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S.aureus hafif deri enfeksiyonlarindan, endokard iltihabi, septisemi, toksik
sok sendromu gibi hayati 6neme sahip pek cok hastaliga neden olan ¢ok yaygin
rastlanan insan ve hayvan patojenidir. S. aureus enfeksiyonlarda kullanilan
kemoterapotiklere hizla diren¢ kazanmaktadir. Ozellikle lizozime, metisiline ve
glikopeptitlere diren¢ kazanmasi mevcut antibiyotiklerle tedavi sorunlari
yasanmasina neden oldugundan yeni nesil antibiyotikler iizerinde arastirmalar
yogunlasmaktadir.

S. aureus’un hastalik olusturma yetenegi sahip oldugu virulans faktorlerine
baghdir. En 6nemli virulans faktorleri stafilokoklarin konak dokularinda kolonize
olmasmi saglayan yiizey proteinleridir. Protein A immunoglobilinleri yanlis
oryantasyonda baglayarak enfeksiyon boyunca bakteri yiizeyini gevreleyip,
bakterinin kamufule olmasini saglayan ylizey proteinidir.

Bu calismada, protein A blokasyonuna yonelik fotosensitif Mikroemiilsiyon
Teknigi ile Polimerik nano IgG ler sentezlenmis ve biyokonjugasyon yontemi ile
lizozim i¢in polimerik nano IgG’ler iizerinde yeni baglanma bdlgeleri
gelistirilmistir. Sentez islemlerinde floresan 0Ozellige sahip kimyasallar
kullanildigindan aktivite testleri floresans spektrofotometrisi ile yapilmigtir.
Sentezlenen nanobiyokonjugatlarin in vitro ortamda aktivitesi tayin edilmistir.

Anahtar Kelimeler: S.aureus, Protein A, Polimerik Nano IgG
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S. aureus is a common human and animal pathogen which can cause a
wide variety of infections from relatively minor skin infections to life-threatening
systemic illnesses such as endocarditis, sepsis, toxic shock syndromes. S.aureus
becomes swiftly resistant to chemotherapeutic which are used in infections.
Researches on some new antibiotic options are becoming more intense because
treatment of infections with antibiotics has become increasingly difficult owing to
the widespread occurrence of strains that are resistant to multiple antibiotics,
known as meticillin, lysozyme, glycopeptide.

It’s ability to cause diseases depends on it's virulence factor. The most
important virulence factors are surface proteins that promote adhesion to host
tissue. Protein A is a surface protein that interacts with IgG to coat the surface of
the cell with IgG molecules during the enfection that are in the incorrect
orientation to provide camouflage on bacteria.

In this study, polymeric nano IgG has been synthesied with
photosensitive micro emulsion technique devoted to protein A blocation and
developed some binding parts on nano IgG for lysozyme with bioconjugation
method. Due to using fluorescence feature chemical, the activity tests have carried
out by fluorescence spectrophotometer. The activity of nanobioconjugates have
been determined in vitro.

Key Words: S.aureus, Protein A, Polymeric Nano IgG
ii



TESEKKUR
Tez calismam siiresince ilgisi ve yardimlariyla her zaman yanimda olan,

bana fikirleriyle yol gosteren Sayin Prof.Dr. Ridvan SAY’a,

Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii laboratuvar imkénlarindan yararlanmami
saglayan ve deneysel calismalarim esnasinda her tiirlii konuda bana yardimei olan,
bilgi ve tecriibeleriyle katkida bulunan Sayin Aras. Gor. Rasime DEMIREL e,

Calismalarim  siiresince destegi ve yardimlarmi eksik etmeyen Sayin
Doc¢.Dr. Arzu ERSOZ’e,

Calismam boyunca yardim ve destekleriyle katkida bulunan arkadaglarim
Suzan YAZAR, Sibel BUYUKTIRY AKI, Giiner SAKA, Senay ARIKAN, Ozlem
BICEN ve Riistem KECILIye,

Tez cahismam siiresince destekleriyle hep yanimda olan Sentetik
Reseptorler Arastirma Grubu (SYNREG) Uyeleri’'nden Saym Yard. Dog. Sibel
EMIR DILTEMIZ ve Sayin Yard. Dog. Ayca ATILIR OZCAN’a,

Uzakta olmalarina ragmen maddi-manevi destekleriyle beni higbir zaman
yalniz birakmayan Ailem’e,

Ve tiniversite ve yiiksek lisans egitimim boyunca destegini ve yardimlarini
benden esirgemeyen manevi annem Ayfer YAZAR’a

Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim...

Bahar Tuba FINDIK
Ocak 2010

iil



ICINDEKILER

Sayfa
OZETi..ccueeiiiiisrinnissenssinsenssncssisssessessssssssssssssssssessasssssssssssssssssasssasssssssssssssses s s s oo i
ABSTRACT .....couiiiiiiciinenssinsensnnssncsssssscssesssesssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssss s s aee il
TESEKKUR ..couuiircrncssscssmssssssssmssssssssssssssssssssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssss sos iii
ICINDEKILER ......coeteeireersesneerssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss s ose iv
SEKILLER DIZINI ..ot sssssssssssssssnsssssssssssssssssssss s vii
CIZELGELER DIZINI.....ceuuiiiiiiiiiiiiieiiieieeeeieeenneevieeeeneeeneenne e sesesenns ix
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI ....couvuniicicinccncasscascissnssssscsene X
Lo GIRIS st snsnssnessssess s ssssssssssssssssssssssssssss s s sess s ssne s ons 1

1.1. Bakteriyel PatojenliK.........ccoceoiiiiiiiiiiiiiccececnece e e 3
1.1.1. EndOtOKSIN.....couiiiiiiiiiniieeiece ettt e e e e e 3
1.1.2. EKZOtOKSIN. ...ttt e 5

1.2, StaphylOoCOCCUS QUICUS. .. ..euuettit et 6
1.2.1. S. aureus’un Epidemiyoloji..........covvvviiiiiiiiiiiiiiiinnn.n. 10
1.2.2. S.aureus’un Salgiladig1 Enterotoksinler............................. 11
1.2.3. S. aureus’ un neden oldugu hastaliklar.............................. 12

1.3. S. aureus’ un Virulans ve Patojeniteleri..................c.ooviiiiiiit. 15
1.3.1. HUcre duvari..........ooeiiiiiiiii e 16
1.3.2. Kapsll. ..o 16
1.3.3. Yiizey Proteinleri...........ocoooiiiiiiiiiiiiii e 17

1.3.3.1. Stafilokokal Protein A..............coiiiiiiiiiiinn.n. 18

1.4. Antimikrobiyal peptitlere Direng.............c.ocoiiiiiiiiiiiiiiiiiii 22
1.4.1. Lizozime DIreng.........ooueiiiiiiiiiiiiii e, 22

1.5, Fa@OSIIOZ. .o ueieite e 24

1.6. Immunoglobulin Yapisi.........ooueiiiiiiiiiii i 24

1.7. NanobiyoKONjuaSYON.......c.evutiitiiteitiitii i 27
1.7.1. Antikor Modifikasyonu ve Konjugasyonu.......................... 29
1.7.2. Biyokonjugasyon Ajanlari.............c..cooeviiiiiiiiiiiiiiiieinnn, 31

L7201 EDC. .o 31



L7.22.NHS...o 33

1.8. Lazer Taramali Konfokal Mikroskobu......................cocii 36
B N TN 170011151 5 ) 36
2. MATERYAL VE YONTEM......cccoviiiiniiiiinniiiinieccnnieccnneeeens 39
2.1 Materyal. ..o 39
2.1.1. Kullanilan Kimyasallar................c..oooooiiii i, 39
2.1.2. Kullanilan Cihazlar.................oooiiiiiii i, 39
PV €0} 1 (7<) 1 | P 40
2.2.1. Nanobiyokonjugatlarin Sentezi...............cooevieviiiinennnnn.n 40

2.2.1.1. Fotosensitif Mikroemiilsiyon Teknigi ile Polimerik
Nano IgG’nin Sentezi............cooeviiiiiiiniiiinn.n. 40
2.2.1.2 Polimerik Nano IgG Konjuge Lizozim Sentezi........... 40
2.2.2. Karakterizasyon Calismalart...................oooiiii 41
2.2.2.1. Boyut Analizi........ccooviiiiiiiiiiiiii i 41
2.2.2.2.Zeta Potansiyel Analizi..................cociiiii 41
2.2.3.In Vitro Calismalar.................coeeiueiieiiieiiieeieeeieee, 41
2.2.3.1. BaKteri SUSU.....oiiniiiiii i e, 41
2.2.3.2.BeSTYerlerl. ..ot 42
2.2.3.3. Bakteri siispansiyonlarinin Hazirlanmast................. 42
2.2.3.4. Antibakteriyel Etkinliginin Incelenmesi.................. 43
2.2.3.5. Canli Hiicre Sayimi...........cooeiiiiiiiiiiiiiiinnenn. 43
2.2.4. Lazer Taramali Konfokal Mikroskobu Hazirlik Asamasi......... 44
2.2.4.1 Hiicre Siispansiyonunun Hazirlanmast..................... 44
2.2.5. Biyouyumluluk Testi........cocoviiiiiiiiiiiiiiii i, 45
2.2.5.1. Hilere KUltlirti. . .....ooooeeiii 45

2.2.5.2. Polimerik Nano IgG konjuge lizozim’in Saglikh

Hiicrelere EtKisi..........cooviiiiiiiiiiiee, 45
2.2.5.3. AKIS STOMELIIST. .o uveeneteeiie e e, 45
3 BULGULAR.. .ciiiiiiiiiiiiitiiiieieiiieteietieeiatasatistacasissacnsssnsnes 46
3.1. Floresan Olglim SONUGIATT. ............ccouviiiiiiiiiieiieiieeieeae 46



3.1.1. Polimerik Nano IgG ve Polimerik Nano IgG Konjuge

Lizozim Kompleksinin analiz Sonuglart............................ 46

3.2. Karakterizasyon Calismalari.................ooooiiiiiiiiiiiiiiii 47
3.2.1. Boyut Analizi.........ocooiiiiiiiiiiii 47

3.2.2. Zeta Potansiyel Analizi..............c.ooooiiiiiiiiiiiiii 49

3.3, 10 VT Deneyler. ... ..uuvee e e e 49
3.4. Lazer Taramali Konfokal Mikroskobu Goriintiileri....................... 51
3.5 Biyouyumluluk Testi Sonuglart...............cooooiiiiiiiiii . 53

. TARTISMA, SONUC VE ONERILER.......c..cccettttruuuneereeeneennnnnns 54
KAYNAKLAR. . .o ittiiiiiiiitiiiitiiitieieticeteiitacttasacesacacacsnns 57

vi



1.1.
1.2.
1.3.
1.4.
L.5.
1.6.
1.7.
1.8.
1.9.
1.10.
1.11.
1.12.
1.13.
1.14.
1.15.
1.16.
1.17.
1.18.
1.19.
1.20.
1.21.
1.22.
1.23.
2.1.
2.2.
3.1.

3.2
3.3.
3.4.

SEKILLER DiZiNi

Bakteri SEKIIETi.......uuviieiiiie et
Gram negatif bakterilerin hiicre membrani........c..ccooceeceeiiinneeniecneennen.
Gram negatif bakterilerde endotoksin yapist.........ccccoecueevvieennieennieennnen.
SIAPNYLOCOCCUS AUFCUS.........oeeeeeieeeeiieeeeeeieee e eee e e cte e e sre e e e saaeae e
Stafilokokal enfeksiyonuna Ornek............ccceeeeeerieniiiiniiinniieenceeneee
S.aureus enfeksiyonuna O1rnek..........ccovveevviiirniiiiniiiiniiieniceeece e,
EndoKard TIhabL..............cccouivivereieeiceeeeceee e
Peptidoglikan tabakasi tekrarlayan altbirimleri..........coccoooeeiiiiinnnn.
S. QUFEUS UN YAPIST.eviiieieeiiiieeeeiieee ettt ee et eeeeseite e e st teeeebbeeeessannaeeeeans
Protein A’nin sematik gOSErTMI.....cuveeeivieeiiieiiiieeieee et
Protein A ve IgG etkilesim mekanizmasinin sematik gosterimi................
Protein A’nin IgG’yi Fab bolgesinden baglamasinin sematik gosterimi....
Protein A’nin IgM molekiiliinii bloklamasinin sematik gosterimi.............
Staphylococcus aureus opsonofagositozisden kaginma mekanizmasit.......
LAZOZIM IN YAPISL..nvteiiiiieiiiieeeiieeeeiie ettt ettt e e ste e e st e e sabe e s sabe e s sbbeessaaeanns
LEG AN YAPIST. .ttt
LEG NN YAPISTitiiiiiiiieiiiie ettt et
EDC’nin moleKill YapISi...cccoouueiiiiiiiiieeiieete et
EDC rakSIYONU. .....eeiiiiiiiiiiiiiiiiieeeiieeeeiie ettt et et e e
Kimyasal modifikasyon reaktifleri NHS ve Sulfo-NHS nin yapisi............
EDC ve NHS reakSiyonU.......ccoocieiiiiiiiiiiiiiiiiiieeerie e
Hiicrelerde erken ve ge¢ apOPItOZ........cccueevrueirrieernieennieeeniieeeiieeesiie e
Akis sitometrisinde hiicrelerin isaretlenmesi..........cooceeevieerniiennieennneennn.
Bakteri siispansiyonlarinin Hazirlanmast..........ccccoeoeerniiinniinnieinnieennnen,
Yiizeye yayma yontemiyle SayIm.........ccccceevveeriiieniieiniiieenieee e sie e
Polimerik Nano IgG ve polimerik Nano IgG konjuge lizozim
kompleksinin kargilagtirtlmast.........cccoeoeeeiiiiriiiinniiniieeeeeen
Polimerik Nano IgG boyut analizi...........ccoecceevriiiiniiinniinnieinicceieeeen
Polimerik Nano IgG konjuge-lizozim boyut analiz............c.cccoeeenieenennee.

Zeta potansiyel caligmalart............ccoeoeeiriiiiniiiiniinnceee e

vii



3.5.
3.6.
3.7.

3.8.

