-19-8
144-55-8
7836-AM-050

105886
208337
A3678
PEN333.25
K0282
05003

M6020
100206
1612-500
S7903
100807
56-81-5
T1503
34860
30525-89-4
SC05-1000

074-1807



Peroxidase Labeled Goat Anti-mouse

19G, IgA, IgM,
Affinity Purified Antibody

Peroxidase Labeled Goat Anti-mouse

IgM

Freund's Complete Adjuvan
Freund's InComplete Adjuvan
Poly-L-Lysine hydrobromide, mol
WT>300,000,

Ethanol

Fluorescein labeled affinity purified
antibody to human IgM (p)
Ketalar

Tween 20

Stained-Marker, Pierce 3-Color
Protein Molecular Weight Marker
mix

Un-stained Marker, Protein Ladder
ColorPlus Prestained protein Ladder,
Broad Range(10-230 kDa)

Pepton bacteriological,

Yeast extract

Coomassie G-250

Sypro-Ruby

Laemmli Sample Buffer
2-merkaptoethanol

Akrilamid

Bisakrilamid

Tris-Cl

Temed

Agar

2-propanol
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M6250
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4.2 Yontemler

4.2.1 Mantar ve bakteri suslariin hazirlanmasi

Candida albicans standart susunun devamliligi steril kosullarda YEPD-Agar (Yeast
extract-5 g/l, Tripton-20 g/l, NaOH-0.25 ml, Dekstroz-20 g/l ve Agar-15 g/l, pH 6,8)
besiyerine ekimi yapilarak 28 °C’ de 3 giin inkiibasyon sonunda saglandi. Elde edilen
kolonilerden YEPD-Buyyon (Yeast extract-5 g/l, Trypton-20 g/l, NaOH-0.25 ml ve
Dekstroz-20 g/l) besiyerine pasajlar yapilarak ¢ogaltildi.

C.albicans hif formu, kandida susunun sivi besiyerine ml’ de 10 pg yas hiicre olacak
sekilde pasajlanmasi ve 37 °C’ de 3-4 saat ¢alkalamali inkiibatorde bekletilmesiyle elde
edildi. Candida albicans ve hif formu elde edildikten sonra % 4 paraformaldehit w/v
(PBS) ¢ozeltisi ile fikse edilerek, +4°C’ de muhafaza edildi.

Salmonella choleraesuis (211) ve Salmonella infantis suslarinin devamliligi LB-Agar
(Yeast extract-5 g/l, Tripton-10 g/I, NaCl-0,5 g/l, NaOH-0.001N ve Agar-15 g/l, pH 8)
besiyerinde steril kosullarda 37 °C’ de saglandi. Elde edilen koloniler PBS (NaCl-136
mmol/L, NaxHPO4-8 mmol/L, KH2PO4-1,46 mmol/L, KCI-2,7 mmol/L) igerisine
topland1 ve 99 °C’ de su banyosunda 2 saat kaynatildiktan sonra ELISA test sistemi i¢in
kullanildi.

4.2.2 Hiicrelerin hazirlanmasi ve depolanmasi

FO myeloma hiicre hatti

FO myeloma hiicre hatti complete RPMI (%1 v/v Penisilin, %1 v/v L-Glutamin, %9 v/v
inaktive edilmis FBS) besiyerinde 37 °C ve % 5 CO: igeren inkiibatorlerde ¢ogaltildi.

Fetal Bovin Serum Inaktivasyonu

-20 °C’ de muhafaza edilen fetal bovine serum (FBS) 37 °C’ deki su banyosunda

¢oziinmesi saglandiktan sonra 56 °C’ deki su banyosunda 30 dk inkiibe edilerek
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inaktive edildi, ardindan 50° ser ml’ lik falkonlara pargalara boliiniip, tekrardan -20 °C’

de kullanima kadar muhafaza edildi.

Primer Kiltir Eldesi

Saglikli 6 haftalik (25-30 gr) disi Balb/C farelere servikal dislokasyon sonrasi

peritonuna 5-6 ml steril 37 °C’ de su banyosunda bekletilmis complete RPMI enjekte
edildi. Biraz beklendikten sonra periton derisi kaldirildi, bagirsaklarin delinmemesine
Ozen gostererek enjeksiyon tekrardan ¢ekildi. Bu sivi 24 °C ve 500 g’ de 20 dk
santrifiijlendi (agilir baglikli). Santrifiij sonras1 elde edilen koyu renge yakin pellet bir
miktar complete RPMI’ da ¢6ziildii, elde edilen makrofajlar flasklara yayilarak 37 °C ve
% 5 COgz iceren inkiibatorlerde cogaltildi. Yeterli ¢ogunlukta ve saglikta olan hiicreler
flaska hizlica vurularak kaldirildi, 400 rpm’ de 4 dk santrifiij edildi. Bir miktar inaktif
FBS’ de pellet ¢oziildii. Hiicreler kriyovial tiiplere % 10 DMSO igerecek sekilde
dagitildi ve kapagi hemen kapatilip, kuru buz igerisine géomiildii. Stvinin -80 °C’ de

tamamen donmas1 saglandi.

4.2.3 Hiicre duvar antijenlerinin eldesi

YEPD-buyyon besiyerinde iretilen C.albicans mantar hiicreleri eksponansiyel fazda
toplandi. Bir kez % 0,9 NaCl, bir kez de distile su ile yikandi, sonra hiicre pelleti 20
mM sitrat tamponu, pH 7.0 ile siispanse edildi. Mannan igerigi, Ballou’nun tanimlamis
oldugu metoda gore 125 °C, 90 dk otoklavlanarak ekstrakte edildi (76). Jelanit6z madde
2500 rpm, 20 dk, 4 °C’ de santrifiij edildi. Siipernatant tizerine mannoproteinin
¢oktiiriilmesi i¢in 3 hacim % 100 methanol ilave edildi ve 24 saat 4°C’ de manyetik
karistirict tizerinde inkiibe edildi. Presipitat toplands, distile suda ¢6ziildii ardindan 4 °C’
de 24 saat boyunca distile suya karsi diyaliz edildi (3 defa su degistirilerek).
Karbonhidrat tayini 4.2.6.” da anlatildig1 sekilde yapildi. Elde edilen mannan kompleksi
liyofilize edildi.

4.2.4 B-Eliminasyon
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Liyofilize edilmis olan mannoprotein kompleksi 0.1 M NaOH ve 1 M NaBHj igerisinde
¢oziildii, oda sicakliginda 4 giin karistirici iizerinde bekletildi. Uzerine varolan hacmin 3
kat1 kadar methanol ilave edildi ve gece boyunca 4 °C’ de karistirildi. Daha sonra
santrifiigasyonla N ve O bagi ile bagli komponentler ayristirildi. N-bagi ile bagl tiire
0zgli mannan yapr pellet “mannan alt” olarak ¢okerken, O-bagi ile bagli yapi
stipernatanda “mannan {iist” olarak kaldi. Elde edilen yapilar distile suya kars1 10.000
MWCO diyaliz tiipti kullanilarak diyaliz edildi, ardindan karbonhidrat miktar1 tayin
edilerek -20 °C’ de muhafaza edildi.

4.2.5 Kandida alkalin ekstraksiyonu

C.albicans hiicreleri, eksponansiyel fazda toplandi ve besiyerinden ayrildi. 500 ul 1,85
M NaOH ve % 5 2-merkaptoethanol ilave edilip, 15 dk buzda bekletildi. Ardindan 500
ul % 50 TCA ilave edilip, 15 dk buzda bekletildi. 3500 g’ de 4 °C’ de 10 dk santrifiij
edilip, stipernatant atildi. Pellet tizerine 0,13 ml % 75 gliserol, 0,23 ml distile su ve 0,08
ml % 25’ lik SDS soliisyonu kondu, 5 dk 96 °C’ de su banyosunda kaynatildi. Kaynama
sonrast 10000 rpm’ de 5 dk santrifiyj edilip siipernatant toplandi (77). pH;1 M TrisCl
(pH 8.8) ¢ozeltisi ile titre edilerek 7.4’ e ayarlandiktan sonra 24 saat PBS’ e karsi
diyaliz edildi (3 defa PBS degistirilerek).

4.2.6 Karbonhidrat ve protein tayinleri

Karbonhidrat tayini; fenol siilfirik asit yontemine goére yapildi (78). Bunun igin stok
standart ¢ozelti olarak 1 mg/ml mannoz ¢ozeltisi kullanildi.

Cizelge 4.1. Karbonhidrat tayini i¢in standartlarin hazirlanmasi

Standart Blank A B C D E F

Stok mannoz
0 pL I pL 2 ulL 4 uL 6 uL 8 uL 10 uL
cozeltisi

H20 100l 99uL  98uL  96uL  94ul  92ul 90 puL

Cizelge 4.1’ de goriildiigii gibi standart ¢6zeltiler hazirlandi. Miktar1 bilinmeyen
ornegin toplam hacmi 100 pl olacak sekilde 1/5 ve 1/25 diliisyonlar1 hazirlandi.
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Uzerlerine 100 pl 0.1 M hidroklorik asit i¢inde % 5 fenol ¢ozeltisi ilave edildi. 500 pl
H2oSOs ¢ozeltisi tiiplere yavasca g¢alkalanarak ilave edildi. 5 dakika 90 °C’ de su
banyosunda inkiibe edildi. Ardindan 5 dakikada oda sicaklifinda bekletildi. Siire
bitiminde cam tiiplerden, 200 ul’ ser mikro plaka kuyularina dagitilip, spektrometrede
490 nm’ de okuma yapildi. Protein tayini; BCA Protein Assay Kit (Pierce®)

protokoliine uygun olarak yapildi.

4.2.7 Alfa-2 makroglobulin eldesi ve saflagtirilmasi

Alfa-2 makroglobulin eldesi; Richard Swenson ve James Howards’ in 6nerdigi metoda
gore yapildi (79). Bunun i¢in, 250 ml plazmaya 500 ml 0,02 M sodyum fosfat ve 0,1 M
NaCl, pH 7.4 ilave edildi. % 50 PEG6000 soliisyonundan % 4 olacak sekilde ayarlanip
ilave edildi ve 30 dk +4 °C’ de bekletildi. Siire bitiminde 4000 g, +4 °C’ de santifiij
edilip, pellet atildi. Siipernatantin PEG6000 konsantrasyonu % 12’ ye ¢ikarilip, +4 °C’
de gece boyu manyetik karistirict lizerinde bekletildi. Ertesi giin ¢ozelti 4000 g, +4 °C’
de 45 dk santrifiij edildi. Siipernatant atildi, pellet minimum miktarda 0,01 M sodyum
fosfat, 5 mM EDTA, pH 7,6’ da ¢oziildii. Bu ¢ozelti gece boyu distile suya kars1 10,000
MWCO’ luk diyaliz tiipli yardimiyla +4 °C’ de manyetik karistirict iizerinde diyaliz
edildi. Ertesi gilin diyaliz olan plazma 4000 g, +4 °C’ de 45 dk santrifiij edildi. Santrifii
sonunda siipernatant iizerine 4 M (NH4)2SO4 ¢ozeltisinden 1.6 M olacak sekilde ilave
edildi ve 45 dk +4 °C’ de inkiibe edildi. Ardindan 4000 g, +4 °C’ de 30 dk santrifiij
edilip pellet tizerine 4 M (NH4)2SO4 ¢ozeltisinden 1.92 M olacak sekilde minimum
hacimde ilave edilip, vortekslendi. 10 dk buzda bekletip, 30 dk, 4000g, +4 °C’ de
santrifiij edildi. Siipernatant atildi. Pelletler alinip 2 defa 1.92 M (NH4)2SO4 ¢ozeltisi ile
yikama yapildi. Pellet en son 0,01 M sodyum fosfat, 5 mM EDTA, pH 7,6 tamponunda
minimum miktarda ¢oziildii ve sonra 0,01 M sodyum asetat pH 5,2 tamponuna kars1
gece boyu 10,000 MWCO’luk diyaliz tlipi yardimiyla +4 °C’ de manyetik karistirict
tizerinde diyaliz edildi. Ertesi giin 0,01 M sodyum asetat pH 5,2 tamponu yenilenip
diyalize giin boyu devam edildi. Sonra 45 dk, 4000 g, +4 °C’ de santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi siipernatant alinip 0,025 M sodyum fosfat pH 7.6 tamponuna kars1
gece boyu 10,000 MWCO’ luk diyaliz tiipii yardimiyla +4 °C’ de manyetik karistirici
tizerinde diyaliz edildi. Diyalizden alinan ¢ozelti igerisinden saf halde A2M proteini

kromatografik yontemle alindi.
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Alfa-2 makroglobulin saflastirilmasi

Biorad’ in BioLogic Duoflow kromatografi sistemi kullanilarak yapildi (Sekil 4.1.).
Sistemde UV dedektorii, kondaktivite monitorii, fraksiyon toplayicisi, enjeksiyon
vanasi, tampon se¢ici vana ve akis degistirici vana bulunmaktadir. Tamponlar vanalara

baglanmadan Once filtreden gecirildi.

Dedektor

Segici vana

Karistirict

Akis degistirici vana
Tampon karistirict sistem
pH Monitori

F40 ¢alisma istasyonu
Fraksiyon toplayici

- Ornek enjekte eden vana
10- Kolon

11- Raf

12- BioLogic DuoFlow yazilim

PRI HERE

Sekil 4.1. Biorad’ 1n Biologic Duoflow kromatografi sistemi

Sisteme afinite kolonu takilarak metal selasyonu yapildi. Selasyon i¢in 5 ml kolon
hacmi olan HiTrap Chelating HP (HiTrap affinity column) kolonu kullanildi. Bu
kolonda dolgu maddesi olarak sefaroz, iyon tutucu olarak immiinodiasetik asit ve metal
iyonu olarak da ¢inko kullanildi. Kolonu saflastirma i¢in hazirlarken, 3 kolon hacmi
distile su, yarim kolon hacmi metal soliisyonu (0,1 M ZnSOa), 3 kolon hacmi distile su
ve 5 kolon hacmi baglama tamponu (0,1 M Na:HPO4 pH 7, 0.15 NaCl) gecirilerek
kolon stabil hale getirildi. Diyalizden alinan ¢ozelti 10 ml” lik hacimlerde kolona verildi
ve 5 kolon hacmi baglama tamponu (0,1 M NaHPO4 pH 7) gecirerek plazmadaki
A2M’ lerin ¢inkoya baglanmasi saglandi. Daha sonra pH’ s1 5 ve 7 olan NazHPOg4
tamponu kullanilarak kolon i¢inde gradient olusturuldu. En son % 100 eliisyon tamponu
(0.1 M Na2HPO4 pH 5) kolondan gegirilerek ¢inkoya baglanmis olan A2M’ ler eliie
edildi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. A2M’ nin Biologic Duoflow kromatografisi ile saflagtiriimasi

5-10 purifikasyondan sonra kolondaki safsizliktan kurtulmak i¢in pH 7.2° de (0.1 M
Na:HPOs, 0.5 M NaCl, 0.05 M EDTA) “strip-off” islemi yapildi. Kolondan ¢inkonun
ayrilmasi i¢in ¢elasyon ajan1 EDTA kullanildi. Bu islemlerden sonra kolondan tekrar su
gecirerek kolona metal tuz soliisyonu (ZnSOjs-¢inko) yiiklendi ve ayni islemler
uygulanalarak A2M saflagtirildi. Kolondan aldigimiz A2M eliisyon tamponu i¢inde elde
edildigi i¢in pH” s1 5’ tir. Bu nedenle 1 M NaxHPO4 (pH 8) ile pH’ s1 7° ye getirilerek
derin dondurucuda saklandi. Kolondan bu sekilde eliie edilen A2M” ler 5,000 kDa’ luk
ultrafiltrasyon tiipleri (Vivaspin) ile 1200 g’ de 30 dakika santrifiij edilerek konsantre
edildi. Konsantre edilmis A2M’ nin BCA protein tayin metodu ile protein miktari
belirlendi. Toplamda 250 ml plazmadan 25 mg’ a yakin A2M elde edildi ve boliinerek

bir sonraki kullanimia kadar -80 °C’ de muhafaza edildi.

4.2.8 Monoklonal ve poliklonal antikor iiretimi

Immiinizasyon
6 haftalik (25-30 gr) Balb/C irkindan toplamda 17 adet fare ¢izelge 4.2.” de gosterildigi

sekilde ilk dozda tamamlanmis Freund adjuvan beraberinde, diger dozlarda ise

tamamlanmamis Freund adjuvan beraberinde immiinize edildi.
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Cizelge 4.2. Immiinizasyon protokolii

Verilis Yolu Verili
Antijen Doz & Hacim "
Aract Sikhig1
750 pg (Pzt), 1500 pg
Candida albicans hiicre (Crs) ve 3000 pg Ir}traperitonel& Bir oiin aravla
(% 4’ lik paraformaldehit (Cuma) yas hiicre Insiilin ignesi 300 pl haftil(lia 3 ?in
ile fikse edilmis) /hayvan-adjuvanla yardimiyla &
birlikte
250 ug Intraperitonel &
Alfa-2 makroglobulin protein/hayvan- Insiilin ignesi 300 pl iki haftada 1
adjuvanla birlikte yardimiyla

Immiinizasyona her iki antijen icinde 6 ay boyunca devam edildi. Her hafta
hayvanlarin genel saglik durumlar1 kontrol edildi. Her ay sonunda fareden alinan
kuyruk kanindan serum elde edildi ve antikor yaniti ELISA test sistemi ile kontrol
edildi ve serumdaki antikor yanitinin en az 1:1.000,000 olmasi saglandi. Uygun
antikor seviyesi elde edildikten sonra servikal dislokasyondan 1 giin 6nce farelere en

son uygulanan doz miktarinda PBS igerisinde antijen enjekte edildi (Final Boost).

Poliklonal Antikor Eldesi

10 adet fare anti-A2M antikor eldesi i¢in kullanildi. Serumdaki antikor yaniti uygun
seviyeye geldiginde hayvan basina 100 pl ketalar enjekte edilerek uyusturulduktan
sonra servikal dislokasyon yapildi. Ardindan hayvanin goéziinden kapiller tiip
yardimiyla kan alindi. Oda sicakliginda bir siire pihtilasmasi beklendikten sonra
14000 g’ de 15 dk santrifiij edildi. Elde edilen anti-A2M poliklonal serumu 0.22 pm
por capli steril filtreden gegirildikten sonra aliquatlarina ayrilip, -20 °C’ de muhafaza
edildi.

Monoklonal Antikor Eldesi

7 adet C.albicans serotip A susu ve 10 adet A2M proteini ile immiinize edilen
hayvanlarin dalaklari monoklonal antikor eldesi i¢in kullanildi. 37 °C’ de su
banyosunda 1sitilmig besiyeri igerisinde dalak, dissociation sieve-tissue grinder kit

yardimiyla biyogiivenlik kabini igerisinde ezildi. Kontaminasyon riski olusmayacak
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sekilde elde edilen splenosidler 400 rpm’ de 4 dk santrifiijlenmek suretiyle 2 defa
yikandi. Ve en son pellet 20 ml RPMI igerisinde ¢6ziildii, mikroskop altinda thoma

lam1 yardimiyla sayim yapildi.

Flizyon yapilacak gilinden bir giin dncesinde FO myeloma hiicreleri HT besiyerine
alindi. HT Besiyeri; % 10 FCS, 1x OPI, 1x HT, % 1.4 glutamin, % 1.4 penisilin,
RPMI olacak sekilde hazirlandi. Ertesi giin FO hiicreleri kaldirildi, 2 defa yikandi ve
20 ml RPMI igerisinde ¢oziiliip mikroskop altinda thoma lami yardimiyla sayim
yapildi. Makrofajlar ise boliim 4.2.2” de agiklandigr sekilde hazirlandi ve 25 adet 48
kuyulu flaska 400 ul/kuyu olacak sekilde dagitilip inkiibatorde bekletildi.

Fiizyon islemi i¢in; FO ve splenosidler 1 splenosid / 3 FO hiicresi olacak sekilde
karistirilip, 400 rpm’ de 4 dk santrifiijlendi. Olusan pellet iizerine, hiicre duvarinin
kimyasini bozup hiicrelerin yapismasini kolaylastiracak 1 ml PEG-1500 soliisyonu 1
dakika icerisinde karistirilarak ilave edildi. Ardindan hemen 1 dakika icerisinde 1
ml’ de RPMI damla damla karistirilarak ilave edildi. Siire bitince 2 dakika igerisinde
de 9 ml RMPI damla damla karistirilarak ekleme yapildi. Uzerine uygun miktarda
HAT secici besiyeri ilave edilip, 200 ul/kuyu olacak sekilde daha once zemine
periton makrofaj hiicresi yayilmis 48 kuyulu flasklara yayildi (makrofajlar iizerindeki
eski besiyeri cekildikten sonra). Inkiibatdre alinmadan once fiizyon isleminin
gerceklesip gerceklesmedigi mikroskop altinda kontrol edildi. HAT Besiyeri; % 20
FCS, 1 x OPI, 1 x HAT, % 1.4 glutamin, % 1.4 penisilin, RPMI olacak sekilde
hazirlandi. HAT segici besiyeri kullanilarak 6liimsiiz hibridoma klonlariin olugsmasi
icin 7-10 giin kadar flasklar hareket ettirilmeden inkiibatérde muhafaza edildi. 7.
giinde hibridoma kolonilerinin olusup olusmadig1 mikroskop altinda kontrol edildi.
Koloni yogunluguna gore 7. giin veya 10. giinde her bir kuyudan alinan besiyeri ile
antikor yanit1t ELISA ile test edildi.