S.aureus KUITUIIETL........oocoooiiiiiiii 51
S.aureus kontrol grubu lazer taramali konfokal mikroskobu goriintiisii... 52
800 pl polimerik Nano IgG konjuge lizozim ilave edilmis S.aureus
siispansiyonu lazer taramali konfokal mikroskobu goriintiisii......................... 52
Kontrol hiicresi ve polimerik nano IgG konjuge lizozimin akis

SILOMELTIST SONUGIAT T ceeeiuiiieeiiiie ettt 53

viii



CIZELGELER DIZiNi

1.1. Endotoksinin biyolojik aktiviteleri. .............ooooiiiiiiiiiiiiiiiiii 5
1.2. Staphylococcus aureus’un bagisiklil sistemini bertaraf etmesini saglayan

faktorlerinin ytizdesel gOStErimi.....cc.eevvvervieneeneeneinnineiiiiieeeeiienneeneen 15
3.1. Polimerik Nano IgG ve polimerik Nano IgG konjuge lizozim aktivite

EAYINT SONUCIATT...eeeiet et 50

iX



SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

EDC: Etil-3-[3-dimetilaminoproril]karbodiimid hidroklorid
IgG: immiinglobiilin G

SpA: Staphyloccocus aureus yiizey proteini Protein A
Sulfo-NHS: N-hidroksisulfosiiksinimid

3T3: Fare embriyonik fibroblast hiicre hatti



1.GIRiS

Staphylococcus aureus tehlikeli toplum ve hastane hastaliklariyla iligkili
yaygin olarak rastlanan bir patojendir. Halk sagliginin ana problemi olarak kabul
edilmektedir. Soyulmus deri sendromu, gastroenterit, toksik sok sendromu (TSS),
cilt infeksiyonlari, kemik ve eklem infeksiyonlari, endokardit, barsak enfeksiyonu,
menenjit, eklem romatizmasi, yara iltihaplarina ve Onemli Olciide gida
zehirlenmelerine neden olur. Diger taraftan S. aureus suslarinin bir¢ogu doku
toksinlerinin disinda yiiksek toksisiteli ve barsaklarda etkili olan enterotoksinleri
olusturarak intoksikasyonlara da neden olmaktadir. Etkilerini bagisiklik
sistemimizi sahip oldugu yiizey proteinleri ile bloke ederek ve cesitli toksinler
salgilayarak gostermektedir. Bagisiklik sistemi {lizerinde ki en biiyiik yiizey
proteini olan protein A ile gerceklestirmektedir. Protein A her biri immiinglobulin
G (IgG)’ yi baglama yetenegine sahip 5 altbirimden olusan bir duvar capa
proteinidir. Protein A- IgG baglanma mekanizmasi IgG aktivitesini bloklayacak
sekilde IgG’nin Fc bolgesinden gerceklesmektedir. Bu sekilde enfeksiyon
boyunca bagisiklik sisteminin etkileri S.aureus tarafindan engellenmis olmaktadir.

S. aureus enfeksiyon tedavisinde kullanilan kemoterapoétiklere hizla direng
kazanmaktadir. Ozellikle lizozime, metisiline ve glikopeptitlere diren¢ kazanmasi
mevcut antibiyotiklerle tedavi sorunlar1 yasanmasina neden oldugundan yeni nesil
antibiyotikler iizerinde arastirmalar yogunlagmaktadir. Pek c¢ok enfeksiyon
tedavisinde kullanilan dogal bir antibiyotik olan lizozim,  hiicre duvari
pepdidoglikan tabakasinda ki N-asetil muramik asit ve N-asetilglukozamin
arasinda ki glikozidik bagi parcalayarak bakteri iizerinde etki gosteren bir
muramidazdir. Bu islem sonucunda hiicre lizize ugrar. S. aureus lizozime direng
gostermesinin altinda yatan biyokimyasal neden ise membrana bagh O-
asetiltransferaz‘in muramik asidin C6 hidroksil grubunu modifiye etmesine
dayanmaktadir. Bu modifikasyon sonucunda lizozim membrana baglanamaz ve
aktivite gosteremez.

Biz bu calismamizda ise literatiirde ilk kez S. aureus etkilerini ¢cok yonlii
engellemeye yoOnelik antibakteriyel ve mimik 06zellikte nanobiyokonjugatlar

sentezlemeyi hedefledik. Bu ¢alismada biyokonjugasyonu yapilacak ana biyolojik
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madde dogal bir bagka biyolojik maddeyle konjuge edilerek 6nceden sahip oldugu
niteliklere bir yenisini daha katarak c¢ok fonksiyonlu yapilar elde edilmistir.
Polimerik nano IgG fotosensitif mikroemiilsiyon polimerizasyonu teknigi ile
sentezlenmis ve daha sonra bu sentezlenen nanobiyo madde ayni yontemle
lizozim biyokonjugasyonu yapilarak fotosensitif nanobiyokonjugatlar elde
edilmistir. Sentezlenen polimerik nano IgG ler ile S. aureus’un hiicre
membranmda bulunan protein A’yr bloklamasi hedeflenmis ve ayni zamanda
lizozim i¢in yeni bir baglanma bolgesi olusturularak S.aureus tarafindan direng
olusturulmas: bertaraf edilmistir. Sentezlenen nanobiyogonjugatlarin in vitro

ortamda aktivitesi incelenmistir.

1.1 BAKTERIYEL PATOJENLIK

Bakteriler tek hiicreli mikroorganizmalardir. Prokaryot organizmalar
olduklarmdan dolayi zarla cevrili organelleri yoktur. Boyutlar1 birka¢ mikrometre
uzunlugundadir. Isik mikroskobunda incelendiklerinde cubuk, yuvarlak, spiral ve

virgiil seklinde goziikmektedirler.

Sekil 1.1. Bakteri sekilleri (Anonim 1)

Viicudumuzun i¢ kisminda ve dig ylizeyinde milyonlarca bakteri
bulunmaktadir. insan viicudunda bulunan bakteri sayis1 insan hiicre sayisinmn on
kat1 kadardir (Cynthia ve ark. 2005).

Bakteriler derimizi kaplarlar, bagirsaklarimizda yasarlar ve 0zel
bolgelerimizi isgal ederler. Bazi bakteriler metabolizmaya yardimci olurken,

bazilar1 potensiyel tehlike olustururlar. Yararhi bakteriler mide ve intestinal
2



sistemde mikrobiyal dengeyi saglayarak sindirime katkida bulunurken, zararli
bakteriler ise viicudumuzda enfeksiyona neden olurlar.

Bakteriyel enfeksiyon zarali bakterilerin viicuda girisiyle ya da mevcut
dengenin disia ¢ikmasiyla olugsmaktadir. Binlerce c¢esit bakteri olmasina karsin
sadece birkac tiirii insanlarda hastaliga neden olmaktadir.

Diinya Saglik Orgiitiine (WHO) gore tarihte bakteriyel enfeksiyonlar diger
hastaliklardan daha ¢ok insan Oliimiine neden olmaktadir (Holmner ve ark. 2007).
Tiiberkiiloz patojenik bakterilerin neden oldugu en 6liimciil hastaliklardan biridir.
Patojenik bakteriler genellikle kronik diare gibi bagirsak problemlerine yol
acarlar. Viicudumuzun pek cok kisminda enfeksiyon olusturabilme yetenekleri
vardir. Baz1 enfeksiyon tiirleri 6liimciil iken bazilar ise enfeksiyonun basarisina
gore farkli siddetlerde gerceklesir. Gelismekte olan iilkelerde en biiyiik sorun
tedavi edilebilir enfeksiyonlarin yayilmasmi Onlemekte yeterli ilag ve tibbi
miidahalenin bulunmamasidir.

Bakteri patojenliginin derecesi viriilans faktorleri ile ifade edilir.
Dolayisiyla, bir patojenin viriilans1 onun konakta hastalik olusturmak i¢in sahip
oldugu genetik ve biyokimyasal dzelliklerinin toplamudir.

Bakteriyel patojenligin mekanizmasinin temelinde 2 ana 6zellik vardir.

1. Viicuda giren herhangi bir mikrobun dokulara yayilma yetenegi

(Ekstraseliiler maddeler iireterek istilay1 kolaylastirirlar ve bu sayede konak¢inin
savunma mekanizmasini atlatirlar.)

2. Toksin iiretebilme yetenekleri: Bakteriler endotoksin ve ekzotoksin olmak

tizere 2 tur toksin iiretirler.

1.1.1. Endotoksin

Diger hiicreler gibi bakteri hiicreleride mikrobiyal hiicre biitiinliigiinii ve
seklini koruyacak sekilde hiicre membranina sahiptirler. Haemophilus inftuenzae,
Escherichia coil, Salmonella enterica, Klebsielia pneumoniae, Bordeteila pelt
ussis, Pseudomonas aeruginosa, Chlamydia psittacz, ve Legionelia pneumophila
gibi insan patojeni iceren gram negatif bakteriler de tek tabakali ve asimetrik

olarak organize olmus liposakkarit (LPS) yapisinda ki membranlara sahiptirler.
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Bir bakteri hiicresi 4.9 um?® bir alanda yaklagik olarak 3.5x10° LPS molekiilii

icermektedir.

O side chains

core polysaccharides
lipid A

lipopolysaccharide

membrane protein

Russell Kightley
rkm.com.au
-

Sekil 1.2. Gram negatif bakterilerin hiicre membran1 (Anonim 2)

Yiizyi1l Oncesine kadar LPS potensiyel bakteriyel toksin olarak
tanimlanmaktaydi. Bugiin LPS’in pek cok gram negatif toksik enfeksiyonun ana
faktorii oldugu bilinmektedir. Bakteri 6limii ya da hiicre duvar1 yikimi1 sonucu
salgilanirlar (Rietschel ve ark. 1994).

Endotoksinin konak iizerine biyolojik etkisi letal olabilir. Toksisite, lipit
molekiilii (lipid A) ile iliskilidir. immiinojenik 6zelligi ise polisakkarit molekiilii
ile iliskilidir. Gram negatif bakterilerin hiicre duvari antijenleri (O antijenleri),

LPS bilesikleridir.

Oligosakkarit yan zinciri Polisakkarit Cekirdek Lipitler

Sekil 1.3. Gram negatif bakterilerde endotoksin yapisi



Tiim endotoksinlerin biyolojik aktiviteleri esas olarak aymidir. Ancak bazi

endotoksinlerin etkinligi daha fazladir.

Cizelge 1.1. Endotoksinlerin biyolojik aktiviteleri

Pirojen 6zellik
Lokopeni, lokositoz
Kompleman aktivasyonu

Kan basincinin degisimi

Hageman faktor aktivasyonu
Trombosit aktivasyonu
Plazminojen aktivatoriiniin
indiiksiyonu

Kemik iliginde nekroz
Farelerde hipotermi

Farelerde letal toksisite

Shwartzman reaksiyonu

Prostaglandin sentezinin indiiksiyonu
Limulus lizati jelatinasyonu

Infeksiyona karsi 6zgiil olmayan direncin
indiiksiyonu

Endotoksin toleransinin indiiksiyonu
Adjuvan aktivitesi

Lenfositlerde mitojenik aktivite

Makrofaj aktivasyonu
Interferon sentezinin indiiksiyonu

Tiimor nekroz faktor sentezinin indiiksiyonu

1.1.2. Ekzotoksin

Ekzotoksinler, bakteri

hiicrelerinden salgilanan protein yapisinda

toksinlerdir. Tiim toksik maddeler icinde, zehir etkisi en fazla olanlaridir. Yiiksek

molekiil agirlikli ekzotoksin proteinleri 1stya duyarl iken, diisiik molekiil agirlikl

olanlar 1s1 ile bozulmazlar. Cogunlukla gram pozitif bakteriler tarafindan

salgilanmakla birlikte nadir olarak gram negatif bakteriler tarafindan da

salgilanirlar. Endotoksinlerin sistemik etkilerine karsin, ekzotoksinlerin etki yeri

daha lokaldir ve 0zgiil hiicre tipleri veya reseptorleri ile smirhidir. Ekzotoksinler

konak hiicrede olusturdugu biyolojik etkilerine gore; norotoksinler, sitotoksinler,

enterotoksinler olarak adlandirilirlar.



Norotoksinler: Clostridium tiirleri tarafindan iretilirler. Sinir uglarmi
(sinapslar1) yani akson dendrit arasi baglantilar1 bloke eder. Boylelikle kalp ve

solunum sisteminin durmasina neden olurlar.

Sitotoksinler: Difteri toksini Corynebacterium  diphtheriae tarafindan
salgilanan bir toksindir. Konak hiicre 6zgiilliigii ve toksik bulgular1 vardir. Bircok

hiicrede protein sentezini inhibe eder.

Enterotoksin: Enterotoksinler bagirsaklarda 0zel aktivitesi olan
ekzotoksinlerin alt sinifidir. Ekzotoksinler biiyiiyen bakteriler tarafindan hizlica
salgilanirlar ve boylece bakterinin kiiltiire edildigi hiicre ortaminda karakteristik
sekilde bulunurlar. Geleneksel olarak 1siya duyarli olduklar1 varsayilir.
Stafilokokal enterotoksinler ise istisna olusturmaktadir. Antijenik ve kimyasal
Ozelliklerine gore protein yapisindadirlar. Staphybcoccus aureus, Vibrio cholerae,
Shigella dysenteriae, Escherichia coli, ve Clostridium perjringens enterotoksin
tireten bakterilerin baginda gelmektedir. Bakteriyel enterotoksinlerin neden oldugu
hastaliklara en klasik ornek stafilokokal gida zehirlenmeleridir. Klinik sendromlar
ile stafilokokal enterotoksinler arasindaki iligki ge¢miste kaydedilmistir (Binder
ve ark. 1970).

1.2. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus, Micrococcaceae ailesinde yer alan katalaz pozitif
Gram pozitif koklardir (Chomnawang 2008, Sandel 2002, Bat1 Kutlu 2006). Tekli,
ikili, dortlii hiicreler halinde bulunabilirler, ii¢ veya dort hiicreden olusan kisa
zincirler yapabilirler ve diizensiz iiziim salkimi benzeri sekiller olustururlar. S.

aureus hem aerop hem de anaerop ortamda tirer(Bat1 Kutlu 2006).



130.0kV 1.0 10000x SE 8.3 staph 97-11-49

Sekil 1.4. Staphylococcus aureus (Anonim 3)

S. aureus’a ait koloniler genis (6-8 mm capinda), diiz, yiizeyden hafifce
kabarik, yar1 seffaf goriiniimdedir. U¢ yonde ve birbirine yapisik olarak cogalarak,
lizim salkimmna benzer kiimeler olusturular. Bazi kokenlerinde belirgin ve
polisakkarit yapisinda bir kapsiil ya da bir mukus katman olur. Hiicre ¢eperleri
0zel yapida olup, peptidogligan, teikoik asit ve tiire 0zgii presipitinojen protein
birimlerini igerir (Giilbandilar. 2006).

Plazmay: pihtilagtirma yetenegini gosteren koagiilaz deneyi, S. aureus’u
diger stafilokoklardan ayirt etmede en yaygin olarak kullanilan, en ¢ok Onem
tasityan ve genel olarak kabul goren identifikasyon kriteridir (Bat1 Kutlu 2006).

Gram-pozitif, kiiresel, fakiiltatif anaerobik / aerobik Stafilokokal
tiirlerinden 33’lin genelde katalaz pozitif oldugu bilinmektedir. Tiire ve kiiltiir
kosullarina bagli olarak hiicre biiyiikliigii 0.5 ile 1.5 ym arasinda degismektedir.
Staphylococcus aureus Staphylococci, arasinda en 6nemli firsat¢i patojen olarak
kabul edilir(Sandel 2004). Staphylococcus aureus tehlikeli toplum ve hastane
hastaliklariyla iligkili yaygin olarak rastlanan bir patojendir. Halk sagligmin ana
problemi olarak kabul edilmektedir ( Pereira ve ark. 2009 ).

Insanda en sik hastalia neden olan tiirlerdendir. Dogada en cok tozda,
toprakta, hayvanlarin deri, mukoza dokularinda ve insanlarin deri, burun boslugu
ve lezyonlarinda bulunurlar (Reinoso ve ark. 2004). Doga kosullarina

dayaniklidirlar (Giilbandilar. 2006 ).



S. aureus insanlarda ve hayvanlar da pek cok bulasici hastalikla
iliskilendirilmektedir. Insanlarda hastane enfeksiyonlarmna neden olan en 6nemli
patojendir. Arjantin gibi pek cok iilkede giinliik siit iiriinlerinden kaynakli en
pahal1 hastaliktir (Bogni ve ark 1988).