Koloni taramasit sonucu yanitin yiiksek oldugu kuyulardan tek koloni se¢imi
gerceklestirildi. Ve manuel olarak secilen klonlar daha 6ncesinde zeminine makrofaj
yayillmis plaklara aktarildi. Monoklonlar, HAT segici besiyeri varliginda ¢ogaltildi.
Sik sik koloni tarama testleri ELISA ile yapilarak yanitin yiiksek oldugu klon segildi.
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Yanitin yiiksek oldugu kuyudan manuel olarak tekrardan secim (sub-kloning)
yapilarak spesifik olan klon tespit edildi. Yapilan ELISA tarama testleri ile yanit
gelisimleri kontrol edildi. Aranan klonlarin se¢imi yapildiktan sonra yavas yavas
plak hacmi genisletilerek fazla miktarda klon elde edildi. Bu siire¢ igerisinde
klonlarin besiyerine salgilamig olduklar1 antikorlarin eldesi i¢in kiiltiir siipernatantlari
toplanarak -20 °C’ de muhafaza edildi. 1000-2000 ml aras1 siipernatant toplandiktan

sonra klonlar dondurularak sivi azotta saklandi.

4.2.9 Hibridoma antikorlarinin saflastirilmasi ve tuzlarin uzaklastirilmasi

Proteinler, ¢ozlnirliiklerine gore ayrilip saflagtirilabilirler. Yar1  doymus
konsantrasyondaki amonyum siilfat ¢ozeltisinin globiilinleri ¢oktiirdiigii prensibi
temel almarak IgG ve IgM antikorlar1 saf halde elde edebilmek igin

http://www.encorbio.com/protocols/AM-SO4.htm  linki hesaplamada kullanildi.

Calisma sicakligt 25 °C, baslangic hacmi var olan kiiltiir silipernatant hacmi,
hedeflenen amonyum siilfat yiizdesi IgG i¢in 40 ve IgM igin 35, baslangic amonyum
stilfat ylizdesi 0 olarak hesaplama yapildi. Hesaplama ile elde edilen amonyum siilfat
miktart manyetik karistirici iizerinde yavas yavas siipernatanta ilave edildi. Ayirma
islemi sirasinda proteinlerin denatiire olmamasi1 igin ¢oktiirmeler buz iizerinde
yapildi. Ardindan manyetik karistiric1 lizerinde sogukta gece boyu beklendi. Ertesi
gilin 45 dk, 4000 g, +4 °C’ de santrifiij sonrasi siipernatant atildi. Pellet soguk steril
PBS ¢ozeltisinde ¢ozildii. Protein ¢ozeltisindeki tuzlarin uzaklastirilmasi igin
soliisyon 10,000 MW diyaliz torbasina kondu ve PBS’ e karsi +4 °C’ de gece
boyunca diyaliz edildi. Tampon 3 defa degistirildi ve ¢ok yavas bir sekilde
karistirlldi.  Ertesi glin protein tayinleri BCA kiti ile, izotiplendirmeleri ise
ImmunoPure Monoclonal Antibody Isotyping Kit ile yapildiktan sonra pargalarina

ayrilip -80 °C’ de muhafaza edildi.

4.2.10 ELISA testi

Plastik kuyucuklar; 100 pg hiicre/ml, 20-70 ug protein/plak ve 40 pg seker/plak
konsantrasyonu seklinde 0,05 M Na2CO3/HCOgz, pH 9.6 kaplama soliisyonu ile her
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kuyuda 100 pl hacim olacak sekilde kaplandi. Plak iizeri seal ile kapatildi ve +4 °C’ de
24 saat inkiibe edildi. Ertesi giin plak +4 °C’ den c¢ikarildi, 1 saat oda sicakliginda
bekletildi. Yikama tamponuyla (PBS - % 0,5 Tween 20) 100 ul/kuyu olacak sekilde 3
defa yikandi. Plak i¢i havlu kdgida hizlica vurularak kurutuldu. 200 pl/kuyu olacak
sekilde bloklama ajan1 (1X Stabil Coat, SurModics, 100:1 FCS, PBS-Tween 20
icerisinde) eklendi ve iizeri kapatildiktan sonra 30 dk 37 °C’ de ardindan 30 dk oda
sicakliginda karanlikta inkiibe edildi. Siire bitiminde plak i¢i aspire edildi. Primer
antikor 100 pl/kuyu olacak sekilde dagitildi ve 2 saat calkalayici iizerinde bekletildi.
Siire bitiminde yikama tamponu ile 100 pl/kuyu olacak sekilde 3 defa yikandi. Plak ici
havlu kagida hizlica vurularak kurutuldu. Sekonder olarak anti-fare IgM antikoru
(2500:1) 100 pl/kuyu olacak sekilde dagitildi. 45 dk c¢alkalayici lizerinde inkiibe edildi.
Siire bitiminde yikama tamponu ile 100 pl/kuyu olacak sekilde 3 defa yikandi. Plak igi
havlu kagida hizlica vurularak kurutuldu. TMB Substrat 100 ul/kuyu olacak sekilde
ilave edildi, 10-15 dk karanlik ortamda oda sicakliginda bekletildikten sonra 1 M H2SO4
cozeltisinden 50 pl/kuyu olacak sekilde ilave edildi ve 450 nm’de okuma yapildi.
ELISA testinde, “cut off” degerinden yiiksek olan durumlar pozitif yanit olarak
degerlendirildi.

Cut off: Ortalama negatif kontrol+(Std.Sapma negatif kontrol)?.

4.2.11 immiinfloresans ile boyama testi

IF plak kuyulart sirayla 20 pl distile su, % 70 etil alkol ve tekrardan distile su ile
yikandi. Kuyulara 20 pl Poly-L-Lysine kondu, bekletildi, tekrardan cekildi.
Paraformaldehit ile fikse edilmis hiicreler 100-200 pg/10 ml PBS olacak sekilde
hazirland1 ve floresan lam kuyularina 20 ul’ ser kondu ve kurumasi saglandi. Kuruma
islemi tamamlaninca primer antikorlar 20 pl” ser olacak sekilde kuyulara ilave edildi. 37
°C’ de 2 saat benmari usulii inkiibe edildi. Siire sonunda kuyular PBS ile yikandi.
Sekonder olarak anti-fare IgM-FITC (2500:1) ilave edilip 37 °C’ de 1 saat benmari
usulii inkiibe edildi.Siire sonunda lam {izeri PBS ile yavasc¢a yikandi. Kuyular iizerine (9
gliserol:1 PBS) soliisyonundan kdpiik olusturmadan ilave edildi. Lam iizeri kapatildi ve

karanlik ortamda floresan mikroskobunda goriintiilendi.
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4.2.12 Denatiire ve Denatiire edici olmayan poliakrilamid jel elektroforezi

Poliakrilamid Jel Elektroforezi, Laemmli (1970) tarafindan Onerilen yontem
kullanilarak yapildi. Dikey jel sisteminde, etanol ile yikanip kurutularak temizlenen cam
plakalarin arasina 6nce 1,0 mm kalinlikta % 5-20° lik gradient denatiire ve denatiire
edici olmayan ayiric1 jel gradient maker cihaz yardimiyla dokiildi ve tizeri su ile

doyurulmus izobiitanol ile kaplandi. Gradient jel hesab1 Cizelge 4.3.” de gosterildi.

Cizelge 4.3. % 5-20’ lik gradient jel hesab1

GRADIENT % 5 % 20 Yiikleme jeli
Akrilamid (% 30) 840 ul 3,3ml 333 ul
Tris1.5MpH 8.8 1,25 ml 1,25 ml -

Tris0.5M pH 6.8 - - 625 ul
dH20 2,85 mi - 1,5ml

% 10 APS 45 pl 10 pl 12,5 ul
Temed 3ul 3ul 2,5 ul
Sukroz - 750 mg -

% 10 SDS 50 pl 50 pl 25 ul

Polimerizasyondan sonra izobiitanol ¢dzeltisi dokiildii. Uzeri distile su ile yikand1 ve
tarak yerlestirilecek % 4’ liik yiikleme jeli dokiildii. Yiikleme jelinin polimerizasyonu
sonrasinda tarak ¢ikarildi. Jel yiirtitme tamponu: 5X, 1 L pH 8.3, (Tris 15 g, Glisin 72 g,
SDS 5 g) ile dolduruldu. Referans olarak kullanilacak biiyiikliikler kuyulara yiiklendi.
Konsantrasyonlar1 kantitatif olarak belirlenen orneklerden yaklasik esit miktarlarda
ornek yiikleme tamponu varhiginda yiikleme yapildi. Ornekler denatiire jele
yiiklenecekse % 3, 2-merkaptoethanollii 6rnek yiikleme tamponu ile karistirildiktan
sonra 100 °C’ de 5 dk inkiibe edilip, yiikkleme yapildi. Jele 18-20 mA elektrik akimi
uyguland1. Orneklerin yiiriitiilmesi isleminin tamamlanmasmin ardindan, jel cam
plakalar arasindan ¢ikarilarak boyama isleminde veya Western Blot analizinde
kullanildi.
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Coomassie brillant blue ile boyama yapilacaksa; jel izopropanol fiksasyon (% 25
izopropanol, % 10 asetik asit) ¢ozeltisi igerisine alindi, 30 dk fikse edildikten sonra gece
boyu coomassie brillant blue (% 10 asetik asit, % 0,006 G-250) igerisinde ¢alkalayici
tizerinde bekletildi. Ertesi giin tekrardan 30 dk fikse edildikten sonra goriintiilleme

yapild.

SyproRuby ile boyama yapilacaksa; jel % 10 methanol, % 7 asetik asit iceren fiksatif
¢ozeltisi igerisine alindi, 30 dk fikse edildikten sonra gece boyu karanlikta SyproRuby
boya icerisinde calkalayic1 iizerinde bekletildi. Ertesi giin tekrardan 30 dk fikse

edildikten sonra goriintiileme yapildi.

4.2.13 Western-Blot analizi

Membrana aktarim SemiDry metodu ile yapildi. PVDF membran kagitlar1 kesilerek
hazirlandi. Membran kagidinin hidrofobik 6zelligini azaltmak i¢in metanol igerisinde 5
dk inkiibe edildikten sonra 10 dakika transfer c¢ozeltisinde bekletildi. Ardindan
membran, siinger ve whatman kagitlar1 transfer tamponu ile 1slatildi. Transfer tamponu
olarak 25 mM Tris, 192 mM Glisin ve % 20 Methanol pH 8.3 kullanildi. Eger jel
reduced ise transfer tamponuna % 0,5 SDS’ de ilave edildi. Blot icerisine yerlesim sekil

4.3.” de gosterildigi gibi yapildu.

Sekil 4.3. Blot igerisindeki yerlesim plani

Transfer cm?’ ye 0,82 mA akimla 45 dakikada yapildi. Membrana aktarimin basariyla
yapilip yapilmadigi PonceaS ile kontrol edildikten sonra su ile yikandi. Transfer kontrol
edildikten sonra membran PBS-Tween 20 (% 0,1) icerisinde hazirlanmis % 3 BSA

cozeltisi ile gece boyu bloklandi. Ertesi giin membran PBS-Tween 20 yikama tamponu
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ile 3’ er kez 10’ ar dakika yikandi. Primer antikor uygun miktarda ilave edildi, 2 saat
karistiric1 iizerinde bekletildi. Ardindan tekrardan 3° er kez 10’ ar dakika yikandi.
Membran sekonder olarak HRP isaretli uygun antikor ile 1 saat karistirici iizerinde
inkiibe edildi. Sonra PBS-Tween 20 yikama tamponu ile 3 er kez 10’ ar dakika yikama
yapildi. Ardindan Super Signal West Chemiluminescent substrate kiti ile boyama

yapildi. Gorlintiileme Kodak MM4000 goriintiileme cihazinda yapildi.
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5 ARASTIRMA BULGULARI

5.1 Anti-C.albicans Monoklonal Antikor Eldesi:

Asilama periyodu sonrasinda farelerden alinan serumlarn antikor titreleri ELISA
yontemiyle kontrol edildi (Sekil 5.1.). Plak, 100 ug C.albicans yas hiicre/ml olacak
sekilde 0,05 M Na,CO3/HCO3, pH 9.6 tamponuyla kaplandi. Sekonder olarak anti-fare
IgG+A+M (5000:1) kullanildi.

4,5 -
4 .
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a 3 =—Hyvn 1
E 25 | ~i-Hyvn 2
= 2,
= =A—Hyvn 3
e 2
: =><Hyvn 4
215 - =#=Hyvn 5
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0
x1000 x10000 x100000 x1000000
Seyreltme

Sekil 5.1. Bagisiklanan farelerde ELISA ile 6lgiilen antikor titresi sonuglari

Hem maksimum baglanma hem de antikor titresi bakimindan yiiksek yanit1 veren Hyvn
7 faresinin splenositleri hibridoma eldesinde kullanildi. Fiizyondan sonra klon olusumu
gozlenen kuyulardaki hiicrelerin besiyerleri ELISA yontemi tekrar tekrar test edildi.
Toplamda 480 adet kuyu tarandi. Antijene (C.albicans mannan, CAE ve C.albicans
hiicre); yiiksek yanit veren 154 adet klon 48’ lik plaklardan segilerek 96° lik plaklara
aktarildi. Devam eden klon se¢im ELISA testlerinde hedefimize uygun daha spesifik
hiicre hatt1 eldesi amaciyla sekonder olarak anti-fare IgG+M (5000:1) kullanild:.
Yapilan klon tarama ELISA testleri sonucunda 32 adet klon secildi. Sekerlere kars1 IgM
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yapida daha spesifik antikor yaniti gelismesi beklenildiginden devam edilen testlerde
sekonder olarak anti-fare IgM (2500:1) kullanildi. 32 adet klon igerisinden her fi¢
antijenle yiiksek yanit veren 2 adet monoklonal antikor 2B7 ve 1F8 segildi (Sekil 5.2).
Antikorlar materyal yontemde belirtildigi sekilde saflastirilip, tuzlarindan arindirildiktan

sonra fonksiyonellikleri test edildi.
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Sekil 5.2. Klon tarama ELISA testleri sonucu pozitif yanit veren hiicre hatlari
Klonlarin OD degerlerinden “cut off” degerleri ¢ikarildiktan sonra grafik
olusturuldu. Cut off degerleri; Hiicre:0.358, Mannan:0.539, CAE:0.263.

5.2 Anti-C.albicans Monoklonal Antikorunun Fonksiyonelliginin Gésterilmesi:

Pozitif yamit verdigi kabul edilen klonlarin fonksiyonelligi immiinfloresan boyama
yapilarak gosterildi. Paraformaldehitle fikse edilmis C.albicans mayasi ile klon 2B7 ve
klon 1F8 antikorlart immiinfloresans ile test edildi. Sekonder olarak anti-fare IgM-FITC
kullanildi. En iyi 1s1may1 veren 2B7 monoklonal antikoru fonksiyonel olarak pozitif
kabul edildi (Sekil 5.3 ve 5.4). 2B7 klonu anti-fare IgM (mu chain specific) ve anti-fare
kappa hafif zincir yapisindadir.
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Sekil 5.3. C.albicans maya formu faz kontrast mikroskopi goriintiisii. Primer: Klon 2B7
siipernatanti

Sekil 5.4. C.albicans maya formu immiinfloresans goriintiisii. Primer: Klon 2B7
stipernatanti

5.3 2B7 Antikorunun C.albicans N-Glikolizasyonla Bagh Mannan ile Testi:

2B7 monoklonal antikorunun hangi epitoplara karsi oldugunu anlamak {izere hiicre
duvart mannan ekstrakti -eliminasyona tabi tutuldu ardindan elde edilen antijenle

antikorumuz ELISA ile test edildi. 2B7 monoklonal antikoru g¢izelge 5.1." de
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gosterildigi gibi C.albicans N-glikolizasyonla bagli mannan yapisi ile daha yiiksek yanit
verdi.

Cizelge 5.1. 2B7 antikoru ile C.albicans N-glikolizasyonla bagli mannan ile ELISA
testi sonucu

C.albicans N-glikolizasyonla bagli mannan (40
Plak Kaplama Tiirii ng/plak)
Primer 2B7 siipernatani
Sekonder Anti-fare IgM (2500:1)
Yanit 0,945 (1/100 titrede)
Blank 0,247

5.4 2B7 Monoklonal Antikorunun Benzer Yapidaki Bakteriler ile Testi:

mAb 2B7, hiicre duvar yapisi lineer formda B-1,2 mannandan olusan S.choleraesuis

(211) ve S.infantis ile pozitif yanit verdi. Sonug ¢izelge 5.2.” de gosterildi.

Cizelge 5.2. 2B7 monoklonalinin S.choleraesuis (211) ve S.infantis ile ELISA testi

sonuglari
.. .. |Salmonella choleraesuis (211) [Salmonella infantis hiicre
Plak Kaplama Turt 1,5 100 ug/ml) - (100 pg/ml)
Primer 2B7 siipernatani 2B7 slipernatani
Sekonder Anti-fare IgM (2500:1) Anti-fare IgM (2500:1)
Yanit 2,429 2,070
Blank 0,244 0,221

55 ACMK-1 mAb’ unun C.albicans maya ve hif formu ile testi:

Kandida hiicrelerinin morfolojik degisimi esnasinda hiicre duvar mannan yapisinda
meydana gelen antijenik degiskenligi tanimlamak ig¢in farkli araglar kullanildi. B-1,2
bagina spesifik mAb ACMK-1 C.albicans maya formu ve CAE ile ELISA’ da pozitif
yanit verdi. Sonug cizelge 5.3.” de gosterildi. ELISA testinde pozitif yanit veren

tepkime immiinfloresans ile de fonksiyonel olarak test edildi (Sekil 5.5. ve Sekil 5.6. ).
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Cizelge 5.3. C.albicans maya formu ve CAE ile ACMK-1 antikorunun ELISA testi

sonuglari
Plak Kaplama Tiirii | C.albicans hiicre (100 png/ml) |CAE (15 pg/plak)
Primer ACMK-1 antikoru (8000:1) | ACMK-1 antikoru (8000:1)
Sekonder Anti-fare IgM (2500:1) Anti-fare IgM (2500:1)
Yanmt 0,972 0,560
Blank 0,279 0,238

Sekil 5.5. C.albicans maya formu faz kontrast mikroskobi goriintiisii. Primer: ACMK-1
antikoru
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Sekil 5.6. C.albicans maya formu immiinfloresans goriintiisii. Primer: ACMK-1
antikoru

Bunun yaninda, ACMK-1 monoklonal antikoru maya formu ile Sekil 5.7. de
gosterildigi gibi IF’ da 1sima verirken, hif formu ile 1s1ma vermedi (Sekil 5.8.). Bu

durum, B-1,2 bagli mannanin maya hif yaptiginda morfolojide meydana gelen degisiklik
nedeniyle hif uzantilarinda gériinmedigini gosterdi.

Sekil 5.7. C.albicans hif formu faz kontrast mikroskobi goriintiisii. Primer: ACMK-1
antikoru
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Sekil 5.8. C.albicans hif formu immiinfloresans goriintiisii. Primer: ACMK-1 antikoru

5.6 ACMK-1 antikorunun Salmonella choleraesuis (211) ile testi:

ACMK-1 mADb, dallanmis B-1,2 mannan duvar yapisi olan C.albicans ile pozitif yanit

verirken, lineer §-1,2 mannan duvar yapist olan S.cholaresius (211) ile yanit vermedi.

Sonug ¢izelge 5.4.” de gosterildi.

Cizelge 5.4. C.albicans maya formu ve S.choleraesuis (211) ile ACMK-1 antikorunun
ELISA testi sonuglar1

S.choleraesuis (211) hiicre

C.albicans hiicre

Plak Kaplama Tiirii (100 pg/ml) (100 pg/ml)

Primer ACMK-1 antikoru(8000:1) ACMK-1 antikoru(8000:1)
Sekonder Anti-fare IgM(2500:1) Anti-fare 1IgM(2500:1)
Yamt 0,187 0,972

Blank 0,279 0,279

5.7 Plazmadan Elde Edilen A2M’ in Elektroforez ile Dogrulanmasi:

Insan plazmasindan elde edilen A2M proteini

denatiire edici olmayan jel

elektroforezinde, 780 kDa agirhginda tetramer yapida goriiniirken, denatiire jel

elektroforezinde 180 kDa monomer yapida tespit edildi (Sekil 5.9.).
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Ticari
AZM A2M A2M

780 kDa 180 kDa

A B

Sekil 5.9. Alfa-2 makroglobulinin denatiire edici olmayan (A) ve denatiire (B) % 5-20
gradient jel elektroforez goriintiisti

Proteinler 10 pg olacak sekilde kuyulara yiiklendi. A: Coomassie G-250 ile boyandi. B:
Sypro-Ruby ile boyandi.

5.8 Anti-Alfa-2 Makroglobulin Poliklonal ve Monoklonal Antikor Eldesi:

Poliklonal antikor eldesi:

A2M proteini ile asilanan farelerden alinan serumlar Sekil 5.10.” da gosterildigi gibi

poliklonal antikor 6zelligi tagimaktadir.

AzM

Sekil 5.10. A2M proteini, % 5-20 SDS-PAGE jel goriintiisii.
Sekonder olarak anti-fare IgG+A+M kullanildi. 5 pg/kuyu

olacak sekilde yiiklendi. Boyama, Immun-Star HRP
Chemiluminescent Kit (Biorad) ile 5dk karanlikta yapildi
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Monoklonal antikor eldesi:

Anti-A2M monoklonal antikor eldesi i¢in yapilan klon tarama testleri sonucunda
ELISA’ da yiiksek yanit veren 14 adet klon segildi. Se¢im agamasinda hem C.albicans
(Cizelge 5.6) ile hem de A2M (Sekil 5.11.) ile yiiksek yanit veren monoklonal A2M10
secildi. Bu amagla sekonder olarak anti-fare IgM kullanildi. A2M10 klonu anti-fare IgM

(mu chain specific) ve anti-fare kappa hafif zincir yapisindadir.
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Sekil 5.11. Alfa-2 makroglobulin antikor yanitlar

Grafik OD degerlerinden “cut off” degerleri ¢ikarildiktan sonra olusturuldu. Cut off
degeri: 0,214. *En yiiksek yanit1 veren antikor A2M10 kodlu klondur.