Pek cok toksik sendroma neden olan Staphylococcus cinsi bakteriler ilk
olarak 1880’de Ogston tarafindan adlandirilmislardir (Newsom S.W.B. 2008).
1884 yilinda ise Rosenbach Staphylococcus tiirlerini tanimlamistir.

S. aureus i¢in insanlar dogal rezervuarlardir. Saglikh yetiskinlerin yaklagik
% 10-20 siirekli tagtyicidir. Fiziksel temasla insandan insana kolaylikla gecerler.
S. aureus enfeksiyonlarinda nazal kolonizasyon en 6nemli rezervuardir. S. aureus
en fazla burun ve bogaz boslugunu orten mukoz dokuda yer alir. Deride, en ¢ok
da ellerde, kollarda ve yiizde bulunur (Kloos. 1999). Kolonizasyon hiz1 diyabet,
hemodiyaliz ve AIDS hastalari; ila¢ kullanicilar1 ve dermatolojik kosullarda artar.
Insan ve hayvanlarin diskilarinda, apseli yaralarda, sivilce ve cibanlarda yogun

olarak bulunmaktadir.

Sekil 1.5. Stafilokokal enfeksiyonuna 6rnek (Anonim 4)

S. aureus populasyonunun % 20’1 genellikle burnun 6n kisminda ki nemli
epitelyum tabakasinda kolonize olur ve diger % 60 lik kismiyla da iliski halinde
bulunmaktadir (Peacock. 2001). Organizma apse, isilik gibi deri enfeksiyonlarma
ya da mikroplu romatizma, kalp i¢ zar1 iltihabi gibi ciddi enfeksiyonlara neden

olabilmektedir.



Hastanelerde ve toplu mekanlarda kolonizasyon bulasici hastaliklar icin
risk faktorii olusturmaktadir. Cerrahi miidahaleye maruz kalmis hastalarda
enfeksiyon kapma risk faktorii artmaktadir.

Deri, yumusak doku, solunum sistemi, kemik, eklem ve endovaskuler
sistemde enfeksiyona neden olurlar. Pek cok S. aureus tiiri antibakteriyel ajanlara
kars1 diren¢ olusturacak yetenege sahiptir. S. aureus enfeksiyonlarinda B-lactam
antibiyotikleriyle miidahale yapilmaktadir. B-lactam bilesiklerinden methicillin,
oxacillin, nafcillin, cloxacillin, and dicloxacillin diren¢ gosterdigi kaydedilmistir.
Metisiline direngli S. aureus (MRSA) enfeksiyonlar1 viicudun pek cok bolgesinde
(cerrahi yaralar, yaniklar, goz, cilt ve kan) genis semptomlara neden olabilir.
Enfeksiyonlar genellikle enfeksiyon bolgesinde hassasiyet, kizariklik ve sisme
olarak baslar ve muhtemelen ciddi hastaliklara doniisiimii ile son bulmaktadir. S.
aureus ayni zamanda aminoglycosides, macrolides, chloramphenicol, tetracycline,
and fluoroquinolones iceren antimikrobiyal ajanlara karsi da diren¢ kazanmistir
(Chomnawang. 2008).

S. aureus enfeksiyonuna karsi ana savunma bagisiklik sisteminin temel
elemani olan notrofiller tarafindan gerceklestirilir. S. aureus notrofil savunmasini
asacak pek c¢ok yetenege sahiptir. S. aureus tiirlerinin hastalik olusturma
etkinlikleri sahip olduklar1 virulans faktorlerine baglidir. Virulans faktorleri
konakgr hiicredeki dokularin isgalini saglarlar (Sandel. ve ark. 2002). Enfeksiyon
esnasinda antikor seviyeleri viicudu korumak i¢in oldukga diisiik seviyede kalirlar
ve ikinci bir enfeksiyon s6z konusu oldugunda T ve B hiicrelerinin cevap
olusturmasi olanaksizlasir (Foster. 2005).

S. aureus klinik ©Onemi biiyilkk Olclide her alanda bulunmasindan
kaynaklanmaktadir. S. aureus genis bir yasam alanina sahiptirler ve normal insan
mikroflorasinin parcasidirlar.

S. aureus kommensal olmasina karsin, uygun kosullar altinda pek cok
firsatc1 tiirli ciddi enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Belirli kosullar
saglandiginda asagidaki pek cok ciddi enfeksiyona neden olabilmektedir:

* deri hasarlar1 ( yanik, tibbi miidahale);
* viicuda yabanci maddelerin varligr (dikis ipligi, e.g. sutures, damar ici

yontemler, protezler)



* viriitik enfeksiyon

* kronik hastaliklar (kalp hastaliklari, alkolizm)

1.2.1. S. aureus’un Epidemiyoloji

S. aureus enfeksiyonlarinin dogal seyri Ozetlenecek olursa; pekcok
yenidogan, cocuk ve yetiskinler S. aureus ile kolonize olurlar ve bu
mikroorganizmay1 tercihen nazofarenkslerinde, bazen cilt ve giysilerinde, daha
nadiren vajinalarinda ya da istisnai olarak rektum veya perineal bolgelerinde
barindirirlar. Bu bolgelerdeki S. aureus cilt veya mukoz membranlardaki herhangi
bir bolgeyi veya kisiden kisiye transfer yoluyla, aerosol yolla veya direk kontakt
yoluyla diger konaklar1 kontamine ederler. Mukoz membranlar ve cilt, lokal doku
invazyonuna karsi cok etkili bir mekanik bariyer olustururlar. Bu bariyer travma
ya da cerrahi ile bozulursa, S. aureus alttaki dokuya girebilir ve nekrotik doku,
fibrin ve ¢ok sayida canli ve 6lii polimorfoniikleer 16kositten olusan lokal bir abse
lezyonuna yol acabilir. Herhangi bir zamanda cogalan bakteriler lokal fagositik
mekanizmalar1 asabilir ve lenfatik kanallara ve kan dolasimia girebilirler. Bunu
izleyen stafilokokal bakteriyemi korkutucu bir komplikasyondur ve metastatik
enfeksiyonlara ve hastanin 6liimiine yol agabilir. Dogumdan kisa bir siire sonra
cogu yenidogan cevredeki yakin insanlar araciligiyla S.aureus ile kolonize olur.
Kolonizasyon bolgeleri; umbilikal kordon, perineal alan, cilt ve bazen de
gastrointestinal sistemdir. S. aureus ayrica giysileri ve carsaflar1 da kontamine
edebilir ve bu yolla atmosferi daha fazla kontamine etmek {iizere sacilirlar.
Yasamin daha ileri yillarinda nazal bolgede kolonize olurlar. Cocuklarm ve
yetiskinlerin %25 kadar1 tasiyic1 olurlar. Herhangi bir zamanda yetiskinlerdeki
nazal tasiyiciik oranmin, mevsimsel ve lokal epidemiyolojik faktorlere baglh
olarak, %20 ile %40 arasinda oldugu tahmin edilmektedir. Yaklasik olarak
niifusun %20’si siirekli olarak, %60’1 ise gecici olarak S. aureus ile kolonize olur,
%20’s1 ise hi¢c kolonize olmaz. Kadin popiilasyonda toksik sok sendromu
insidans1 nedeniyle eriskin premenopozal kadinlarda vajinal tasiyicilik oranlari
arastirilmistir. Bildirilen degerler menstriiel donemde artis gostermekle beraber

%10’a yakindir. Rektal ve perineal tagiyiciliklar da tanimlanmustir. Bazi gruplar S.
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aureus ile kolonize olmaya egilimlidir. Ornegin doktorlar %50, hemsireler %70
ve hastane kogus gorevlileri %90 siklikla olmak iizere, %33 olan genel
popiilasyon tastyicilik oranlarina gore, daha yiiksek nazofarengeal tasiyicilik
oranlarma sahiptirler. Insiilin kullanan diabetik hastalar, kronik hemodiyaliz
hastalari, ¢esitli dermatolojik bozukluklar1 olan hastalar, yasadisi intravendz ilag
kullanicilar1 ve HIV pozitif hastalar genel popiilasyona gore daha yiiksek
tastyicilik oranlarina sahiptir. Tasiyicilar nazal bolgeden organizmayi ciltlerine
transfer ederler. Travma organizma i¢in giris kapis1 olusturur, bunu lokal ve bazen
jeneralize enfeksiyon izler. Bu Ornekte organizma endojen orijinlidir, baska

vakalarda hastane personeli veya bir aile tiyesinden gegebilir.

1.2.2. S.aureus’un Salgiladig1 Enterotoksinler

Isiya direngli, 100 °C’ye 30 dakika dayanabilen, polipeptit yapisinda

maddelerdir. Ozellikle yiiksek CO,’li atmosfer ortaminda karbonhidratl ve
proteinli besiyerlerinde iireyen stafilokoklar tarafindan olusturulurlar(Bat1 Kutlu
2000).
S. aureus’un salgiladig1 enteretoksinler A, B, C, D, E, F ve G olarak
smiflandirilmaktadir. SEB, SEC, SEG, SEH ve SEI toksinlerini kodlayan genler
kromozomda lokalize olmuslardir. Bu toksik genlerin % 49-85 niikleotid sekansi
homoloji gosterir. SEA ve SED kodlayan genler bakteriyofaj vektorleri ve
plazmidlerle iliskilidir (Gilligan. 2000).

Staphylococcus aureus enterotoksin A (SEA) gida zehirlenmelerine neden
olmaktadir. SEA kuvvetli bir gastrointestinal toksindir. 100 ng’ 1 zehirlenme
bulgularma neden olmak icin yeterlidir (Rasooly. 1997). B ise hastane
enfeksiyonlarinda cok karsilasilan bir toksindir. Viicut agirliginin her kilogrami
basina diisen pikogram araliginda staphylococcal Enterotoxin B (SEB) icin % 50
letal doz tahmin edilebilmektedir. S. aureus cok kolay bir sekilde genis 6lceklerde
kiiltiire edilebilmektedir bundan dolay1 potensiyel biyolojik silah olarak
biyoterdrizmde kullanilmasindan korkulmaktadir (Gilligan K. 2000).
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Toksik sok sendromu toksini-1 (TSST-1): Toksik sok sendromunda yer
alan stafilokoklarin cogu faj-1 grubundan 29 ve 52 tiplerindendir. Bu 0zgiil
toksini salgilayan S.aureus suslarinin hastane kaynakli olabilecegi bildirilmektedir

(Bat1 Kutlu 2006).

1.2.3. S. aureus’ un Neden Oldugu Hastaliklar

S. aureus cok yonli insan ve hayvan patojenidir ve hafif deri
enfeksiyonlarindan zatiire, septisemi gibi siddetli pek cok hastaliga neden
olmaktadir (Lowy 1998). S. aureus insan meme iltihabi ile iligkili en genel

patojendir (Bannerman. ve ark. 2004).

Sekil 1.6. S.aureus enfeksiyonuna 6rnek (Anonim 5)

Hastalik yapici etkisine ragmen S. aureus saglikli insanlarin yaklasik
olarak % 20-30 burun ¢evresinde bulunmaktadir ve burun mukozasindaki floranin
% 60 olusturmaktadir. S. aureus deri lizerinde ve gevis getiren hayvan
rezervuarlarminin mukozalarinda bulunur ve giinliik iiretilen besinlere kontamine
olarak besin zehirlenmesine neden olmaktadir (Normanno. ve ark. 2006).
Stafilokokal bakteremi % 11-43 Oliim oranina sahiptir ve bu deger 15 yildir
degismemektedir. Bakteremiye meticiline direngli stafilokokal tiirler neden

olmaktadir.
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Endokard iltihabi

Sekil 1.7. Endokard iltihabi (Anonim 6)

Kalp i¢ zar1 iltihab1 vakalarin % 25-35°1 S. aureus kaynaklhidir 81,87.
Intravenoz ilag kullanicilarinda, yaslh hastalarda, kalp protezi kullanan hastalarda
goziikmektedir. Tiim gruplarda ilk belirtiler yiiksek ates, halsizlikdir. Tanisinin

konulmasi olduk¢a zordur.

Metastatik Enfeksiyon

S. aureus kemikler, eklemler bobrekler ve akcigerlere yayilmaya
egilimlidir. Tekrarlayan enfeksiyonlar i¢in bu bolgeler iltahaplanmanin toplandigi
odak bolgelerdir. Tedavi uygulanmasina ragmen siirekli yiiksek atesi olan hastalar

iltihaplanma agisindan degerlendirilmelidir ( Lowy. 1998).

Sepsis

Sepsis i¢in risk faktorleri; ilerlemis yas gruplari, immunosupresyon,
kemoterapi ve istilact prosediirlerdir.  Stafilokokal sepsiste gozlenen
hipertansiyon, yiiksek ates ve tasikardi gram negatif sepsis ile karistirilmaktadir.
S. aureus sepsise neden olan en yaygin gram pozitif patojendir. Ilerlemis sepsis
vakalarinda multiorgan fonksiyon bozuklugu, damar i¢i pihtilasma, laktik asidoz

ve 6liimle karsilasilmaktadir (Bone. 1994).
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Toksik Sok Sendromu

Toksik Sok Sendromuna S. aureus salgiladig: toksik sok sendromu toksini-
1 (TSST-1) neden olmaktadir. Hayat1 tehdit edebilecek boyutlara ulasabilecek
ciddi bir enfeksiyondur. Bir cesit kan zehirlenmesi olarak kabul edilebilir. TSS
vakalarinin %75'inde etken toksik sok sendromu toksini-1 (TSST-1) iken %25
vakada ise stafilokokkal enterotoksin B (SEB) etken faktordiir.
TSS sistemik yani viicudun birden fazla sistemini etkileyen ancak bulasici
olmayan bir hastaliktir. Hastaligin ortaya c¢ikisinda 4 asama vardir.

1. TSS toksini iiretebilen bir S.aureus bakterisinin insanda ¢ogalmasi ya da

enfeksiyon olmasi

2. Toksin iiretimi

3. Toksinin emilimi

4. Intoksikasyon (zehirlenme)

TSS riski gencglerde yashlara gore daha fazladwr. Biiyiikk yaniklar, cilt
enfeksiyonlar1 hatta bocek sokmalar1 sonrasinda bile TSS ortaya cikabilir. Bu
hastalik saglikli kisilerde saldirinin siddeti ile karakterize edilir. Tan1 yiiksek ates,
deride meydana gelen kizarikliklar, hipertansiyon, bas donmesi, kas agrilari,
dikkat kayb1 ve ¢oklu organ bozukluklar: gibi klinik bulgulara dayanir. Toksik sok

sendromu enfeksiyondan daha ¢ok belirli bolgede kolonizasyonla gelisir.

Stafilokokal Besin Zehirlenmesi

Staphylococcus aureus onemli bir gida patojenidir. Son on yildir diinyada
Staphylococcal gida zehirlenmeleri gida kaynakli hastaliklarin 3 nedeni olarak
rapor edilmistir. Amerika’da her yil stafilokokal gida zehirlenme vakasi sayisi
185,000, ve Avrupa’da 1993 ve 1998 yillar1 arasinda ki gida zehirlenmelerinin %
5.1’inin S. aureus kaynaklhdir.

Stafilokokal gida zehirlenmeleri 20 ng ile 1 pg Stafilokokal enterotoksin
ile kontamine olmus gidanm sindirilmesiyle olugmaktadir. Stafilokokal gida
zehirlenmeleri semptomlar1 kontamine olmus gida yenilmesinden birkag saat (1-6

sa) icerisinde meydana gelmektedirler (Normanno. ve ark. 2007)
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1.3. S.aureus’un Virulans ve Patojeniteleri

S. aureus viriilans1 en yiiksek olan stafilokok tiiriidiir. Ancak infeksiyon
olup olmamasit mikroorganizmanin viriilans1 ile konak savunma sisteminin
olusturacaklar1 dengeye baghdir. Stafilokoklarin viriilansinda rol oynayan
faktorler hiicre duvar yapilari, kapsiil, yiizey proteinleri, toksinleri ve enzimleridir.
Sahip oldugu viriilans faktorleri sayesinde konak hiicrede doku hasarina neden
olur, kanda proteinlere baglanarak immun yanitin baskilanmasi saglanir ve demir
alimimi diizenler. Pek ¢ok tiir polisakkarit bir kapsiil sentezler. Organizma proteaz,
hyaluronidaz, lipaz ve niikleaz gibi ekstraseliiler enzimler salgilar (Foster 2005,

Dinges ve ark 2000).

Cizelge 1.2. Staphylococcus aureus’un bagisiklik sistemini bertaraf etmesini

saglayan faktorlerinin yilizdesel gésterimi

Staphylococcus aureus’un bagisiklil sistemini bertaraf etmesini saglayan

faktorleri

Kisaltma % Dagilim
Protein A Spa 90/94
Serotip 5 ve serotip 8 | Cps Serotip 5 16-26
Polisakkarit Kapsiil Serotip 8 55-66
Stafilokinaz Sak 67
Ekstraseliiler fibrinojen | EfB 60/68
baglayan protein
Enterotoksin A Sea 17-32
Enterotoksin B Seb 7-9
Enterotoksin C Sec 11-10
Enterotoksin D Sed 5-10
Enterotoksin G Seg 55-64
Enterotoksin H Seh 10-15
Toksik Sok Sendrom | TSST-1 25-30

Toksini
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1.3.1. Hiicre duvarn:

Diger Gram pozitif bakterilerde oldugu gibi stafilokoklarin da hiicre duvari
kuru agirhiginin yaklasik %50’sini peptidoglikan tabaka olusturmaktadir (Bati
Kutlu 2006, Lowy 1998). Peptidoglikan tabaka 1,4-B- bagl N-asetilglukozamin

ve N-asetilmuramik asit altbirimleri icermektedir.

CH, O CH, O
| NAG &) NAM
NH  on K

|
COuCH, CocH,

Sekil 1.8. Peptidoglikan tabakasi tekrarlayan altbirimleri

Peptidoglikan zincirleri N-asetilmuramik aside bagh tetrapeptid zincirleri
ve S.aureus igin spesifik pentaglisin kopriileri ile ¢apraz baghdirlar. Bu tabaka
insanda Gram negatif bakterilerin endotoksinlerine benzer aktivite gosterir. Yani
makrofajlardan sitokin salmimini uyarir, komplemanin aktivasyonuna yol acar ve
trombosit agregasyonuna neden olur. Ayrica monositlerden interlokin-1 salinimini
uyararak polimorfoniikleer l6kositlerin infeksiyon bdlgesine toplanmalarmna ve
sonucta apse olusumuna da yol acar. Sadece Gram pozitif bakterilerde bulunan
teikoik asit stafilokoklarin hiicre duvarinda da yer alir ve mukozalarda bulunan
Ozgiill reseptorleri ile birleserek stafilokoklarin konaga adherensini saglar.
Stafilokokal tiirlerin peptidoglikan yapisinda ki farklhiliklar yaygin olarak goriilen
damar i¢i puhtilasmaya neden olma kapasitesine katkida bulunur ( Lowy 1998,

Strominger ve ark 1959 ).
1.3.2. Kapsiil

Pek cok S. aureus’un klinik izolatlar1 incelendiginde ince mikrokapsiiler
tabakaya sahip oldugu gozlenmistir. Bu tabaka serotip 5, serotip 8 ve ya serotip

336 kapsiiler polisakkarit icermektedir. Tip 5 ve tip 8 kapsiiller hayvan infeksiyon
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modellerinde viriilans faktoriin artisiyla iliskilendirilmistir. In vitro fagositoz
denemeleri kapsiil varliginin normal serum opsonin varliginda fagositoz siirecinde
notrofiller tarafindan hiicre alinimim zayiflattigi anlasilmistir (Lowy 1998, Foster
2005). Yani Bu ekzopolisakkarid bakteriyi fagositozdan korur ve konak

hiicrelerine ve 0zellikle de kateterler gibi yabanci cisimlere adherensini saglar.

1.3.3. Yiizey proteinleri

Protein A, elastin, kollajen, fibronektin baglayan proteinler ve “clumping”
faktor, kimyasal yapilar1 ve hiicre duvar1 yerlesimleri birbirlerine benzeyen
stafilokokal ylizey proteinleridir. Bu proteinler stafilokoklarin konak dokularinda
kolonize olmasinda en onemli faktorlerdir. Bu proteinlerin prototipi olan protein
A’nin en Oonemli 6zelligi, IgG3 disindaki tiim IgG ve IgA?2 ile bazi1 IgM’lerin Fc
reseptorleri ile birlesebilmesidir. Bu nedenle protein A’nin antikomplemanter ve
antifagositer etkinligi vardir (Lowy 1998).

Pek ¢ok stafilokokal yiizey proteinleri yapisal ortak 6zelliklere sahiptir. N
terminal bolgesinde salgilayici sinyal sekansi ve tiim karboksil terminalinde
sitoplazma ic¢ine uzanan pozitif yiiklii amino asitler, bir hidrofobik membran ve
bir hiicre duvar1 capa bolgesi bulunmaktadir. Bakteri hiicresinin yiizeyinde yer
alan N terminalde ki ligand baglama bolgesi bu proteinlerden bazilarinin adhezin

gibi fonksiyon gostermesine olanak saglar.
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Sekil 1.9. S. aureus’un yapisi

S.aureus konagin hiicre dist matriks (ECM) komponentlerine
kolonizasyonu “Adhesiv matriks molekiilleri olarak bilinen mikrobiyal yiizey
komponentleri’(MSCRAMM) ile gerceklestirirler (Yarli 2005). S. aureus tiirleri
spesifik adhezyon ve yiizey proteinleri ekspre ederler. Bakteriyel yiizey proteinleri
konagin plazma proteinlerine ya da hiicredis1 matriks bilesenlerine kolonizasyonu

saglar (Sinha 1999).

1.3.3.1. Stafilokokal Protein A (Spa)

Protein A 42 kDA’luk bir duvar capa proteinidir. Anti opsonik bir
molekiildiir. S aureus’ un hiicre duvarinin yaklasitk % 7 sini Protein A
olusturmaktadir. Tiim patojenik suslarm % 95’1 protein A icermektedir. En 6nemli
fonksiyonu fagositoza diren¢ olusturmaktir. Normal kan serumunda bulunan ve
bakteriler iizerine tesir ederek bunlar1 fagositoza hazirlayan opsoninden kurtulmak
icin sahip oldugu yetenek enfeksiyonun basarisi icin onemli bir faktordiir. Bu
yetenek protein A’nin B lenfositlerde ki yiizey IgG ve IgA ile bazi1 IgM’lerin Fc
reseptorleri ile birlesebilmesiden kaynaklanmaktadir. Her protein A 4 ya da 5 IgG
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baglanma bdlgesine sahiptir (A, B, C, D ve E) (fab binding) ve her organizmada
yaklasik 80,000 baglama bolgesi bulunmaktadir (Foster 2005, Greenberg ve
ark.1990). Bu protein bakteri hiicre yiizeyine LPXTG motifi ile baglanan tipik bir
Adhesiv matriks molekiilleri olarak bilinen mikrobiyal yiizey komponentlerin

(MSCRAMMs) dendir ( Lee ve ark. 2001 ).

N{\IIZ lll"-]ll\ / ORTAM

Sekil 1.10. Protein A’nin sematik gosterimi

SpA’nin  baglanma aktivitesi bakteri hiicresinin IgG ile kamufule
edilmesinin verimini etkiler. Boylece notrofil iizerinde etkilesmeyen Fc

reseptorleri kalmayacagindan fagositoz engellenmis olur (Atkins ve ark. 2008).

ey

Proiein A

Sekil 1.11. Protein A ve IgG etkilesim mekanizmasimnin sematik gosterimi

Fakat SpA’ nin IgG’lerin Fab bolgesiyle etkilesime girdigi bazi

durumlarda kaydedilmistir. Fakat yapilan arastirmalar sonucunda tiim alt
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birimlerin Fab bolgesiyle etkilesime gecemedigi ispatlanmistir. Yakin zamanda, D

alt biriminin Fab bolgesiyle etkilesime gecebildigi kaydedilmistir (Jansson ve ark.

SR

Proiein &

Sekil 1.12. Protein A’nin IgG’yi Fab bolgesinden baglamasinin sematik gosterimi

Immunoglobiilin G nin Fc bolgesini baglama yeteneginin yaninda SpA’nin
alt birimlerinin pek cok IgM, IgA, IgG, ve IgE molekiillerinin Fab bolgeleriylede
etkilesime gecebildigi kaydedilmistir. Fab bolgesine baglanabilme yetenegi, SpA’
nin B hiicre siiperantijeni gibi davranmasma neden olur bu da proliferasyonu

indiikler ve daha sonraki B hiicre deposunun bosalmasina neden olur (Atkins

1998).

Baloteri
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Hiicresi Ighd —eg&ﬁf' B hiicresi
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Protein A E Apoptosis |

Sekil 1.13. Protein A’nin IgM molekiiliinii bloklamasinin sematik gosterimi
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IgG nin Fc bolgesi ile kompleks olusturan protein A IgG baglanma
bolgesinin X ray yapisit ¢oziilmiistiir. Protein A ve IgG arasinda ki etkilesimin
sonucu olarak hiicre yilizeyi IgG molekiilleri ile kaplanir ki bu etkilesim notrofil
Fc reseptorleri tarafindan taninmasimni engelleyecek sekilde hatali bir
oryantasyonda gerceklesir.

Sekil 1.14° te goriildiigii gibi bu, protein A’nin antifagositozik etkisini ve
S. aureus enfeksiyonunun patogenezindeki roliinii ac¢iklar. In vitro calismalarda
Protein A’ dan yoksun mutant S. aureus’un notrofiller tarafindan daha etkili bir
sekilde fagositoza ugratildigi ve bir cok hayvan enfeksiyonun modelinde

virulansinin azaldig1 gézlenmistir.

a Kapsiil

b
Sak Hiicra Diuvan
-
Plasminogen

Plasrnin —O

o =9
cap—S0 8
€ TFibrinojen
baglayan ClifA
>

€ 1z baglavan Protein A

Sekil 1.14. Staphylococcus aureus opsonofagositozisden kaginma mekanizmasi

a) Polisakkarit kapsiil: antikor ve notrofillerin bakteri yiizeyine baglanmasini saglayan bolgedir.
(b) Ekstraseliiler stafilokinaz (Sak): hiicre baglantili plazminojeni aktive eder ve IgG
inaktivasyonunda gorev alir. (c¢) Protein A: 5 tane immunoglobulin G (IgG) Fc baglanma

domaini bulunmaktadir. (d) fibrinogen-baglayan protein (Efb): C3 faktdr komponent’lerini
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baglar ve bakteri hiicre yiizeyindeki aktivitesini bloklar. (e) Clumping factor A (CIfA),
fibrinojenin y-zincirine baglanir (Foster 2005).

1.4. Antimikrobiyal peptitlere Direnc

Staf tiirlerinin pek cok antibiyotige diren¢ kazanmasi enfeksiyonun
tedavisini zorlagtirmaktadir. 1960 basinda klinik uygulamalarda Oxacillin ve
meticillin kullanilmaktaydi fakat sadece birka¢ yil icersinde bazi S. aureus tiirleri
bu antibiyotiklere diren¢ kazanmustir. Bu tiirlere metisiline direngli S. aureus
(MRSA) olarak adlandiridmistir. Bu tiirler mecA geni tasimaktadir. Bu gen
tometiclin ve oxacilline diren¢ kazanmasini saglamaktadir. Avrupa ve Amerika’da
izole edilen S. aureus tiirlerinin yaklasik olarak % 50’inin metisiline direng
gosterdigi saptanmustir. MRSA neden oldugu enfeksiyonlar sonucu artan 6liim
oranlari, MRSA’1 halk saghgi acisindan onemli kilmistir (Blanco, M.G. 2009).
MRSA tiirlerinin vankomisine de diren¢ kazandigi kayitlara ge¢mistir (Hiramatsu.
2001, Weigel. 2003).

Belki de mikroorganizmanin en dikkate deger virulans faktorii gida
zehirlenmelerine ve toksik sok sendroma (TSST-1), neden olan ve konak¢inin
bagisiklik sistemini zayiflatan 1siya dayanikli enterotoksinleridir. Diger yandan
pek cok S. aureus enfeksiyonu bircok virulans faktoriin toplam etkisiyle

olusmaktadir (Pereira ve ark. 2009)

1.4.1. Lizozime Direnc¢

Lizozim bakteriyel enfeksiyona karsi konak¢i savunmasmi olusturan
onemli bir bakterisid proteindir. Hiicre duvar1 pepdidoglikan tabakasinda ki N-
asetil muramik asit ve N-asetilglukozamin arasinda ki glikozidik bag1 parcalayan
bir muramidazdir. Bu islem sonucunda hiicre lizize ugrar. Enzim pek cok viicut
stvisinda bulunmaktadir ve enfeksiyon boyunca proinflamatuar sinyaller ile
fagosotik hiicrelerde ekspresyon seviyesinde artmalar gozlemlenir. S. aureus
lizozime diren¢ gostermesinin altinda yatan biyokimyasal neden ise membrana

bagli O-asetiltransferaz‘in muramik asidin C6 hidroksil grubunu modifiye
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etmesine dayanmaktadir. O-asetiltransferaz da ki bir mutant lizozime duyarl hale

gelir (Foster 2005).

Sekil 1.15. Lizozim’in yapisi

Insan savunma sistemi bakterileri yok etmek icin birgok farkli faktor
kullanir, bunlar reaktif oksijen bilesikleri, bakteriolitik enzimler (lizozim ve
fosfolipaz A2), tamamlayici sistem ve antimikrobial peptitlerdir. Onemli ve
yaygin olarak kullanilan bir savunma enzimi olan lizozim nétrofiller, monositler,
makrofajlar ve epitelyal hiicrelerin hem fagositik hem de salgi graniillerinin
bilesenidir. Staphylococcus aureus gibi patojenik bakteriler organizmanin akut ve
kronik enfeksiyonlara sebep olmasini olanakli kilan cesitli virulan (zehirli,
oldiirlicii ) faktorler salgilarlar, sentezlerler. Konakta kolonize olan bakteriler
adaptif ve dogustan gelen bagisiklik sisteminin iistesinden gelebilmek igin
mekanizmalar gelistirmis olmalidir.

Son zamanlarda goriildiigii gibi, S. aureus tamamiyle lizozime karsi
dayaniklilik gosterir. Bu direng icin baslica mekanizma peptidoglikanin (PG) C-6
konumundaki N-asetil muramik asidin (NAM) O asetillenmesi yoluyla
modifikasyonudur. Bununla birlikte, , S. aureus daki NAM’ i C-6 konumu ayni
zamanda fosfoester bagli duvar teikoik asit (WTA) tasir ve buradaki sorun
WTA’nin da lizozime kars1 direng gostermede katkida bulunup bulunmadigidir.
Sonuglar, WTA ve PG capraz bag derecesi gercekten lizozimin hidrolitik
aktivitesine kars1 diren¢ gostermesinde katkida bulundugunu gostermektedir (Bera

ve ark. 2007).
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1.5. FAGOSITOZ

Memeli hiicreleride, fagositozun en ©6nemli gorevi bozulmus ve olii
hiicreleri ya da istilac1 patojenleri yok etmektir. Polimorfoniikleer 16kosit olarakta
adlandirilan notrofiller ve makrofajlar fagositoz elamanlarini olusturmaktadir
(Brown E. J. 1996).