5.9 mAb 2B7’ nin Serum Proteinlerinden A2M ile Testi:

Anti-C.albicans monoklonal antikoru 2B7 g¢izelge 5.5’ de gosterildigi gibi serum
proteinlerinden A2M ile ¢apraz reaksiyon verdi.
Cizelge 5.5. 2B7 antikorunun A2M ile ELISA testi sonucu

Plak Kaplama Tiirii A2M (62,5 pg/plak)
Primer 2B7 siipernatani
Sekonder Anti-fare IgM (2500:1)
Yanit 2,163

Blank 0,324
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5.10 mAb A2M10’ nin C.albicans Maya Formu ile Testi:

A2M10 antikoru ¢izelge 5.6° de gosterildigi gibi C.albicans hiicre duvar yapi
komponentlerinden alkalin ekstrakti ve mannan ile de pozitif yanit verdi.

Cizelge 5.6. A2M10 antikoru ile C.albicans mannan ve CAE ile ELISA testi sonuglari

Plak Kaplama Tiirii | C.albicans mannan (40 pg/plak) | CAE (15 pg/plak)
Primer A2M10 siipernatani A2MI10 siipernatani
Sekonder Anti-fare IgM (2500:1) Anti-fare IgM (2500:1)
Yanit 3,005 3,850

Blank 0,222 0,313
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6 TARTISMA VE SONUC

Sistemik kandidiyazis bagisikligi baskilanmig hastalarda firsat¢i bir enfeksiyon olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. Kandida tiiri mayalar hastane kaynakli enfeksiyonlarin en
onemlilerinden biridir ve bu tiirden kandidal enfeksiyonlarin yaklasik yarisi yogun
bakim tinitelerinde yatan hastalarda gortliir (39). Bu hastalarda C.albicans derin doku
invazyonu gosterir ve yasami tehdit eden sistemik enfeksiyonlara neden olur (8).
Sistemik kandidiyazin 6nlenmesinde ve tedavisinde kullanilan flukonazol, ketokonazol
ve flusitozin vb. gibi ilaglara karsi direng gelismesi sebebiyle yeni antifungallere ihtiyag
duyulmaktadir. Maya mantarlarinin neden oldugu kandidemide erken tani ve tedavi
onemlidir (21). Hastalara uygulanan tan1 ve tedavi uygun olmadiginda hem mortalite ve

morbidite artmakta hem de ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir.

Kandida tirlerinin hiicre duvar yapisi, mantar-konak iliskisinde ve viriilansinda g¢ok
onemlidir (4). C.albicans hiicre duvarinin ana komponentlerinden biri mannan yapisidir
(26,34,7) ve antijenik olarak degiskenlik gosterir (34). Bu durum in vivo/in vitro ve
kendi i¢inde de farkli ¢gogalma kosullarina gore degiskenlik gdsterir. Mannan yapinin
benzer olabilmesi igin ¢ogalma kosullarinin ayni olmasi gerekmektedir (34). Sistemik
ve derin enfeksiyonlarda C.albicans maya mantarinin hif yapma o&zelligi onemli
viriilans faktorlerinden birisidir. Kandida mannan yapisinin degisik 6zelliklerinin

belirlenmesiyle immiin sistem etkilesimi daha agiklik kazanacaktir.

C.albicans’ in form degistirdiginde hiicre duvar mannan yapisinin monoklonal ve
poliklonal antikorlarla aydinlatilmasinin arastirildigi ¢alismamda C.albicans serotip A,
antijenik yapis1 nedeniyle serotip B’ yi de kapsamasindan dolay: tercih edildi. Serotip
A’ da hem asit modifiye -1,2 bagli mannan yapilar hem de serotip A’ ya 6zgii aside
direncli B-1,2 dallanmalar1 yer almaktadir. Ayni zamanda serotip A klinik kdkenler
arasinda serotip B’ den daha fazla bulunmaktadir. 6 aylik immiinizasyondan sonra
farelerden alinan serum antikor titresi ELISA yontemiyle test edildi. Spesifitesi iyi bir
monoklonal antikor eldesi igin serum titresinin yiiksek olmasi tercih edildi (80,81).
Sekil 5.1.> de gosterildigi tizere 1:1000000 titrede olan 7 numarali fare splenositleri

hibridoma olusturmak iizere kullanildi.
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Mannan yapisi serolojik yaniti olusturan en Onemli kandida antijeni oldugundan
lenfositleri indiikleyerek T hiicresinden bagimsiz direkt B hiicre aktivasyonu ile yanit
olusturur. T hiicresine bagimli yanitta biitiin antikor siniflar1 iiretilirken T hiicresinden
bagimsiz yanitta esas olarak IgM olusur. T hiicresi tarafindan iiretilen IL4 (B hiicre
gelisme faktorii) ve ILS (B hiicre farklilasma faktorii), tiretilen ilk immiinglobulin sinifi
olan IgM vyerine 1gG, IgA, IgE gibi diger smiflarin iretilmesi i¢in sinif anahtarini
cevirmektedir. Bu durum, smifin acilip kapatilmasinda yardimci T lenfositleri
tarafindan iiretilen lenfokinlerin gerektigini gosterir. T hiicresine bagimli yanit bellek B
hiicreleri iiretirken, T hiicresinden bagimsiz yanitta bu durum dolayisiyla sekonder
antikor yaniti gorilmez ve IgM yanitt smif degistirmez. Bu nedenle hibridoma
se¢imlerimizde sekonder olarak anti-fare IgM tercih edildi. O. Eloy ve ark. yaptigi
calismada da % 100 ozgiillik ve % 86 duyarlilikla IgM antikorlar1 anti-candidalari
yakalamak i¢in en iyi test sistemi olarak ifade edilmistir (82). C.albicans, mannan ve
CAE antijenleri sekil 5.2.” de gosterildigi tizere kullanild1 ve pozitif yanit veren 2B7
klonu elde edildi. Yapilan izotiplendirme ile 2B7 antikorunun anti-fare IgM yapida
oldugu gosterildi. Maria D. Moragues ve ark. yaptigi bir ¢alismada C.albicans hiicre
duvar mannoproteinine karsi elde edilen monoklonal (MAb C7) antikor da IgM yapida
elde edilmistir (83).

2B7 monoklonal antikorunun hangi epitoplara karsi oldugunu anlamak {izere hiicre
duvart mannan ekstrakti p-eliminasyona tabi tutuldu sonu¢ olarak elde edilen
antijenlerle antikorumuz ELISA ile test edildi. B-eliminasyondan sonra gizelge 5.1." de
goriildiigii lizere reaktivitenin devam ettigi gozlendi ve bu sayede olusan antikorun
sadece ortak antijene karsi degil ayni zamanda tiire 6zgii olan N-glikolize mannan

yapist ile de reaksiyon verdigi tespit edildi.

C1 grubu Salmonellalarin (Salmonella choleraesuis (211) ve Salmonella infantis) hiicre
duvar yapisi C.albicans ile benzerlik gostermektedir. Kandida tiirlerinin mannani, gesitli
baglarla bagh dallanmis mannan molekiillerinden olusur. Salmonella tiirlerinin O
antijenleri ise tekrarlayan iinitelerden olusan lineer zincirlerden olusur. C1 serogrubu
igin iskelet yap1 B-Manp(1->2)-a- Manp (1-2>2)-a- Manp (1-22)-a- Manp (1->3)--
GlcpNac-(1->2) seklindedir (84). 2B7 monoklonal antikoru gizelge 5.2.” de gosterildigi

gibi Salmonella choleraesuis (211) ve Salmonella infantis ile ¢apraz reaksiyon verdi.
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Nnalue N.A. ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada kandida tiirlerinin mannani ile
Klebsiella K24 polisakkariti ve Salmonella C1 ve E O-antijenleri arasinda da gapraz

reaksiyon tespit edilmistir (84).

C.albicans’ 1 diger kandidalardan ayiran en oOnemli Ozelliklerden biri germ tiip
olusturmasidir. Yapilan c¢alismalarda gosterildigi gibi faktor 5 serumu asit labil p-1,2
bagli mannooligosakkarite karsilik gelir (85). Bununla birlikte ticari olarak temin
edilebilen ACMK-1 monoklonal antikoru mannan yapisindaki B-1,2 bagina spesifiktir.
B-1,2 baglh mannoz tinitelerinin daha antijenik yapida oldugu literatiirde bildirilmistir
(4). Cutler ve ark. yaptiklar bir ¢alismada B-1,2 bagli mannooligosakkarite karsi elde
edilen monoklonal antikorun kandidiyazis ve vajinal enfeksiyonu 6nledigi gosterilmistir
(86). Yine Lee ve ark. flukonazol ile B-1,2” ye karsi elde edilmis olan monoklonal
antikoru kombine bir sekilde kullandiklarinda kandidiyazize karsi etkili oldugunu
gostermislerdir (4). Bizim ¢alismamizda B-1,2” ye spesifik monoklonal antikor ACMK-
1 ile C.albicans hem ELISA hem de immiinfloresansla test edilmis ¢izelge 5.3., sekil
55. ve sekil 5.6.° da gosterildigi lizere bu testlerden pozitif yanit alinmistir ve
C.albicans maya formu yiizeyinde B-1,2 baginin var oldugu dogrulanmistir. Bunun
yaninda C.albicans hif yaptiginda hiicre duvar yapisinda degisiklik meydana
gelmektedir. Bu ¢alismada hif olusumundan sonra, sekil 5.7. ve sekil 5.8." de
gosterildigi tizere ACMK-1 monoklonali C.albicans maya formu ile floresans verirken
hif yapisiyla 151ma vermemistir. Ilk defa elde edilen bu veri ile maya hif duvarinda B-1,2
mannan baglarina ya ¢ok seyrek ya da hi¢ rastlanilmadigi gosterilmistir. f-1,2 bagina
spesifik olan ACMK-1 monoklonal antikoru, hiicre duvari lineer formda B-1,2 bagini
iceren suslardan Salmonella choleraesuis (211) ile test edildi ve ¢izelge 5.4. gosterildigi
tizere ¢apraz reaksiyon vermedi. ACMK-1 ve 2B7 monoklonali f-1,2 bagmni
tanimlamasina ragmen epitop Ozellikleri farkli oldugundan 2B7 monoklonali
S.choleraesuis (211) ile reaksiyon verirken ACMK-1 monoklonali reaksiyon
vermemistir. C.albicans, normal florada maya mantar1 seklinde iken doku invazyonu
sirasinda genellikle hif formundadir. Hif formu bazal laminada yer alan biiyiik bir
protein olan laminine baglanarak derin doku invazyonuna neden olur. Mayanin hif
olusturma yetenegi, degistirilmis veya zayiflailmis C. albicans mutantlari

kullanildiginda hifal biiyiime ile kandida kaynakli konuk¢u Oliimleri arasinda
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korelasyon gosterilmistir(87). Maya formundan hif formuna gecis yetenegi

aydinlatildig: takdirde yeni antifungallerin gelistirilmesi miimkiin olacaktir.