Organizmanin  patojenlerden  korunmasinda en etkili savunma
mekanizmasin1i makrofajlar olusturmaktadir. Makrofajlar hiicre migrasyonu ve
patojenlerin fagositozu icin ©6zel kapasiteli immun hiicrelerdir (Harrison R.
E.2002).

Kan monositleri, doku makrofajlari, notrofiller gibi giiclii fagositler,
mikroorganizmalar1 fagosite ederek onlar1 Oldiiren hiicrelerdir. Fc yiizey
reseptorleri tasirler ve lizozomal graniillere sahiptirler. Direkt sitotoksik etkilerini
apopitoz araciligl ile yaptig1 sanilmaktadir.

Mikroorganizmalar1 tanima yetenegine sahip anahtar hiicreler lenfositlerdir.

Lenfositlerin iki tipi vardir.
1. T- hiicreleri: timus’da gelisir

2. B- hiicreleri: kemik iliginde gelisir

B- hiicreleri infeksiyona yanitta sentezledigi antikorlar1 kullanir.
Antikorlar soliibiildiir ve ekstraseliller mikroorganizmalar1 etkilemek i¢in

dokulara difiize olabilirler.

1.6. IMMUNGLOBULIN G’nin YAPISI

Immunglobiilin G, 2 agir ve 2 hafif zincirden olusan monomerik
immiinglobiilindir. Her IgG 2 antijen baglama bolgesine sahiptir. En ¢cok var olan
immiinglobiilindir ve kan ve doku sivilarinda bulunmaktadir. Plazma B hiicreleri
tarafindan tiretilirler. IgG, normal insan serumundaki immiinglobulinlerin % 75'ini
olusturur. IgG molekiillii Y harfi seklinde, monomer yapida ve 150.000 molekiil
agirhigindadir. IgG antikorlar1 150 kDa boyutundadir ve 4 peptit zincirinden
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olusmaktadir. 50 kDa’ Iuk es agwr zincir ve 25 kDa’ luk es hafif zincirden
olusmaktadir. Erigkinde 100 ml. serumda 1000 mgr IgG bulunur. IgG
molekiiliinde bulunan 2 tane Fab parcasina iki antijen baglanabilir. Bu nedenle
IgG iki degerlidir. IgG'nin kan ve dokulardaki yogunlugu esittir. IgG plasenta
yoluyla anneden fetiise gecebilen tek Ig'dir. Hamileligin 3. ve 4. aymda IgG'ler
anneden bebege gecmeye baslar ve bu ge¢is doguma kadar giderek artan oranlarda
devam eder. Yeni dogan bir bebegin kaninda anneden gegen IgG'ler dolasir.
Boylece intrauterin hayatta anneden bebege gecen IgG smifi 0zgiil antikorlar
dogumdan sonraki ilk aylarda bebegi, annenin direncli oldugu cesitli
infeksiyonlara karsi korumus olur. Bebegin kendi IgG sentezi ise dogumdan
itibaren baglar ve 2 yasinda eriskin diizeye ulaswr. 40 yasindan sonra IgG
diizeyinin tekrar azalmaya basladigi1 goriiliir. Kanda bulunan IgG, transiidasyon
(sizma) ile external sivilara da gegebilir. Annelerin ilk emzirdigi siit olan
kolostrumda serumdan sizan IgG'ler vardir ve bebegin bagirsak mukozasindan
gecerek, yenidogan bebegin bagisikligin gii¢lendirirler.

IgG molekiillerinde antijenik ve mentese golgesinde iki agir zincir
arasindaki disiilfid bagmin sayis1 agisindan farkhilik gosteren dort alt grup
saptanmustir. IgG1'de 2, IgG2'de 4, 1gG3'de 15 ve [gG4'te 2 disiilfid bagi bulunur.
Tim IgG'lerin %65'i 1gG1'dir. 1gG2 %?23'linii, 1gG3 %8'ini, 1gG4 ise %4'linii
olusturur. IgG, klasik yoldan komplemani aktive eden iki Ig'den biridir (digeri
IgM). IgG uzun Omiirlii bir antikor olup, 6zellikle segonder (=ikincil) bagisik
yanitta cok yiilksek miktarlara ulasir. Bircok hiicrede (6zellikle fagositik
hiicrelerde) IgG'yi Fc kismuindan baglayan yiizey reseptdr bulunur ve IgG

opsonizasyonla fagositozu ¢ok gii¢lendirirler.
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ANTIJEN BAGLAMA BOLGESI

Sekil 1.16. IgG’in yapisi (Anonim 7)

Degisken Bilge

Sekil 1.17. IgG’nin yapisi (Anonim 8)
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1.7. Nanobiyokonjugasyon

Biyokonjugasyon, iki biyomolekiiliin kovalent baglarla birbirine
baglanmasi islemidir. Biyokonjugasyon islemi sonunda olusan yap1 biyokonjugat
adin1 alir.

Yaygin olarak bilinen biyokonjugasyon cesitlerine 6rnek olarak biotin
veya bir floresan boyanin bir proteine baglanarak olusturdugu konjugasyon, ya da
bir antibadinin bir enzimle konjugasyonundaki gibi  protein-protein
konjugasyonlar1  siralanabilir. Bunlara gore daha az yaygin olarak
biyokonjugasyon isleminde oligosakkaritler, niikleik asitler, sentetik polimerler ve
karbon nano tiipler de kullanilabilir.

Bu sekilde hazirlanan disiplinler arasi bir caliymanin amaci
biyokonjugasyonu yapilacak ana biyolojik madde sentetik ya da dogal bir baska
biyolojik maddeyle konjuge edilerek onceden sahip oldugu niteliklere bir yenisini
daha katarak cok fonksiyonlu yapilar elde etmektir. Biyokonjugasyon isleminden
sonra elde edilen biyokonjugat, hem ana biyolojik maddenin Ozelliklerini
tastyacak hem de konjugasyonu yapildigi bir diger proteinin ya da sentetik
polimerin 6zelliklerini tasiyacak ve dolayisiyla nitelik ve kullanim alan1 agisindan
ozellikleri gelistirilmis bir yapida olacaktir.

Elde edilen biyokonjugatlar konjugasyonun meydana geldigi kosullara
bagli olarak mikrometre ve nanometre gibi farkli skalalarda sentezlenebilirler.
Biyolojik uygulamalarda kullanilan pargaciklarin tiirleri ¢ok cesitlidir.
Cogunlukla, bunlar dogada gozenekli olmayan ve kiiresel sekildedir. Bununla
birlikte, nanoteknolojide malzeme biliminin gelisimi, kiiresel, amorf ya da agregre
olmus (bir araya gelmis) parcaciklarin yaninda cubuk, tiip, kiip, iicgen ve koni
benzeri ayrintili geometrik sekillerdeki partikiil tiirleri ve neredeyse smirsiz sekil
ve biiyiikliikteki bilesimlerin elde edilmesini saglar. Buna ek olarak, cesitli
uygulamalarda biyokonjugasyon yapilar1 (iskeleleri) olarak kullanilan biiyiik
Olciide sentetik yapilar seklinde tanimlanan nanometre araligindaki fullerenler
(0rnegin buckyball), karbon nanotiipler ve dendrimerleri iceren yeni simetrik
organik yapilar gelismektedir. Partikiillerin kimyasal bilesimi bunlarin sekli gibi

degisebilir. Ticari partikiiller polimerler ya da kopolimerler, metaller ve yar1
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iletkenler, siiperparamanyetik kompozitler, biyoparcalanir yapilar ve sentetik
dendrimerler ve dendronlardan olusabilmektedir. Genellikle, bir parcacigin hem
kompozisyonunun ve hem de seklinin birlesimi belirli bir amag i¢in uygunlugunu
yonetir. Ornegin, superparamanyetik demir oksiti iceren kompozit partikiiller
siklikla kiigtik Olcekli afinite ayrimlar: i¢in kullanilir, 6zellikle hiicre ayrimlari
icin akis sitometri analizi ya da floresans aktiflenmis hiicre ayirma (FACS) takip
eder. Cekirdek-kabuk yariletken partikiiller, aksine, kuvantum nokta
nanopartikiilii i¢in temeldir, ki bunlar yogun bir sekilde reaktifleri floresan
algilamasini saglar. Polimerler 6rnegin organik boyalar ya da floresans molekiiller
kendi cekirdeklerinde diger molekiillerin gdmiilmesi i¢in sisebilen matriks saglar.
Bunun gibi floresans ya da boyali lateks pargaciklar1 siispansiyon dizileri
kullanilmasiyla coklu algilama sistemlerinde kullanislidir. Belirli bir renk ya da
emisyon dalga boyu ve yogunlugunun partikiil alt populasyonlar1 siispansiyon
analizinde Olgiilen hedefin tiiriinii tanimlamada kullanilabilmektedir. Bu tiir
analizde, antikorlar ya da antijenler boya patikiilleri ile baglanir ve 6rnek ¢ozeltisi
membran icerisinde tasman test seridine uygulanir. Polimerik partikiiller farkli
sayidaki monomer ya da kopolimer kombinasyonlarindan olusabilmektedir. Biraz
daha yaygin olanlardan bazilar1 sunlardir; polistiren (geleneksel “lateks”
partikiilleri), poli(stiren/divinilbenzen) kopolimerleri, poli(stiren/akrilat)
kopolimerleri, polimetilmetakrilat (PMMA), poli(hidroksietil metakrilat)
(pHEMA), poli(viniltoluen), poli(stiren/biitadien) kopolimerleri ve
poli(stiren/viniltoluen) kopolimerleri. Buna ek olarak, fonksiyonel monomerlerin
polimerizasyon reaksiyon kombinasyonlarmin karistirilmasiyla,  partikiil
yiizeyinde afinite ligandlarmin daha sonra baglanmasi icin reaktif ya da
fonksiyonel gruplar olusturabilirsiniz. Istisnasiz biyouygulamalarda partikiillerin
kullanim1 yiizeylerine afinite yakalama ligandlarmin pasif adsorpsiyon ya da
kovalent baglanmayla baglanmasini gerektirir. Afinite ligandinin bunun gibi
partikiillere baglanmasi kompleks ornek karigimlarinda segici olarak biyolojik
hedefe baglanabilmesini saglar.

Afinite partikiil kompleksleri boylece protein ya da diger biyomolekiilleri

ayirmak ve izole etmede ya da hiicrelerde, doku kesitleri, lysatlar ya da kompleks
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biyolojik Orneklerde bu hedeflerin varligin1 spesifik olarak tayin etmede
kullanilabilmektedir.

Nanopartikiillere ya da mikropartikiillere afinite ligandlarinin baglanmasi
icin kullanilan reaksiyonlar molekiillerin biyokonjugasyonu veya yiizeylere ya da
kromatografik  desteklere ligandlarin  immobilizasyonu icin  kullanilan
reaksiyonlarla temel olarak aynidir. Ancak partikiil boyutu reaksiyonun nasil
olusacaginda ve olusan reaksiyonun kinetiklerinde Onemli bir faktor olabilir.
Partikiil  tiirleri diisik nanometre capindan mikron boyutuna kadar
degisebileceginden, partikiillerin ¢ozeltide nasil davranacagi, reaktif gruplarin
veya fonksiyonel gruplarin yogunlugu reaksiyonlar1 c¢ok farkli yOnde

etkileyebilmektedir.

1.7.1. Antikor Modifikasyonu ve Konjugasyonu

Bir antikorun bir baska proteine ya da molekiile baglanma yetenegi, fen
bilimleri arastirmalari, teshis ve tedavisindeki bir¢cok uygulama i¢in oldukc¢a
onemlidir. Antikor konjugatlar1 kanser ve diger hastaliklar i¢in hedeflenmis tedavi
ile iligkili en 6nemli biyolojik ajanlar haline gelmistir. Tiimor hiicreleri iizerinde
tanimlanmis diizinelerce isaret vardir. Bu isaretler i¢in hedefli tedaviye yonelik
monoklonal antikorlar gelistirilmistir (Carter et al., 2004). In vivo da kanser
hiicrelerini bulmalar1 ve yok etmeleri i¢in antikor konjugatlarmin hazirlanmasi
yeni ila¢ gelistirme arastirmalarinda en O©nde gelen stratejilerden biridir
(McCarron et al., 2005). Cogu durumda, ilaclarin bolgeye ©6zgii gonderimi,
normal hiicreleri etkilemeden hastalikli hiicreleri hedefleyebilen tanimlanmis
monoklonal antikor konjugatlarnin  basarili  bir sekilde gelistirilmesini
gerektirmektedir. Nispeten ucuz, spesifik monoklonal ve poliklonal antikorlarin
bulunabilmesi, yiiksek affinitede neredeyse her olasi analitle etkilesebilen reaktif
sistemlerin tasartmini miimkiin kilmigtir. Saflastirilmis immiinoglobulinlerin
Ozgiilligii, immiinolojik reaktifler olusturmak icin giiclii araclar saglamaktadir. Bu
Ozgiin antikorlar bir dizi konjugasyon ve modifikasyon teknigi kullanarak

karmasik yapilara kolayca hedefleme icin modifiye edilebilirler Ornegin, enzimle,
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floresan bir bilesik yada biotin ile isaretli bir antikor molekiilii etiketi sayesinde
Olciiliip goriintiilenebilir dedekte edilebilir bir kompleks olusturur.

Antikor molekiillerinin benzersiz yapisal 0Ozellikleri, modifikasyon ve
konjugasyon diizeni i¢in bircok secenek sunar (Roitt, 1977; Goding, 1986; Harlow
and Lane, 1988a, b, ¢). Konjugat olusumunu etkilemek iizere kullanilan kimyasal
yapi, miimkiin olan en iyi antijen baglama aktivitesi olusturacak sekilde
secilmelidir.

En temel immunglobulin G molekiilii, kovalent olmayan etkilesimler
yaninda bir¢ok disiilfit bag ile bir arada tutulan iki hafif ve iki agir zincirden
olusmaktadir. Hafif zincirler agir zincirlere siras1 ile C L ve C H 1 bolgelerinde
disiilfit baglar1 ile baghdir. Agir zincirler eklem bolgesinde birbirilerine disiilfit
baglar1 ile baglidir. Her immiinglobulin molekiiliiniin agir zincirleri ozdestir.
Immuglobulinin sinifina bagh olarak bu alt iinitelerin molekiil agirhigi 50.000 ile
75.000 arasinda degismektedir. Ayn1 sekilde antikorun iki hafif zinciri de 6zdestir
ve molekiil agirliklar1 25.000 kadardir. Tiim IgG molekiillerinin 4 tiniteye karsilik
tam molekiil agirhigi 150.000-160.000 araligindadir.