Maya antijenlerine kars1 immiin yanitta hem hiicresel, hem de salgisal immiin sistem rol
oynamaktadir, Ozellikle makrofaj ve graniilosit kokenli hiicreler (nétrofiller) letal
kandida enfeksiyonlarina karst immiin yanitta 6nemlidir. C.albicans ile enfeksiyon
sirasinda dogal immiin hiicrelerin yiizeyindeki patern tanima reseptorleri tarafindan
mantar hiicre duvar bilesenlerinin tanimlanmasi dogal immiin sistem yanitini baslatir.
Hif-spesifik hiicre duvar proteinleri temel antijenlerdir ve ayni zamanda tutunma ve
invazyonda immiin yanitt sekillendirme fonksiyonlar1 vardir. Maya ve hif hiicrelerinde
ki B-1,3 glukan aymidir. fakat maya hiicrelerine gore hif hiicrelerinde -1,3 glukan daha
az yer almaktadir (14). Ancak mayalarin ¢esitli morfogenetik formlarmin immiin
sistemle iligkisinin nasil oldugu literatiirde hala net degildir (14). Bu nedenle dogustan
kazanilmig bagisiklik sisteminin evrimsel olarak ¢ok iyi korunan molekiili, alfa-2
makroglobulin yapisinda mannozil glikolizasyon ve o-mannoz olmasi sebebiyle
secilerek C.albicans ile immiin sistem arasindaki iliski arastinlmistir. A2M; o-1,2
baglarin1 kapsamaktadir ve benzer baglar C.albicans’ da da yer aldigindan bu etkilesim
onemlidir. Calismamizda A2M; saf proteini elde edildikten sonra (sekil 5.9.)
immiinizasyonda kullanildi, ardindan serum alinarak poliklonal antikor havuzu olarak
kullanilmistir (sekil 5.10.) ayrica hibridoma se¢imine tabi tutularak monoklonal antikor,
A2M10 elde edildi (sekil 5.11.). Monoklonal A2M10 anti-fare IgM ve anti-fare kappa
light chain yapisindadir. Calismamizda C.albicans hiicre duvar yapisina karsi elde
edilen 2B7 monoklonal antikoru insan serum proteinlerinden A2M ile ¢izelge 5.5’ de
gosterildigi lizere capraz reaksiyon vermistir. Yapidaki benzer molekiillerin varlig1 i¢in
bir capraz reaksiyon oldugu gosterilmelidir. Bu amagla A2M’ e karsi elde edilen
monoklonal, A2M10 klonu C.albicans ile test edilmis ve ¢izelge 5.6° de gosterildigi
lizere ¢apraz reaksiyon vermistir. Yapilan testlerde ACMK-1’ in, A2M ile reaksiyonu

goriilmemistir.

Mannan yan zincirlerinin kimyasal yapisinin tespiti C.albicans’ 1 patojenite
mekanizmalarimin  aydinlatilmasinda ve kandidiyazin Onlenmesi ve tedavisinde
onemlidir (8). Patojenite mekanizmalarinin nedenleri aydinlatilirsa yeni anti-fungal

ilaglarin ve immiinoterapdtik prosediirlerin gelistirilmesi kaginilmazdir. Calismamizda
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elde edilen antikorlar ile enfeksiyon sirasinda dolasan mannanin veya anti-mannan
antikorlarin ELISA veya IF gibi test sistemlerinde gelistirilmesi, bu antikorlarin in
vitro/in vivo test tedavi yontemlerinin denenmesi ve A2M gibi bagka serum proteini ile
capraz reaksiyon olup olmadigmin arastirilmas: ve elde edilen 2B7 monoklonal
antikorunun enfeksiyon olusturulmus mikroorganizmalarda tedavi edici roliiniin olup

olmadiginin arastirtlmasi bundan sonraki ¢aligma planimizi olusturacaktir.
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0z

Candida albicans, insanda hem kommensal hem de firsat¢i patojen olarak bulunabilen polimorfik bir
maya mantaridir. Kandida hiicre duvarinin ana komponentlerinden birisi olan mannan, mantar-konak
iliskisinde ve mayanin viriilansinda rol oynamaktadir. C.albicans enfeksiyonlarinin gelisiminde, mikroorga-
nizmanin maya formundan hif formuna gegis yetenegdi 6nem tagir. Hif formu, maya formunda olmayan
cesitli antijenik ozelliklere sahiptir ve hif olustugunda hiicre duvarinda yapisal degisiklikler meydana gelir.
Bu donisiim ile ilgili birgok faktor etkili olsa da, tam olarak yeterli bilgi mevcut degildir. Bu ¢alismada,
C.albicans'in form degistirdiginde duvar yapisinda yer alan mannanin konfigirasyon degisiminin monok-
lonal antikorlar kullanilarak arastirilmasi amaglanmistir. Calismada C.albicans (NIHA 207) serotip A susu
ile kontrol olarak benzer hiicre duvar yapisina sahip Salmonella choleraesuis 211 ve Salmonella infantis
suslari kullaniimistir. C.albicans’in maya formu, YEPD agar besiyerinde 28°C’de inkiibasyon ile, hif formu
ise YEPD buyyon besiyerinde calkalamali inkiibator tizerinde 37°C’de 3-4 saat inkiibasyon ile Gretilmistir.
Mannan icerigi, hiicrelerin eksponansiyel fazda toplanip yikanmasindan sonra, pelletin 20 mM sitrat
tamponu ile slispanse edilip 125°C’de 90 dakika otoklavlanmasiyla elde edilmistir. Monoklonal antikor
tretimi icin hibridoma yontemi kullanilmig; Balb/C farelerinin antijen ile immiinize edilmesinden sonra
toplanan splenositlerin, FO myeloma hiicreleri ile flizyon olusturmasi saglanmistir. HAT besiyeri icerisinde
olusan klonlar arasindan hibrid hiicrelerin Urettigi antikorlar ELISA yontemi ile izlenmistir. Antikorlarin izo-
tip tayini, ticari bir kit (Pierce Biotechnology, ABD) kullanilarak yapilmistir. Monoklonal antikorlari iceren
kiltlr stpernatanlari toplanmis ve amonyum siilfat ¢oktiirme yontemi ile saflagtinlmistir. Deney reaksi-
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yonlarinin tespitinde sandvig ELISA ve immunofloresans (IF) yontemleri killanilmistir. Calismamizda, 2B7
klonu tarafindan Uretilen ve C.albicans maya hiicre duvarina karsi 6zgulligu yiiksek olan IgM sinifindan
monoklonal antikorlar (mAb-2B7) elde edilmistir. Bu antikorlarin, C.albicans’a benzer hiicre duvar yapi-
sina sahip bakterilerden S.choleraesuis 211 ve S.infantis suslari ile capraz reaksiyon verdigi saptanmigtir.
C.albicans maya formunda bulunan mannan $-1,2 baginin varligi, bu baglara 6zgul ticari bir monoklonal
antikor (MAb-ACMK-1; Matriks Biotek®, Ankara) kullanilarak dogrulanmustir. Ayrica, mAb-ACMK-1'in IF
yénteminde C.albicans'in maya formu ile yiiksek floresans verirken hif formu ile isima vermegi izlenmistir.
ilk defa elde edilen bu veri, hif duvarinda p-1,2 mannan baglarinin ya seyrek olarak bulundugunu ya
da hi¢c bulunmadigini géstermektedir. Her iki monoklonal antikorun da mannan antijenini tanimasina
ragmen, epitop ozellikleri farkli oldugundan mAb-2B7 S.choleraesuis 211 ile reaksiyon verirken mAb-
ACMK-1 ayni bakteri ile reaksiyon vermemistir. Sonug olarak monoklonal antikorlar, kandidalarin antije-
nik yapilarinin tanimlanmasina olanak saglayacak, boylelikle serumda mannan varligini tespit eden ticari
testlerin duyarllik ve 6zgilligini artiracak yeni determinantlarin tespit edilmesi miimkiin olabilecektir.

Anahtar sézciikler: Candida albicans; maya; hif; mannan; $-1,2 bagi; monoklonal antikor.

ABSTRACT

Candida albicans is a polymorphic fungus that may be observed as both commensal and opportunistic
pathogen in humans. As one of the major components of Candida cell wall structure, mannan plays an
important role in the fungus-host cell interaction and in virulence. The ability to switch from yeast to
hypha form of microorganism is crutial in the development of C.albicans infections. Hyphal form has
different antigenic properties compared to yeast form and structural changes occur in the yeast cell
wall during transition from yeast to hypha form. Although there are several factors associated with this
transition process, sufficient information is not available. The aim of this study was to investigate the
change of configuration in mannan structure found in C.albicans cell wall by using monoclonal antibod-
ies. C.albicans (NIHA 207) serotype A strains were used as test strains throughout the study, together
with Salmonella choleraesuis 211 and Salmonella infantis as controls with similar cell wall structures to
that of C.albicans. Cultures were maintained on YPD-agar medium by incubating at 28°C for yeast
forms, and on YPD-broth medium in a shaking incubator at 37°C for 3-4 hours for the growth of hyphal
forms. Cells were harvested in the exponential phase, and after being washed, the mannan content
from C.albicans were extracted from pellet by heating in 20 mM sodium citrate buffer for 90 minutes at
125°C. Hybridoma technique was used for the production of monoclonal antibodies. After immunizing
the Balb/C mice with antigen, the splenocytes were harvested and fusion was performed between spleen
cells and FO myeloma cells. The clones grown in HAT medium were screened for the presence of antibody
producing hybrid cells by ELISA method. The antibody isotypes were determined by using a commercial
kit (Pierce Biotechnology, ABD). The culture supernatants which contained monoclonal antibodies were
collected and purified according to the ammonium sulphate method. Sandwich ELISA and immunofluo-
rescence (IF) methods have been used to detect the experimental reactions. In our study, highly specific
class IgM murine monoclonal antibodies (mAb-2B7) against C.albicans yeast cell wall were obtained from
clone 2B7. These antibodies cross-reacted with S.choleraesuis 211 and S.infantis bacteria sharing similar
cell wall structure of C.albicans. The existence of mannan B-1,2 bonds on the surface of C.albicans yeast
form was confirmed with a commercial monoclonal antibody (mAb-ACMK-1; Matriks Biotek®, Turkey)
specific for those bonds. Besides, mAb-ACMK-1 interacted with C.albicans yeast form and gave intense
fluorescence (high positive reaction) in IF method, but no fluorescence (negative) was detected with
hyphal form. This data, obtained for the first time with this study, indicates that the mannan -1,2 bonds
are either found infrequently or none in the fungal hyphal wall. Although both monoclonal antibodies
recognize the mannan antigen, mAb-2B7 reacted with S.choleraesuis 211, while mAb-ACMK-1 did not,
due to the difference of epitope specificity. In conclusion, monoclonal antibodies may facilitate the char-
acterization of antigenic structures of Candida, which will lead for the identification of new determinants
that may increase the sensitivity and specificity of commercial tests used for mannan detection in serum.