Antikorlarda iki tip hafif zincir bulunabilmektedir. Bir antikor molekiilii ya
lamda yada kapa tipte hafif zincirler tagiyabilmektedir, her iki tip bir arada ayni
molekiilde bulunamamaktadir. Immunglobulin’n smifi, atikorun agir zincir
cesidine bagh olarak belirlenmektedir. Tek bir antikor sadece tek bir ¢esit agir
zincire sahip olabilmektedir. Bu yiizden, her biri agir zincir tipine bagli olarak
belirlenen baglica 5 sinif antikor molekiilii bulunmaktadir. Bunlar IgG, IgM, IgA,
IgE ve IgD dir. Bu antikor smiflarindan ii¢ii olan IgG, IgE, ve IgD, iki hafif ve iki
agr zincir tasityan temel Ig monomerik yapisindan olusmaktadir. Immunglobulin
molekiillerinin agir zincirleri de tipik olarak CH 2 boélgesinin Fc parcasi alaninda
glikozillenmistir, ancak bunun yan1 sira antijen baglanma bdolgelerinin yakininda
karbonhidrat da icerebilirler.

Her temel Ig-tipi monomerik yapinin iki antijen baglanma bolgesi vardir.
Bu bolgeler Y yapisinin uclarindaki ¢ok degisken agir-hafif zincirlerin birbirine
yakin oldugu N-terminal de olusturulmaktadir. Bu alt iinite ¢iftlerinin benzersiz
tersiyer yapist komplementer antijen molekiilii ile etkilesim icin gerekli

konformasyonu meydana getirmektedir. Immunglobulin molekiilii iizerindeki
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antijenle etkilesim noktalari, hafif ve agir zincirli bircok non sequental amino
asitler cevreleyen non kovalent giicler gerektirmektedir. Bir baska deyisle
baglanma bolgesi, tam olarak her bir zincir iizerindeki lineer aminoasit sekansi
tarafindan degil de bu gruplarm ii¢ boyutlu diizlemde benzersiz oryantasyonu ile
olusturulmaktadir. Bu nedenle antijen baglanma bdolgesi, yapisal tamamlayiciligin
yaninda her etkilesim bolgesinde olusturulan van der Waals, iyonik, hidrofobik ve
hidrojen bagi kuvvetlerine de bagl olarak belirli antijen molekiiliine affinite
gostermektedir.

Antikor molekiilleri modifikasyon ve ya konjugasyon icin uygun birkac
fonksiyonel gruba sahiptirler. Capraz baglayici ajanlar lizin € amino ve N-
terminal o-amin grubunu hedeflemek icin kullanilabilir. Karboksilat gruplar1 da C
terminal ucundaki aspartik asit ve glutamik asit kalintilar1 icin kullanilabilecek
diger bir molekiil grubudur. Her amin ve karboksilat gruplar1 pek cok proteinde
oldugu gibi antikorlarda de uygun olmalarina ragmen, immiinglobiiliinlerin 3
boyutlu yapist i¢indeki dagilimi ayn1 bicimde olmaktadir. Bu nedenden dolayi,
konjugasyon prosediirlerinde bu uygun gruplar antikor molekiillerinin tiim
parcalariyla rastgele capraz baglanabilirler. Bu nedenle konjugasyon prosediirii

oldukga dikkatli secilmelidir(Hermanson 2008).

1.7.2 Biyokonjugasyon Ajanlari

1.7.2.1. EDC

Etil-3-[3-dimetilaminoproril]karbodiimid hidroklorid (EDC veya EDAC),
karboksilat ve amin iceren biyolojik maddelerin konjugasyonu i¢in en popiiler
karbodiimiddir. En ¢ok kullanilan ¢apraz baglayici ajandir. EDC biyokonjugasyon
ajani, peptit ve proteinlerdeki amin gruplarmna karboksil konjuge etmek icin,
karboksilleri amin-reaktif Sulfo-NHS esterlerine doniistiirmek icin, capraz bagl
proteinlere karboksil kapli yiizey olusturmak i¢in, amin-reaktif Sulfo-NHS
esterleri ile aktive edilmis nanopartikiiller olusturmak icin, tasiyici proteinlere
cesitli molekiilleri baglamak i¢in, DNA’y1 5 fosfat ucundan isaretlemek icin
kullanilmaktadir.
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Sekil 1.18. EDC’nin molekiil yapisi

Parcacitk ve ylizey konjugasyon prosediirlerinde NHS ( N-
hidroksisiilfosuksinimid) veya sulfo-NHS biyokonjugat ajami ile birlikte
kullanilmaktir. EDC herhangi bir organik ¢oziiciiye ihtiya¢ olmadan reaksiyon
ortamina eklenebilen suda ¢oziinebilir bir ajandir. Her iki ajanm kendisi ve ¢apraz
baglama reaksiyonlarinin sonucunda olusan iiriinler diyaliz ya da jel filtrasyon
yontemi ile kolayca ortamdan uzaklastirilirlar.

Pek cok kimyasal konjugat EDC kullanilarak bir amin ve diger karboksilat
grubu temin edecek sekilde olusturulabilmektedir. N-substitute karbodiimid,
karboksilik asit ile etkileserek ara iiriin olan yliksek reaktif o-agilizoiirea olusur.
Bu aktif tiirler daha sonra bir niikleofil ile amid bagi olusturacak sekilde
reaksiyona girebilirler. Diger niikleofiller de tekimeye girebilir. Siilfidril grubu
aktif tiirlere saldirabilir ve tiyol esterleri olusur fakat bu yapi1 bir amin ile bag
olusturacak kadar stabil degildir. Ek olarak, oksijen atomlar1 saldirgan su
molekiiliinde oldugu gibi nucleophile olarak davranabilir. Sulu ¢ozeltilerde baskin
yarigmali reaksiyon suyun hidrolizidir, aktif edilen ester aramaddesini boler,

izolirea olusturur ve karboksil grubunun rejenere eder.
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Sekil 1.19. EDC reaksiyonu

Sekil 1.19.‘da goriildiigii gibi EDC, karboksil grubu iceren molekiil ile
tepkimeye girer ve o-agilizoiirea aktif arabilesigi iiriin olarak olusur. Araci
molekiil sulu ortamda hidrolize duyarli oldugundan kisa omiirlii olsa da , amid

bagi tasiyan molekiil ile reaksiyona girerek stabil amin bagi olusturur.

1.7.2.2. NHS ve Sulfo-NHS

Sulfo-NHS (N-hidroksisulfosiiksinimid) ve onun yiiksiiz analogu NHS (V-
hidroksisiiksinimid), biyokonjugasyon ve ¢apraz baglamanin ¢esitli uygulamalari
icin karboksil gruplarini amin-reaktif Sulfo-NHS esterlerine doniistiirmek icin
kullanilan kimyasal modifikasyon reaktifleridir (Sekil 1.22). Sulfo-NHS’nin, bir
karboksil iceren molekiil ve karbodiimid EDC gibi bir dehidrasyon ajami ile
karigtirilarak rahatlikla tiirevleri sentezlenebilir. Metodun temeli amin-reaktif
floresan boyalar, biyotine afinite gésteren kuyruklar gibi ¢ok ¢esitli protein isaretli

reaktifler iiretmektir.
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Sekil 1.20. Kimyasal modifikasyon reaktifleri NHS ve Sulfo-NHS’nin yapis1

Suda c¢oziinebilen karbodiimid EDC, karboksilat gruplariyla suda
coziinebilen bilesikler, NHS (sulfo-NHS) kullanilarak aktif ester fonksiyonelligi
olusturmak i¢in kullanilabilir. Sulfo-NHS esterler hedef molekiillerdeki aminlerle
hizla eslesen hidrofilik reaktif gruplardir. Nispeten suda ¢oziinemeyen ve daha
once organik ¢ozeltide eritilmesi gereken siilfonatlanmamis NHS esterlerine gore,
sulfo NHS esterleri suda c¢oziinebilir, daha uzun Omiirliildiir ve suda fazla hizlh
hidroliz olmazlar. Bununla birlikte, karbonil grubuna saldirabilen amin
niikleofillerin varligiyla sulfo-NHS gruplari, kararli amide baglantilar1 olusturmak
tizere seri bir sekilde ayrilirlar. Benzer esterlerle siilfidril ve hidroksil gruplarida
reaksiyona girerler ancak bu tarz reaksiyonlarm iiriinleri, tiyolesterler ve esterler
amid baglara gore daha kararsizdir. EDC reaksiyonlarina sulfo-NHS eklemenin
avantaji saldiran aminle reaksiyona giren ara maddelerin ¢oziiniirliigiinii ve
kararliligimi arttirmaktir. EDC bir karboksilat grubuyla gruptan ayrilan aktif ester
olusturmak i¢in reaksiyona girer. Maalesef bu reaktif yapi saniyelerle Olciilen
oran sabitiyle aminlerle reaksiyona girmek icin ¢ok yavas kalir ve sulu
¢oOzeltilerde hidroliz olabilir. Hedef amin hidroliz olmadan 6nce aktif karboksilat1
bulamazsa istenen eslesme gerceklesemez. Bu, 6zellikle hedef molekiil suya gore
daha az konsantre bir durumdaysa problem teskil eder, tipki protein
molekiillerinde oldugu gibi. Ek olarak bir karboksilat bulunduran bilesik, o-
acilizoiirea ara reaktif esterden anhidrit olusturabiliyorsa amid bagi
formasyonunun iriinii artar. Benzer bir yaklagimla EDC aktif-ester yapisiyla,
sulfo-NHS {iizerindeki hidroksil grubunun reaksiyonundan sulfo-NHS ester

aramaddesi olusturmak amid bag formasyonunun {iriiniinii 6nemli derecede
34



arttirir. Genellikle, eklenen sulfo-NHS nin konstantrasyonu, hedef molekiile gore
cok daha fazla oldugu icin reaksiyon tercihen daha verimli olan sulfo-NHS ester
aramaddesi yoluyla devam eder. Bununla birlikte bu iki adimlik reaksiyonun son
triinii yalmz EDC kullanilarak elde edilenle 6zdestir: aktif edilen karboksilat

kararli amide baglant1 vermek i¢in bir aminle reaksiyona girer.
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Sekil 1.21. EDC ve NHS reaksiyonu

Sekil 1. 21.‘de goriildiigii gibi EDC, karboksil grubu iceren molekiil ile
tepkimeye girer ve o-agilizoilirea aktif arabilesigi iiriin olarak olusur. Araci
molekiil sulu ortamda hidrolize duyarli oldugundan kisa Omiirlii olsada , amid
bagi tasiyan molekiil ile reaksiyona girerek stabil amin bagi olusturur. Ayrica
Sulfo-NHS amin-reaktif araciyr amin-reaktif Sulfo-NHS esterine doniistiirerek
stabilize eder, bu EDC aracili konjugasyon isleminin etkinligini arttirir [DeSilva,
2003; Grabarek ve Gergely, 1990]. Amin-reaktif Sulfo-NHS ester, bir protein
tizerindeki karboksil grubunun degismeden kalmasma olanak saglayacak iki

basamakli capraz baglama islemi i¢in yeterli stabillige sahiptir.
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1.8. Lazer Taramah Konfokal Mikroskobu

Lazer taramali konfokal mikroskop (LTKM), giiniimiizde cisimleri ii¢
boyutlu olarak izlemesinde kullanilan en ©6nemli cihazdir. LTKM, fluoresan
mikroskop esaslarina benzer sekilde calisan bir mikroskop olup, burada
aydimlatma kaynagi olarak pankromatik goriiniir 151k kaynagi yerine
monokromatik karakterdeki lazer 1sinlar1 kullanilmaktadir.

LTKM ’ta, objektifteki optiklerin optimal kullanimi ic¢in bir lazer 111
gonderilir. X-Y yansitma mekanizmasi ile bu i1, tarama ismina cevrilir ve
objektif lensi yardimiyla fluoresan isaretlenmis Ornek itizerindeki tek bir kiigiik
noktaya odaklanir. Optik kesit alma XY diizleminde veya XZ, YZ dikey
diizlemlerinde gerceklestirilebilir ve gercek ii¢ boyutlu veri setleri toplanabilir.
Fokal diizlemlerden elde edilen optik kesit katmanlar1 tekrar st tiste
yapilandirilarak ii¢ boyutlu goriintii iretilir (Sagdig, O. 2008).

Biz bu  calismada  akridin  turuncusu  boyast  kullanarak
mikroorganizmalarin florokromatik boyanmasini sagladik. Akridin turuncusu,
bakterilerin niikleik asitlerine ve diger hiicrelerine baglanarak UV 15181 altinda,

canli hiicrelerin turuncu renkte gozlenmesini saglamaktadir.

1.9. Akis Sitometrisi

Flow sitometri, hiicre veya partikullerin akmakta olan bir akiskanin
icindeyken karakteristiklerinin 6l¢iilmesidir. Akim sitometrisi ile bir siispansiyon
halindeki hiicre ya da partikiiller, lazer 15181 ile aydinlatilmakta olan bir bolmeden
gecirilir; hiicrelerin 15181n Oniinden gecerken verdikleri sinyaller toplanarak analiz
edilir. Olusan sinyallerin kaynagi, hiicrenin biiytikliik, graniilarite gibi fiziksel
ozellikleri olabildigi gibi; hiicreye baglanan cesitli fluorokromlar da olabilir.
Boylece hiicre ya da partikiiliin immiinfenotipi, DNA icerigi, enzim aktiviteleri,
hiicre membran potansiyeli, canliligi gibi cesitli 6zellikleri hakkinda bilgi

toplanabilir.
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Flow Sitometrinin Calisma Prensibi

Her bir hiicre veya partikiil lazer demetinin icinden gecerken saptirilan
lazer 15181 ve hiicreler tarafindan yaymlanan fluorosen 15181 bir araya getirilip,
optik filtreler ve aynalar tarafindan farkli dalga boylarina gére ayrilarak, analog
sinyallere doniistiiriiliirler. Bu sinyaller dijitallestirilerek, histogramlar olarak
ekrana aktarilir. Histogram, olculen parametrelerin frekans dagilimlarinin gorsel
sunumudur. Olgiim sirasinda hiicreler canli veya sabit olmalidir, ayrica sivi icinde
hiicreler tek tek askida olmalidir. Hiicreleri igeren siispansiyon siirekli bir akisla
lazer 1511 i¢inden ge¢melidir. Her bir hiicre lazer 151ginin bir kismin1 saptirir ve
ayn1 zamanda lazer tarafindan uyarildiklarindan yani ekstra enerji yiiklenmis
oldugundan, fluorosen 15181 yayarlar (Dalva G.)

Normal hiicrelerde, fosfotidil serin (PS) bolgeleri sitoplazmik membranin
i¢c kisminda bulunurlar. Apopitoz siirecinde, PS bolgeleri yer degistirir ve dis
membrana yonelir. Annexin-V, PS bolgelerine baglanan spesifik bir proteindir ve
apopitoz hiicrelerini ayirt etmek icin kullanilir. Propidium iyodiir [PI] ise geg
apopitoz (nekroz) olan hiicrelerin belirlenmesinde kullanilan bir boyadir.
Asagidaki Sekil 1.19°te fosfotidil serinin hiicrenin stoplazmik i¢ membraninda
oldugu goriilmektedir. Hiicre erken apopitoza gittiginde fosfotidil serin bolgeleri
hiicrenin dis kismina gecmekte ve Annexin-V proteini tarafindan taninmaktadir.
En sagdaki sekilde ise hiicreler ge¢ apopitoza gittiginde (nekroza) yani iyice zarar
gordiiklerinde PI boyasi hiicre icine girebilmekte ve nekrotik hiicreleri bu sekilde
isaretlemektedir. Bu calismada kullanilan kit Annexin-V —PI kitidir. Yani nekrotik
ve apopitotik hiicreleri belirlenmektedir.