Keywords: Candida albicans; yeast; hypha; mannan; B-1,2 linkage; monoclonal antibody.
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Candida albicans Maya Hicre Duvarinda Eksprese Edilip Hif Duvarinda
Edilmeyen B-1,2 Mannan Yapilarinin Monoklonal Antikorlar ile Gosteriimesi

GiRis

Candida turleri dogada yaygin olarak bulunan ve insanlarin normal florasinda bulunan
maya mantarlaridir'. Normal florada maya mantari seklinde bulunur, doku invazyonu
sirasinda ise hif formunda gériliir®. Serum icerisinde 37°C’de 2-3 saatte germ tiip olug-
turur ve hif formuna déner?. Germ tiip formu maya hiicresinde olmayan cesitli antijenik
&zelliklere sahiptir®. C.albicans'in germ tiip olusumu déneminde hiicre yiizey hidrofobi-
sitesi degisir; boylece plastik yiizeylere ve epitelyuma baglanma yetenegi artar®. Firsatgi
patojen olan Candida tirleri, cevresel ve bireysel kosullarin organizma aleyhine gelistigi
durumlarda hafif ylizeysel enfeksiyonlardan, agir sistemik enfeksiyonlara kadar cesitli
klinik tablolara yol agabilir.

Kalitatif ve kantitatif olarak C.albicans hiicre duvarinin ana komponentlerinden biri
olan mannan, primer fizyopatolojik neme sahiptir'->. Tomurcuklanan maya hiicrelerin-
deki mannan hif hiicrelerinden daha fazladir®. Mannan birkag fosfat grubu ile birlikte
a-1,2, 0-1,3, a-1,6 ve $-1,2 bagl mannopiranoz tinitelerinden olusur®. p-1,2 bagh man-
noz uniteleri ¢cok glclii antijenik bir yapi olan oligomannozil yan zincirini icermektedir.
f3-1,2 bagh manno-oligosakkaridler mannan yan zincirine bir fosfat grubu araciigiyla
baghdir®. C.albicans’da glikolizasyon ile asparajine baglanmis mannan hiicre duvar yapisi
Sekil 1’de gériilmektedir®.

Patojenite ve virlilans ile ilgili biyolojik fonksiyonlarin bircogu hticre duvarinda yer-
lesiktir. Candida tirlerinin hiicre duvar mannoprotein yapisi konak-mantar iligkisinde
ve viriilansinda ¢ok 6nemlidir®. Candida’nin patojenite mekanizmalarini anlamada
C.albicans'in maya formundan hif formuna gecis arasindaki farkhiliklarin aydinlatiimasi
gerekmektedir. Candida mannaninin kimyasal yapisinin tam olarak anlasiimasi, yeni anti-
fungal ilaglarin ve immiinoterapdtik uygulamalarin gelistiriimesine olanak taniyacaktir.
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Sekil 1. C.albicans serotip A mannan hiicre duvar yapisi (Shibata ve ark.%’dan uyarlanmigtir).
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Bu amacla calismamizda, C.albicans'in form degistirdiginde duvar yapisinda yer alan
mannanin konfigiirasyon degisiminin monoklonal antikorlar kullanilarak arastiriimasi
amaclanmigtir.

GEREC ve YONTEM
Kullanilan Suslar

Calismada C.albicans (NIHA 207) serotip A susu kullanildi ve YEPD (Yeast Extract
Peptone Dextrose) agar besiyerinde 28°C’de (retildi. C.albicans hif formu, susun sivi
besiyerine 10 ug/ml yas hiicre olacak sekilde pasajlanmasi ve 37°C’de 3-4 saat calkala-
mali inkiibatorde bekletiimesiyle elde edildi. Kontrol olarak, benzer hiicre duvar yapisina
sahip Salmonella choleraesuis 211 ve Salmonella infantis suglar kullanildi ve devamlilig
LB (Luria-Bertani) agar besiyerinde saglandi. Koloniler 96°C’de su banyosunda 2 saat
kaynatildiktan sonra ELISA testi icin kullanild.

Hiicre Duvar Antijenlerinin Eldesi

C.albicans hiicreleri, eksponansiyel fazda toplandi. Bir kez %0.9 NaCl, bir kez de
distile su ile yikanarak hiicre pelleti 20 mM sitrat tamponu (pH: 7.0) ile slispanse edildi.
Mannan igerigi, Ballou’nun’ tanimladigi metoda gére 125°C’de 90 dakika otoklavla-
narak ekstrakte edildi. Jelanitéz madde, 4°C’de 20 dakika 2500 rpm’de santrifiij edildi.
Slipernatan (izerine mannoproteinin ¢okturdlmesi icin 3 hacim %100 metanol ilave
edildi ve 24 saat 4°C’'de manyetik karistirici Gizerinde inkiibe edildi. Presipitat toplandi,
distile suda ¢oziildi ve ardindan 4°C’de 24 saat boyunca distile suya karsi (3 kez su
degistirilerek) diyaliz edildi. Karbonhidrat icerigi fenol silfiirik asit yontemine gore tayin
edildi®. Elde edilen mannan kompleksi liyofilize edildi.

Candida Alkalin Ekstraksiyonu (CAE)

C.albicans hiicreleri, eksponansiyel fazda toplandi ve besiyerinden ayrildi. 500
ul 1.85 M NaOH ve %5 merkaptoetanol ilave edilerek 15 dakika buzda bekletildi.
Ardindan 500 pl %50 TCA (trikloroasetik asit) ilave edilerek 15 dakika buzda bekletildi.
3500 g’de 4°C’de 10 dakika santrifiij edilip stipernatan atildi. Pellet Gzerine 0.13 ml
%75 gliserol, 0.23 ml distile su ve 0.08 ml %25’lik SDS (sodyum dodesil silfat) solus-
yonu konuldu; 5 dakika 96°C’de su banyosunda kaynatildi. Kaynama sonrasi 10.000
rpm’de 5 dakika santrifiij edilip stipernatan toplandi®. 1 M TrisCl (pH: 8.8) cozeltisi ile
titre edilerek pH 7.4’e ayarlandiktan sonra 24 saat PBS’e karsi (3 kez su degistirilerek)
diyaliz edildi. Protein tayini Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, ABD)
protokolline uygun olarak yapildi. Karbonhidrat tayini ise fenol sulfiirik asit yontemine
gére yapildi®,

Hibridoma Yontemi ve Monoklonal Antikorlarin Uretilmesi

Hibridoma yonteminde kullanilacak olan immin hicrelerin eldesi icin, 6 haftalik
(25-30 g) 7 adet Balb/C fare kullanildi. immiinizasyon evresinde fareler; ilk dozda tam
Freund adjuvani, diger dozlarda ise tam olmayan Freund adjuvani ile birlikte 750, 1500
ve 3000 pg yas hiicre/hayvan olacak sekilde, sirasiyla bir giin arayla haftada lg¢ glin
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intraperitoneal yolla 6 ay immiinize edildi. Antijene karsi olusan immiin yanit ELISA
ile izlendi. Son enjeksiyondan sonra farenin dalag: alindi. Hucre fluzyonu, Kohler ve
Milstein’in'® metodu referans alinarak gereklestirildi. Kisaca, splenositler ile FO myeloma
hiicreleri arasinda, %50 PEG soliisyonu (Sigma) varliginda fizyon olusturuldu ve hiicre
suspansiyonu HAT (hipoksantin, aminopterin, timidin) besiyeri icerisinde 96 kuyulu
plaklara yayildi. Plaklar 37°C'de %5 CO,'li ortamda ink@be edildi ve bir hafta sonra
HAT besiyeri (Sigma), HT besiyeri (Sigma) ile degistirildi. lki hafta boyunca besiyerinde
gelisen hibridoma kdltir siipernatanlari, uygun antikorlari Gretmeleri yontinden ELISA ile
izlendi. Toplamda 480 adet kuyu tarandi ve antijene 6zglil monoklonal antikorlar segil-
di. Antikorlarin izotip tayini, ImmunoPure Monoclonal Antibody Isotyping Kit (Pierce
Biotechnology, ABD) protokoliine uygun olarak yapildi. Monoklonal antikorlari iceren
kiltir slipernatanlar toplandi ve amonyum siilfat ¢oktiirme yontemiyle %35 (w/v)
oraninda saflastirildi.

Calismada ayrica, mannan yapisinin -1,2 bagina 6zgiil olan ticari monoklonal anti-
korlar (ACMK-1; Matriks Biotek®, Ankara) kullanildi.

ELISA Yontemi

Mikroplak kuyulari; 100 pg hiicre/ml ve 20-70 pg protein/plak konsantrasyonu ola-
cak sekilde, 0.05 M Na,CO,/HCO, (pH: 9.6) kaplama soliisyonu ile her kuyuda 100 pl
hacim seklinde kaplandi. Plagin Uzeri kapatilarak 4°C’de 24 saat inklbe edildi. Ertesi
glin ¢ikarilan mikroplak 1 saat oda isisinda bekletildi ve yikama tamponuyla (PBS - %0.5
Tween 20) 3 kez yikandi. Her kuyuya 200 pl bloklama ajani [1x Stabil Coat (SurModics
Inc, ABD) 100:1 FCS, PBS-Tween 20 icerisinde] eklendi ve tzeri kapatildiktan sonra 30
dakika 37°C’de, ardindan 30 dakika oda isisinda karanlikta inkibe edildi. Stire bitiminde
plaklarin ici aspire edildi. Primer antikor olarak, IgM izotipindeki 2B7 ve ACMK-1 monok-
lonal antikorlari ayri ayri 100 pl/kuyu seklinde dagitildi ve 2 saat calkalayici tzerinde
bekletildi. Daha sonra plaklar 3 kez yikanarak her kuyuya sekonder antikorlar (anti-fare
IgM; 2500:1) 100 pl olacak sekilde dagitildi. Calkalayici tizerinde 45 dakika inkibe edil-
di ve sonra yikama islemi ayni kosullarda tekrarlandi. Plaklara TMB substratindan 100
pl/kuyu seklinde ilave edildi; 10-15 dakika karanlik ortamda oda isisinda bekletildikten
sonra 1 M H,SO, c¢ozeltisinden 50 pl/kuyu seklinde ilave edildi. Sonuglar 450 nm’de
spektrofotometrik olarak okundu ve esik (cut-off) degerinden yulksek olan 6rnekler
pozitif olarak degerlendirildi [Esik deger = Ortalama negatif kontrol + (Standart sapma
negatif kontrol)?].

immiinofloresans (IF) Yontemi

Bu amacla kullanilacak olan lam kuyulari 6nce sirayla 20 pl distile su, %70 etil alkol
ve tekrar distile su ile yikandi. Kuyulara 20 pl Poly-L-Lysine (Sigma, P1524) konularak
bekletildi ve cekildi. Paraformaldehit ile fikse edilmis hiicreler 100-200 ug/10 ml PBS
seklinde hazirlandi ve lam kuyularina 20’ser pl konuldu. Kurumasi beklendikten sonra
kuyulara primer antikorlar eklendi ve 37°C’de 2 saat inkibe edildi. Sire sonunda PBS
ile yikama yapildi ve bu kez floresan ile isaretli sekonder antikorlar [anti-fare IgM-FITC
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Hicre Mannan CAE
Antijen Tiri

Sekil 2. ELISA yontemi ile saptanan mAb-2B7 antikor diizeyleri (Grafik, OD degerlerinden esik degerleri
¢ikarildiktan sonra olusturulmustur. Esik degerleri; hiicre igin 0.358, mannan igin 0.539 ve CAE icin 0.263 dlir).

(2500:1)] ilave edilip 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Daha sonra PBS ile yavasca yikanan
lam kuyulari tzerine gliserol damlatilarak lamel ile kapatildi ve floresan mikroskopta
degerlendirildi.

BULGULAR

Calismamizda, C.albicans’a karsi yliksek 6zgillikte monoklonal antikorlar (mAb-
2B7) elde edilmis ve bu antikorlar C.albicans maya formu ile IF yonteminde pozitif
reaksiyon vermistir (Sekil 2, Resim 1). Bu antikorlar, benzer yapidaki bakteriler
kullanilarak test edildiginde, mAb-2B7’nin, hiicre duvar yapisi lineer formda f-1,2
mannandan olusan S.choleraesuis 211 ve S.infantis ile pozitif yanit verdigi izlenmistir
(Tablo I).

-1,2 bagina 6zgul monoklonal antikorlar (mMAb-ACMK-1) ile yapilan degerlendirme-
de; bu antikorlarin ELISA yonteminde C.albicans maya formu ve CAE ile pozitif reaksiyon
verdigi belirlenmistir (Tablo Il). Bunun yaninda mAb-ACMK-1, IF yonteminde maya
formu ile 1isima verirken hif formu ile vermemistir (Resim 2,3). Bu durum, $-1,2 baglh
mannanin, maya hif yaptiginda morfolojide meydana gelen degisiklik nedeniyle hif
uzantilarinda gériinmedigini ortaya koymustur. Bu antikorlar, S.choleraesuis 211 bakterisi
kullanilarak test edildiginde; mAb-ACMK-1‘in dallanmis $-1,2 mannan duvar yapisi olan
C.albicans ile pozitif yanit verirken, lineer 8-1,2 mannan duvar yapisi olan S.cholaresius
211 ile yanit vermedigi saptanmustir (Tablo IIl).
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Resim 1. C.albicans maya formunun; A) Faz kontrast mikroskobu, B) Floresan mikroskobu gérintiisii
(Klon 2B7 stipernatani primer antikor olarak kullanilmistir).

Tablo I. mAb-2B7'nin S.choleraesuis 211 ve S.infantis ile Verdigi ELISA Testi Sonuglari
Plagin kaplandigi antijen S.choleraesuis 211 hiicre (100 pg/ml) S.infantis hiicre (100 pug/ml)

Primer antikor 2B7 stipernatani 2B7 slipernatani
Sekonder antikor Anti-fare IgM (2500:1) Anti-fare IgM (2500:1)
Yanit (OD degeri) 2.429 2.070

Kor (Blank) degeri 0.244 0.221

Tablo Il. mAb-ACMK-1'in C.albicans Maya Formu ve CAE ile Verdigi ELISA Testi Sonuglari

Plagin kaplandigi antijen C.albicans hiicre (100 ug/ml) CAE (15 pg/plak)
Primer antikor ACMK-1 mAb (8000:1) ACMK-1 mAb (8000:1)
Sekonder antikor Anti-fare IgM (2500:1) Anti-fare IgM (2500:1)
Yanit (OD degeri) 0.972 0.560

Kor (Blank) degeri 0.279 0.238

Tablo Ill. mAb-ACMK-1"in S.choleraesuis 211 ve C.albicans Maya Formu ile Verdigi ELISA Testi Sonuglari
Plagin kaplandigi antijen  S.choleraesuis 211 hiicre (100 ug/ml)  C.albicans hiicre (100 pg/ml)

Primer antikor ACMK-1 mAb (8000:1) ACMK-1 mAb (8000:1)
Sekonder antikor Anti-fare IgM (2500:1) Anti-fare IgM (2500:1)
Yanit (OD degeri) 0.187 0.972
Kor (Blank) degeri 0.279 0.279
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Resim 2. C.albicans maya formunun; A) Faz kontrast mikroskobu, B) Floresan mikroskobu gortntiisi
(mAb-ACMK-1 primer antikor olarak kullanilmustir).

Resim 3. C.albicans hif formunun; A) Faz kontrast mikroskobu, B) Floresan mikroskobu gériintisii (mAb-AC-
MK-1 primer antikor olarak kullanilmistir)

TARTISMA

Candida tiri mayalar hastane kaynakli enfeksiyonlarin en 6nemli etkenlerinden olup,
codunlukla yogun bakim (nitelerinde yatan hastalarda gériilmektedir''. En sik etken
olan C.albicans bu hastalarda derin doku invazyonu gosterir ve yasami tehdit eden sis-
temik enfeksiyonlara neden olur'2. Yiiksek morbidite ve mortalite ile seyreden sistemik
kandidiyazin nlenmesinde erken tani ve uygun tedavi biiyiik nem tagimaktadir'3.

Candida turlerinin hiicre duvar yapisi, mantar-konak iliskisinde ve virllansinda ¢ok
énemlidir. Bu durum in vivo/in vitro ve kendi icinde de farkli cogalma kosullarina gére
degiskenlik gosterir. Mannan yapinin benzer olabilmesi icin cogalma kosullarinin ayni
olmasi gerekmektedir'. Sistemik ve derin enfeksiyonlarda ise C.albicans'in hif yapma
o6zelligi 6nemli viriilans faktorlerinden birisidir. Bu calismada, C.albicans’in form degistir-
diginde duvar yapisindaki mannanin konfigtirasyon degisiminin gosterilmesi planlanmig
ve bu amacla kullanilan C.albicans serotip A mannani, antijenik yapisi nedeniyle serotip
B'yi de kapsadigindan dolay: tercih edilmistir.
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Serotip A’da, hem asitle modifiye olmus p-1,2 baglh mannan yapilar hem de serotip
A'ya 6zgl aside direncli $-1,2 dallanmalari yer almaktadir. Mannan yapisi, serolojik
yaniti olusturan en énemli kandida antijeni olup, B hiicrelerini, yardimai T hiicrelerin-
den bagimsiz olarak, dogrudan aktive etmekte ve dolayisiyla sadece IgM yanitina yol
acmaktadir. Bilindigi gibi, timusa bagimsiz (T-independent; TI) antijenlere karsi olusan
hiimoral immiin yanitta, imminoglobulin izotip degisimi ve bellek B hiicre farklilasmasi
olmamakta, dolayisiyla IgM antikorlari sinif degistirmemekte ve sekonder antikor yaniti
goriilmemektedir. Bu nedenle calismamizda, hibridoma secimi yapilirken anti-fare IgM
antikorlari tercih edilmistir. Eloy ve arkadaslari'® yaptiklari calismada, %100 6zgiilliik
ve %86 duyarlilikla IgM antikorlarinin, anti-kandida antikorlarini saptamak icin en iyi
test sistemi oldugunu ifade etmislerdir. Polonelli ve arkadaslarinin’® calismasinda da,
C.albicans’a karsi elde edilmis monoklonal antikorlar (mAb K20) IgM izotipindedir.

C1 grubu Salmonella’larin (S.choleraesuis 211 ve S.infantis) hicre duvar yapisi,
C.albicans ile benzerlik gostermektedir. Candida tiirlerinin mannani, cesitli baglarla bagl
mannan molekdillerinden olusur. Salmonella tirlerinin O antijenleri ise tekrarlayan tinite-
lerden olusan lineer zincirlerden olusur. Calismamizda elde edilen mAb-2B7 antikorlari
da, bu benzerlik nedeniyle S.choleraesuis 211 ve S.infantis ile capraz reaksiyon vermistir
(Tablo 1). Nnalue ve arkadaslari'” tarafindan yapilan bir calismada da, Candida tiirlerinin
mannani ile Klebsiella K24 polisakkaridi ve Salmonella C1 ve EO-antijenleri arasinda cap-
raz reaksiyon tespit edilmistir.

C.albicans’i diger kandidalardan ayiran en 6nemli 6zelliklerden biri germ tiip olustur-
masidir. Bilindigi gibi faktor 5 serumu, aside duyarli $-1,2 baglh manno-oligosakkaride
karsilik gelir®. Bununla birlikte mAb-ACMK-1, mannan yapisindaki p-1,2 bagina 6zgiildiir.
B-1,2 bagl mannoz (initelerinin daha antijenik yapida olmasi nedeniyle buna kars treti-
len antikorlarin koruyuculugu da yiiksektir®. Bu durum, kandida enfeksiyonlarinin énlen-
mesinde monoklonal antikorlarin kullanimini giindeme getirmistir'®-22, Nitekim Han
ve arkadaslarinin'® calismasinda, -1,2 bagl mannanlara karsi elde edilen monoklonal
antikorlarin deneysel kandidiyaz ve vajinal enfeksiyonu 6nledigi gosterilmistir. Kavishwar
ve Shukla?' elde ettikleri G5 monoklonal antikorlarinin, in vivo deney kosullari altinda
tedavi ve profilaktik kullanim icin faydali oldugunu bildirmislerdir. Lee ve arkadaslari??,
B-1,2 mannana 6zgll olarak gelistirilen IgM tipindeki monoklonal antikorlar ile flukona-
zol kombinasyonunun, sistemik kandidiyaza karsi etkili oldugunu gostermislerdir.

Calismamizda C.albicans susu, B-1,2 bagina 6zgiil mAb-ACMK-1 ile hem ELISA hem
de IF yonteminde pozitif sonug vermis ve bu durum C.albicans maya formu yiizeyinde
$-1,2 baginin var oldugunu gostermistir (Tablo Il, Resim 2). Buna karsin C.albicans hif
olusturdugunda hiicre duvar yapisinda degisiklik meydana gelmektedir. Nitekim calis-
mamizda da mAb-ACMK-1, C.albicans’in maya formu ile floresans verirken, hif yapisiyla
isima vermemistir. ik defa elde edilen bu veri, hif duvarinda p-1,2 mannan baglarinin
ya seyrek olarak bulundugunu ya da hi¢ bulunmadigini géstermektedir. Ayrica, f-1,2
bagina 6zgiil ACMK-1 monoklonal antikoru, hiicre duvari lineer formda p-1,2 bagini
iceren suslardan S.choleraesuis 211 ile test edildiginde capraz reaksiyon vermemistir
(Tablo IIl). Calismamizda elde edilen her iki monoklonal antikorun da (ACMK-1 ve 2B7)
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p-1,2 bagini tanimasina ragmen, mAb-2B7’nin S.choleraesuis 211 ile reaksiyon verirken
mAb-ACMK-1'in vermemesinin, epitop &zelliklerinin farkli olmasindan kaynaklandigi
distnllmustur.

Sonug olarak, C.albicans'in hiicre duvari mannan yan zincirlerinin kimyasal yapisinin
ve antijenik ozelliklerinin tanimlanmasi, patojenite mekanizmalarinin aydinlatilmasinda
onemli bir basamak teskil etmektedir. Calismamizda elde edilen antikorlar ile, enfeksiyon
sirasinda dolagimdaki mannan veya anti-mannan antikorlarin ELISA veya IF gibi test sis-
temlerinde gelistirilmesi ve bu antikorlarin in vitro/in vivo test ve tedavi yontemlerinde
denenmesi, bundan sonraki calisma planimizi olusturmaktadir.
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