Annexin V apopitoz hiicrelerinde ortaya c¢ikan fosfotidil serin yapisina
baglanabilme 0©zelligi gosteren bir proteindir. FITC (floresanizosiyanat) ise
Annexin V proteine bagli olan ve apopitoza ugrayan hiicreleri akis
sitometrisindeki laser yardimiyla sayilmasmi saglayan floresan ozellikte bir
boyadir. PI (propidyumiyodiir) ise dis kosullar nedeniyle parcalanmis hiicreleri
boyayan bir boyadir. Hiicre kiiltiiriinde apopitoza ugrayan hiicrelere Annexin V-
FITC boyas1 boyayip hiicre popiilasyonundaki erken apopitoza ugrayan hiicrelerin

degerini verir (Q4), nekroza ugramis hiicreleri PI boyas1 boyar ve nektorik hiicre
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sayisint verir (Q;), Annexin V-FITC ve PI boyalar1 birlikte baglanirlarsa
hiicrelerin apopitoza ve sonra nekroza ugradigi gosteren gec apopitoz degerini
verir (Qz), her iki boyanin da baglanmadig: hiicreler ise saglikli hiicre sayisini

(Q3) vermektedir (Yazar, S. 2009).

Erken Gec

Canh Hiicre Apoptotik Hiicre Apoptotik Hiicre
.nnnm.. e 'ﬂ:-'lu. iﬁ'_ﬁ 'si'?j.

Plazma

Membrani . W m “ :'

Fozfotidil zerin

Nuchku

Sekil 1.22. Hiicrelerde erken ve gec apopitoz
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Sekil 1.23. Akis sitometrisinde hiicrelerin isaretlenmesi
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Poli(vinil alkol) (PVAL; molekiill agirligi: 100.000, % 98 hidrolize
olabilen) Aldrich (ABD) firmalarindan temin edilmistir. Etilenglikoldimetakrilat
(EGDMA) Fluka A. G. (Buchs, Isvicre) firmasindan saglanarak kullanilmadan
once hidrokinon varliginda diisiik basincta damitilmis ve kullanincaya kadar
4°C’da muhafaza edilmistir. Diger biitiin kimyasallar analitik saflikta olup,
Sigma-Aldrich firmasindan saglanmistir. Deneylerde kullanilan su, yiiksek akisli
seliiloz membranli Barnstead (Dubuque, IA) Ropure LP® ters ozmoz iinitesinde
isleme tabi tutulduktan sonra Barnstead D3804 NANOpure® organik/kolloidal
uzaklastirma ve dolgulu iyon degisim sistemi kullanilarak saflastirilmistir. Elde

edilen saf suyun iletkenligi 18 megaohm/cm'dir.

2.1.2. Kullanilan Cihazlar

Polimerik Nano IgG ve polimerik nano IgG konjuge Lizozim kompleksi
boyut ve zeta potensiyeli analizleri icin Malvern Zeta Sizer Nano-ZS cihazi
kullamilmistir. Cary Eclipse marka floresan spektrofotometre cihazi; cesitli
konjugasyonlar sonucu MATyr-Ru(bipyr),-MATrp monomeri ile floresan 6zellik
kazanan partikiillerdeki floresan degisimi belirlemek i¢in, sentezlenen
nanobiyokonjugat ile bakteri hiicrelerinin etkilesimi sonucu hiicre miktarinin
saptanmasit amaciyla Shimadzu 1601 model spektrofotometre cihazi,
nanobiyokonjugatlarla  etkilesim sonucunda canli  hiicre = yogunlugunu
goriintiilemek amaci ile FTS Leica Lazer Taramali Konfokal Mikroskobu ve BD
FACS Aria Akis Sitometrisi ise sentezlenen polimerik nano IgG konjuge
lizozim’in saglikli embriyonik fare fibrolast hiicre hatt1 (3T3) ile inkiibe edilerek

sagliklr hiicreler iizerindeki toksik etkinliginin belirlenmesi i¢in kullanilmigtir.
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2.2 Yontem

Tiim sentez islemleri steril ortamlarda gergeklestirilmistir. Kimyasal malzemelerin
sterilizasyonu filtrasyon yontemiyle gergeklestirilmistir. Bu amacla 0,4 pm por

boyutuna sahip membran filtreler kullanilmistir.

2.2.1. Nanobiyokonjugatlarin Sentezi

2.2.1.1. Fotosensitif Mikroemiilsiyon Teknigi ile Polimerik nano IgG’

nin Sentezi

Polimerik nano IgG fotosensitif mikroemiilsiyon polimerizasyon teknigi
ile hazirlanmistir. Mikroemiilsiyon sistemi 1.1 gram polivinil alkoliin (PVA) 100
ml distile su icinde dispersiyonu ile hazirlanmistir. Daha sonra fosfat tamponu
(pH: 7.0) icinde 1000 ppm nano IgG soliisyonu hazirlanmistir. 25 ul MATyr-
Ru(bipyr),-MATyr kompleksi 1000 ppm 500 pl IgG soliisyonu i¢ine ilave edilmis
ve karisim 4 saat karigtirilmistir. IgG-MATyr-Ru(bipyr),-MATrp kompleksi PVA
dispersiyon ortaminin icine aktarilmistir. Baslatic1 soliisyon olarak amonyum
persiilfat (APS) ¢ozeltisi hazirlanmistir. 0.02 gram APS 45 ml distile su i¢inde
¢Ozdiiriilmiis ve bu ¢ozeltiden 25 ml alinarak reaksiyon ortaminin icine eklenmis
ve ortam 48 saat manyetik karistiric1 iizerinde oda sicakliginda, giin 1518inda ve
azot ortaminda karigtirilmistir. 48 saat sonunda sentezlenen nanopartikiiller
reaksiyon ortamindan 12000 rpm hizda ve 10 dakika siire ile santrifiijlenerek
ayrilmistir. Fosfat tamponu (pH: 7.4) ile 3 kez yikama yapilarak reaksiyona
girmeyen materyaller uzaklastirilmistir. MATyr-Ru(bipyr),-MATrp kompleksi
sayesinde floresan Ozellik kazanan polimerik nano IgG’nin floresan spekturumu

Olciilmiistiir.

2.2.1.2. Polimerik Nano IgG Konjuge Lizozim Sentezi

1 pl pH:7,4 fosfat tamponunda dispers edilmis 15 mg polimerik Nano IgG
tizerine 250 pl 0.1 M N-hidroksisiiksinimid (NHS) ile 250 pl 0.4 M 1-etil-3-(3-
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dimetilaminopropil)-karbodiimid (EDC) ilave edilmis ve 2 saat karistirilmigtir. 2
saatin sonunda karistma 500 pl MATyr-Ru/bipyr).-MATrp ilave edilerek 24 saat
karisim manyetik karistirict lizerinde karistirilmigtir. 24 saat sonunda 100 ppm
Lizozim ¢o6zeltisi 100 pl APS esliginde karisima ilave edilmis 24 saat karisim
manyetik karistirict tizerinde karistirilmistir. 24 saat sonunda karisim 12000 rpm
hizda 10 dakika siire ile santrifiijlenerek konjuge olmayan lizozim molekiilleri
uzaklastirilmistir. Santrifiij sonunda pellet 3 kere fosfat tamponu (pH:7.4) ile
santrifiijlenerek yikama islemi gergeklestirilmistir. Polimerik nano IgG konjuge

lizozim kompleksi floresan spektrofotometresinde incelenmistir.

2.2.2. Karakterizasyon Calismalarn

2.2.2.1. Boyut Analizi

Polimerik nano IgG ve polimerik nano IgG konjuge lizozim’in boyut

analizi Zeta Sizer (Malvern Zeta Sizer Nano-ZS) kullanilarak elde edilmistir.
2.2.2.2. Zeta Potansiyel Analizi
Polimerik nano IgG ve polimerik nano IgG konjuge lizozim’ in zeta
potansiyel analizi Zeta Sizer (Malvern Zeta Sizer Nano-ZS) kullanilarak elde
edilmistir.
2.2.3. In vitro Cahsmalar

2.2.3.1. Bakteri Susu

Calismamizda kullanilan Staphylococcus aureus NRRL-B-767 izolati Anadolu

Universitesi Biyoloji Boliimiinden temin edilmistir.
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2.2.3.2.Besi yerleri

Nutrient Agar: Toz halindeki nutrient agardan 15 gr tartilarak iizerine 1000 ml
distile su ilave edilmis, c¢oziindiiriillerek 121 °C’ de 15 dk otoklavda streil
edilmistir.

Nutrient Broth: Toz halindeki nutrient brothtan 8 gr tartilarak iizerine 1000 ml
distile su ilave edilmis, c¢oziindiiriilerek 121 °C’ de 15 dk otoklavda steri

edilmistir.
2.2.3.3.Bakteri siispansiyonlarinin Hazirlanmasi

-85°C’de % 15’lik gliserol ortaminda muhafaza edilen Staphylococcus
aureus aktiflestirilmek amaciyla nutrient agara ekilerek 37°C’de 24 saat inkiibe
edilmistir.

24 saatlik taze kiiltiirden steril kiirdan yardimiyla S.aureus hiicreleri kazinarak 11
mg tartilmistir. Uzerine 11 ml nutrient broth ilave edilerek vortekslenmistir.

Sonugta 1mg/ml’lik hiicre stogu elde edilmistir.

(N

Sekil 2.1. Bakteri siispansiyonlarinin hazirlanmasi
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2.2.3.4. Antibakteriyel Etkinliginin incelenmesi

I mg/ml hiicre olan 1.5 ml’lik nutrient broth igceren steril cam tiiplere
degisik oranlarda madde ekimi yapilmistir. Kontaminasyon olasiligini1 bertaraf
etmek icin pozitif kontrol ve negatif kontrol tiipleri hazirlanmigtir. Maddeden
gelebilecek kontominatlar: tespit edebilmek i¢in ise nutrient broth igersine 400
ul’lik ekim yapilmistir. Bakteri siispansiyonu 24 saat boyunca 37°C’ de 150
rpm’de calkalamali etiivde inkiibe edilmistir. 24 saat sonunda canli sayimu icin her
tipten 1ml oOrnek almarak uygun seyreltmeler yapilmistir. Seyreltilmis
orneklerden 100 pl 6rnek alinarak canli hiicre sayimi i¢in ayrilmistir. Kalan 500

ul ornek spektrofotometrik tayinlerde kullanilmastir.
2.2.3.4.1.Canh Hiicre Saymm

Yiizeye Yayma Yontemiyle Kiiltiirel Sayim’da izlenecek yollar
1) Yaklasik 50°C deki erimis steril agarli besi yeri aseptik kosullarda steril
petri kutularma 15-20 ml miktarlarinda dokiilmiistiir.
2) Incelenecek diliisyondan 0,1 ml alinmis ve kuru agar yiizeyine aktarilmus,
drigalski 6zesi ile tiim petri ylizeyine yayilmistir.
3) Ekim yapilan petri kutular1 10-15 dk bekletilmis ve daha sonra

inkiibisyona almmistir. Bekletmenin amaci, besi yerinin inokuliimii

-

absorblamasinin saglanmasidir.

Sekil 2.2. Yiizeye yayma yontemiyle sayim
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Total canli bakteri sayimi tiim tiiplerden diliisyondan sonra 100’er upl
ornek alinarak nutrient agarh petrilere yayma plak yontemi ile ekim yapilarak
yaptlmistir. 37 °C’de 24 saat inkiibe edilerek olusan koloniler sayilmistir.

Asagidaki formiile gore koloni olusturan birim sayist hesaplanmustir.

K oloni olusturan birim (cfu/ml) : Kfﬂmn Savisl X sevreltmle faktori
Dilusvon tipinden petri kutusuna

aktardan hacim

1
Sevreltme faktérii-
Sevreltme orani

Optik yogunluk tayini
Optik yogunluk tayinin icin 500 ul 6rnek alinarak pH:7.4 2.5 ml fosfat
tamponuna ilave edildi ve 540 nm’de olciimler gergeklestirildi. In vitro

denemeleri 3 kez tekrarlanmustir.

2.2.4 Lazer taramah konfokal mikroskobu Hazirhk Asamasi

2.2.4.1 Hiicre Siispansiyonunun Hazirlanmasi

Bu calismada S.aureus kontrol hiicreleri ve 800 ul polimerik nano IgG
konjge lizozim ile etkilestirilerek 24 saat 37 °C’de inkiibe edilmis hiicre
siispansiyonu akridin turuncusu boyasi ile muamele edilerek lazer taramali
konfokal mikroskobunda canl hiicrelerin goriintiilenmesi saglanmustir.

Bu amagla temiz lam iizerine 30 ul S.aureus hiicre siispansiyonundan ilave
edilerek acik havada kurumaya birakilmistir. Kuruyan hiicre siispansiyonu 1 — 2
dk boyunca %100’liik metanol ile muamele edilerek kimyasal fiksasyon islemi
gerceklestirilmistir. Fazla metanol bosaltilarak kurumaya birakilmistir. Lam iizeri
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2 dk boyunca akridin turuncusu boyasiyla kaplanmis ve daha sonra musluk

suyuyla iyice ¢alkalanarak, kurumaya brrakilmistir.

2.2.5 Biyouyumluluk Testi

2.2.5.1 Hiicre Kiiltiirii

Bu calismada saglikli embriyonik fare fibrolast hiicre hatti (3T3)
kullanmilmigtir. 3T3 hiicreleri, % 10 (v/v) fetal sigir serumu (FBS) ve
penisilin/streptomisin  antibiyotiklerini iceren  DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle's Medium) hiicre kiiltiirii ortamda 1x10° hiicre/ml olacak sekilde steril
hiicre kiiltiirii test kaplarinda 37°C’ve % 5 CO, iceren inkiibatorlerde

yetistirilmistir.

2.2.5.2 Polimerik nano IgG konjuge lizozim’ in Saghkh Hiicrelere
Etkisi

Bu c¢alismada, polimerik nano IgG lonjuge lizozim’ in hiicre kiiltiiriinde
saglikli embriyanik fare fibroblasti hiicre hatt1 iizerindeki toksik etkisi
incelenmistir. Polimerik nano IgG konjuge lizozim ‘den 0,05 gram alinarak 1 ml
DMSO icinde dispers edilmis ve karigimdan 25 pl alinarak 1x10° hiicre/ml 3T3
hiicre hattinin oldugu hiicre kiiltiirii test kabma aktarilmis ve 24 saat inkiibe
edilmistir. DMSO ‘nun hiicrelere etkisini incelemek ig¢in 25 upl DMSO
kullanilarak DMSO kontrolii ve normal kontrol hiicreleri olusturulmustur. Akis
sitometrisinde normal kontrol hiicrelerinin canlilik orami belirlenmis daha sonra
sadece DMSO’ nun hiicrelere etkisi ve son olarak polimerik nano IgG konjuge

lizozim’ in 3T3 hiicrelerine etkisi incelenmistir.

2.2.5.3 Akis Sitometrisi

3T3 hiicrelerindeki apoptoz ve nekroz degerleri Annexin V-FITC/PI kiti (BD
Company, USA) kullanilarak akis sitometrisi cihazinda (FACS Aria, BD
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Corporation, USA) belirlenmistir. Hiicreler 1200 rpm hizda 5 dk santrifiijlenerek
toplanmis ve sonra soguk fosfat tamponu (pH: 7.4) ile iki kere yikanip
santrifiijlenerek hiicre kiiltiirii ortaminin kalintilarindan uzaklastirilmistir. Daha
sonra hiicre pelletleri 100 ml baglanma tamponu (kitte mevcut bulunmaktadir) ile
siispanse hale getirilmistir. 100 ml hiicre siispansiyonu (5x10* hiicre/ml) akis
sitometrisi tiiplerinin i¢cine alinmug iizerlerine Sul Anneximn V- FITC boyasi ve Sul
propidyum iyodid (PI) boyasi ilave edilmis ve 15 dakika karanlikta oda
sicakliginda inkiibe edilmislerdir. Sonra 400 ul baglanma tamponu her Ornege
ilave edilmis ve akis sitometrisinde Diva yaziliminda ikili boyama analizine gore
okutulmustur. Bu boyamaya gore hiicreler dort gruba ayrilmaktadir. Apoptoza
ugramus hiicrelerde fosfotidilserin yapisi ortaya ¢ikmakta ve Annexin V-FITC
hiicreleri tarafindan boyanmaktadir. Nekroza ugramis hiicreleri PI boyasi
boyamakta ve canli hiicreler boyanmayan kalmaktadir. Boyanmamis hiicreler
canl hiicrelerdir (Qs3), Annexin V ile boyanmis PI ile boyanmamis hiicreler erken
apoptoza ugramis hiicrelerdir (Q4), ge¢ apoptoza ugramis hiicreler hem Annexin V
hem de PI ile boyanmis hiicrelerdir (Q;), sadece PI ile boyanmis hiicreler ise

nekroza ugramis hiicrelerdir (Q,).

3. BULGULAR

3.1 Floresans Ol¢iim Sonuclan

3.1.1 Polimerik Nano IgG ve Polimerik Nano IgG Konjuge Lizozim

Kompleksinin Ol¢iim Sonuclan

Polimerik Nano IgG konjuge lizozim kompleksi MATyr-Ru(bipyr);-
MATrp 1ile hazirlandigi icin  floresan 6zellik kazanmistir. Floresan
spektrofotometresinde polimerik Nano IgG ¢ozeltisinin en yiiksek floresan siddeti
ve buna bagli olarak dalga boyu belirlenmistir (Sekil 3.1 kirmizi pik). Polimerik
Nano IgG ¢ozeltisinin Lizozim ile konjugasyonu floresan spektroskopisinde ayni
dalga boyunda 0lciilmiis ve siddetindeki degisiklik belirlenmistir (Sekil 3.1 mavi
pik).
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Sekil 3.1. Polimerik Nano IgG ve polimerik Nano Igg konjuge Lizozim kompleksinin

karsilagtirilmasi

Polimerik Nano IgG ¢ozeltisi 290 nm’de uyarilmistir ve emisyon degeri
582.05 nm olarak belirlenmistir. Floresan siddeti ise 93,367 olarak olciilmiistiir
(Sekil 3.1 kirmizi1 pik). Polimerik Nano IgG c¢ozeltisi ile lizozim konjugasyonu
290 nm’de uyarilmistir ve emisyon degeri 581,02 nm olarak belirlenmistir.
Floresan siddetinde ise artma gdzlenmis ve 193,740 olarak ol¢iilmiistiir.
3.2. Karakterizasyon Calismalar

3.2.1 Boyut Analizi

3.2.1.1 Polimerik Nano IgG Boyut Analizi

Polimerik Nano IgG’nin ¢apr 123.3 nm olarak Zeta Sizer (Malvern Zeta
Sizer Nano-ZS) kullanilarak elde edilmistir.
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Diam. (mm) " Intensity Width (nm)

Peak 1: 1233 100,0 11,70
Peak 2 0,000 0,0 0,000
Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Size Distribution by Intensity
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Sekil 3.2. Polimerik nano IgG boyut analizi

3.2.1.2 Polimerik Nano IgG Konjuge-Lizozim Boyut Analizi

Polimerik Nano IgG konjuge lizozim’in ¢apr 285,8 nm olarak Zeta Sizer
(Malvern Zeta Sizer Nano-ZS) kullanilarak elde edilmistir.

Diam. {nmjp % Intensity Wichth {an)
Peak 1: 2858 100,0 27,20
Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Size Distribidion by Intensity
B0
50 T A e S L e e S A R T e S
£ 40
o
ol
10}
: L
01 1 1000 10000

Sekil 3.3. Polimerik Nano IgG konjuge lizozim boyut analizi
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3.2.2 Zeta Potansiyel Calismalar

Poimerik nano IgG’nin zeta potansiyeli -22.1 mV ve polimerik nano IgG
konjuge lizozim’in zeta potansiyeli ise -13.1 olarak Zeta Sizer (Malvern Zeta
Sizer Nano-ZS) kullanilarak elde edilmistir.

i

Il Records View ' (07 Zeta potential (M) 1 (00 Zata quality report (M) | 0 Phase Plot (M) 1 (=) Expert Advice (M)

Record  Type Sample Name Measwement Date and Time | T i o Mob Cond
i [ precedys | mS/em
_2ata nll 04 Afustos 20009 Sah 15:714:25 0 131 A1.023 1.0

" |Zeta [nn3 |04 ABustos 2009 Sak 15:27:

Sekil 3.4. Zeta potansiyel ¢aligmalari

3.3. In Vitro Deneyler
Polimerik Nano IgG konjuge lizozim kompleksinin S.aureus kiiltiirleriyle

24 saat etkilesimi sonucu bulunan sonuglar, ortalama deger olarak asagida cizelge

3.1’ de verilmistir. Oliim oranlar1 dogru orant1 yontemi ile hesaplanmustir.
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Cizelge 3.1. Polimerik Nano IgG ve polimerik Nano IgG konjuge lizozim aktivite

tayini sonuclar1 (Ug kez tekrar edilmistir)

CFU/ml Abs(540

Oliim Oran1
(Ort) nm)
Kontrol 160 x107 0,789 | -
400 pl Polimerik Nano 1gG 154,5)(107 0,722 % 3,7
100 pl Polimerik Nano IgG Konjuge ;
o 151 x10 0,500 % 5,6
Lizozim
200 ul Polimerik Nano IgG Konjuge ;
138 x10 0,436 % 13,7
Lizozim
400 pl Polimerik Nano IgG Konjuge ;
100 x10 0,416 % 37,5
Lizozim
800 ul Polimerik Nano IgG Konjuge ;
89,8 x10 0,368 % 43.8

Lizozim

In vitro analizler sonucunda polimerik nano IgG konjuge lizozim
nanobiyokonjugatmnin  antibakteriyel = oOzellige  sahip  oldugu,  artan

konsantrasyonlarinda yiizde bakteri 6liim oranininda arttig1 ispatlanmustir.

50



Sekil 3.5. S.aureus kiiltiirleri

Sekil 3.5 ‘te S.aureus kiiltiirleri gozlenmektedir. Sol iistteki sekil 10° seyreltme faktdriine sahip
orijinal S.aureus kiiltir ornegidir. Altta ki sekil ise 400 pl polimerik nano IgG konjuge lizozim
nanobiyokonjugat: eklenerek 24 saat inkiibe edilmis 10° seyrelme faktoriine sahip S.aureus kiiltiir
ornegidir. Sekilde de goriildiigii gibi madde etkilesimi sonucunda orijinal kiiltiire gore koloni

sayisinda azalma gozlenmistir.
3.4 Lazer Taramah Konfokal Mikroskobu Goriintiileri
Akridin turuncusu ile muamele edilen S.aureus kontrol hiicreleri ve 800 ul

polimerik nano IgG konjge lizozim ile etkilestirilerek 24 saat 37 °C’de inkiibe

edilmis hiicre siispansiyonundaki canl hiicrelerin goriintiileri asagida verilmistir.
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Sekil 3.6: S. aureus Kontrol Grubu Lazer Taramali Konfokal Mikroskobu Goériintiisii

Sekil 3.7 800 pl polimerik nano IgG konjuge lizozim ilave edilmis S.aureus siispansiyonu Lazer

Taramal: Konfokal Mikroskobu Goriintiisii
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3.5. Biyouyumluluk Analizi

Akis Sitometrisi Sonuclar

Asagidaki Sekil 3.8.(a) kontrol hiicrelerini gostermekte ve canli hiicre

orant Qs % 97.8" dir. Polimerik nano IgG konjuge lizozim’in hiicre kiiltiirtindeki

etkisi ise Sekil (b)’de gosterilmistir.

3T3 Kontrol Hileresi Polimerik nano 126 konjuze lizozim
IwE': “a-
‘rﬂ'-. ‘r‘="=
"1_: L E 'r"l-: -
o \
|‘|IH II:H
o i 9=
HE_= H:—
"I"rrTmrz—I—r'nTm"?TWmlT T r1r1r|]s T 'me—mmq T T 1
a
10 i0 10 i w? 0 iy 10°
Annexin v FITC-A Annexin v FITC-A

Sekil 3.8. a) Kontrol hiicresi ve b) polimerik nano IgG konjuge lizozimin akis sitometrisi sonuglari

Sekil 3.8.’de goriildiigii gibi ilk sekil kontrol hiicresinin akis sitometri
sonuglar1 canli hiicre oram1 (Qs;. % 97.8). Ikinci sekil ise polimerik nano IgG
konjuge lizozimin akis sitometri sonuglar1 nekrotik hiicre orani (Q. % 2.0, gec
apoptoz orani (Q; : % 2.2), canli hiicre orami (Qs3: % 92.1) ve erken apoptoz orani

(Q4: % 3.7).
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4. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Bu calismada insan ve hayvanlar iizerinde yiiksek patojenite gosteren
S.aureus’un  enfeksiyon olusturma mekanizmasinda gorev alan yiizey
proteinlerinden en Onemlisi olan protein A’nin polimerik Nano IgG’lerle
bloklanmas1 ve dogal antibiyotik olan lizozim enzimine gosterdigi direncin
yapilan biyokonjugasyon islemi ile bertaraf edilmesi hedeflenmistir.

Polimerik Nano IgG sentezi fotosensitif mikroemiilsiyon teknigi ile
gerceklestirilmis ve sentez asamasinda kullanilan MATyr-Ru(bipyr),-MATrp
sayesinde sentezlenen yapilara floresans oOzellik kazandirilmistir. Bu sayede
floresan spektrofotometresi analizleri gergeklestirilmistir. Biyokonjugasyon islemi
sonucu floresan spektrofotometresi sonuclarinda goriilen artmalar bize lizozim
biyokonjugasyonunun gerceklestigini gostermektedir. 14 kDa’luk bir molekiil
olan lizozimin yapiya baglanmasina aracilik eden MATyr-Ru(bipyr),-MATrp
nedeniyle polimerik nano IgG daha stabil bir hale gelerek floresans emisyon
siddeti artmaktadir.

Yapilan karakterizasyon c¢aligmalar1 sonucunda sentezlenen Nano
IgG’lerin boyutlarinin homojen ve 123,3 nm oldugu tespit edilmistir. Polimerik
nano IgG’lere lizozim biyokonjugasyonu sonucunda yapilan boyut analizinde ise
polimerik nano IgG konjuge lizozim biyokonjugatinin boyutlarinin homojen ve
285,8 nm oldugu tespit edilmistir. Boylece sentezlenen biyolojik numunelerin
nano boyutta polimerize edilebildigi ispatlanmustir.

Yapilan tim calismalar pH: 7.4 fosfat tamponu ortaminda
gergeklestirilmistir. Bu pH’ta polimerik Nano IgG’nin zeta potansiyeli — 22.1 mV
olarak tespit edilmistir. Lizozim ‘in izoelektrik noktasi 11.2' dir ve bu degerin
altindaki tiim pH degerlerinde lizozim katyonik oOzellik gosterir. Yani lizozim
pH:7,4’te pozitif yiklidiir. Polimerik Nano IgG konjuge lizozim’in zeta
potansiyeli 6l¢iildiigiinde yeni degerin — 13.1 mV oldugu kaydedilmistir. Bu diisiis
biyokonjgasyonu yapilan lizozimin pozitif yiik yogunlugundan
kaynaklanmaktadir ve polimerik Nano IgG’ye lizozim biyokonjugasyonun

basariyla gerceklestigini gostermektedir.
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Polimerik Nano IgG konjuge lizozim’in aktivitesi in vitro ortamda test
edilmistir. Polimerik Nano IgG’nin katalitik aktivite gdsterip gostermedigini tayin
edebilmek icin bakteri siispansiyonuna ilave edilmistir. in vitro denemeler
sonucunda Polimerik Nano IgG’nin de % 5’in altinda Oldiirme oranina sahip
oldugu gozlenmistir. Bu etkinin protein A’nin sahip oldugu 5 IgG baglama
altbirimlerinden D altbiriminin IgG Fab bolgesiyle etkilesebilmesi ve bu sekilde
IgG’katalitik aktivite gosterebilmesidir. Bu da sentez islemleri swrasinda IgG’in
aktif uc¢larinin kapanmadiginin gostergesidir.  Polimerik Nano IgG konjuge
lizozim sentezlerininde S.aureus siispansiyonlarinda etkili oldugu analiz
sonuglarinda gozlenmistir. Bakteri siispansiyonuna artan konsantrasyonlarinda
nanobiyokonjugat ilavesinde ylizde 6liim oraninda artis gozlenmis ve bu degerin
800 ul'ye gelindiginde % 43.8’e ulastig1 gozlenmistir. Lazer taramali konfokal
mikroskobunda yapilan caligmalar sonucu elde edilen goriintiilerde de kontrol
hiicresi ve polimerik nano IgG konjuge lizozim ilave edilmis hiicre siispansiyonu
arasindaki hiicre yogunlugu farki gézlenmektedir.

Polimerik nano IgG konjuge lizozim biyouyumluluk testi akis
sitometrisinde gerceklestirilmis ve polimerik nano IgG konjuge lizozim ile
muamele edilen saglikli embriyonik fare fibroblasti hiicre hattinin canli hiicre
orant % 92.1 olarak elde edilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda polimerik
nano 1gG konjuge lizozim’in bakteri iizerinde oldiiriicii etkisi gozlenirken saglikli
fare hiicrelerinde toksik etki gostermedigi saptanmaistir.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda polimerik Nano IgG konjuge lizozim
sentezinin S.aureus iizerinde antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu ispatlanmustir.
Saglikli hiicrelerde toksik etki gostermemesi sayesinde ileriki asamalarda
S.aureus enfeksiyonlarinda kullanilabilcegini gostermektedir.

Literatiirde ilk kez sentezlenen bu nanobiyokonjugatlar pek c¢ok avantaj
sunmaktadir. Oda sicakliginda ve giin 1518inda gerceklesen mikroemiilsiyon
polimerizasyonu ile elde edilen nanobiyokonjugatlarin sahip olduklart uzun depo
kararliliklar1 ve cok az miktarlarinin gostermis oldugu yiiksek aktivite onlar1 ucuz
kilmaktadir.

Floresans 6zellige sahip bu nanobiyokonjugatlar S.aureus tayinine yonelik

sensOor  gelistirilmesinde  kullanilabilecek  potansiyeldedirler. Bu sekilde
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olusturulacak sensorler kolonizasyon riskinin yiiksek oldugu hastane gibi toplu
mekanlarda ve/ve ya besin maddelerindeki S.aureus varligini kisa siirede tayin
edebilecek diizeyde olacaktir. Yapiya konjuge edilen lizozim sayesinde de hem

tayin hem tedavi islemi es zamanl yapilabilecektir.
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