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Candida albicans, insanda hem kommensal hem de firsatci patojen olarak bulunabilen polimorfik bir
maya mantaridir. Kandida hiicre duvarinin ana komponentlerinden birisi olan mannan, mantar-konak
iliskisinde ve mayanin viriilansinda rol oynamaktadir. C.albicans enfeksiyonlarinin gelisiminde, mikroorga-
nizmanin maya formundan hif formuna gecis yetenedi 6nem tasir. Hif formu, maya formunda olmayan
cesitli antijenik 6zelliklere sahiptir ve hif olustugunda hiicre duvarinda yapisal degisiklikler meydana gelir.
Bu donisim ile ilgili bircok faktor etkili olsa da, tam olarak yeterli bilgi mevcut degildir. Bu ¢alismada,
C.albicans'in form degistirdiginde duvar yapisinda yer alan mannanin konfigiirasyon degisiminin monok-
lonal antikorlar kullanilarak arastirimasi amaclanmistir. Calismada C.albicans (NIHA 207) serotip A susu
ile kontrol olarak benzer hiicre duvar yapisina sahip Salmonella choleraesuis 211 ve Salmonella infantis
suslart kullaniimistir. C.albicans’in maya formu, YEPD agar besiyerinde 28°C’de inkiibasyon ile, hif formu
ise YEPD buyyon besiyerinde calkalamali inkiibator lizerinde 37°C’de 3-4 saat inklibasyon ile Gretilmistir.
Mannan icerigi, hiicrelerin eksponansiyel fazda toplanip yilkanmasindan sonra, pelletin 20 mM sitrat
tamponu ile siispanse edilip 125°C’de 90 dakika otoklavlanmasiyla elde edilmistir. Monoklonal antikor
dretimi icin hibridoma yontemi kullanilmig; Balb/C farelerinin antijen ile immdnize edilmesinden sonra
toplanan splenositlerin, FO myeloma hiicreleri ile flizyon olusturmasi saglanmistir. HAT besiyeri icerisinde
olusan klonlar arasindan hibrid hiicrelerin urettigi antikorlar ELISA ydntemi ile izlenmistir. Antikorlarin izo-
tip tayini, ticari bir kit (Pierce Biotechnology, ABD) kullanilarak yapilmistir. Monoklonal antikorlari iceren
kiltir stipernatanlar toplanmig ve amonyum siilfat ¢oktiirme yontemi ile saflagtinlmistir. Deney reaksi-
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yonlarinin tespitinde sandvi¢ ELISA ve imminofloresans (IF) yontemleri killaniimistir. Calismamizda, 2B7
klonu tarafindan Uretilen ve C.albicans maya hiicre duvarina karsi 6zgulligu ylksek olan IgM sinifindan
monoklonal antikorlar (mAb-2B7) elde edilmistir. Bu antikorlarin, C.albicans’a benzer hiicre duvar yapi-
sina sahip bakterilerden S.choleraesuis 211 ve S.infantis suslar ile capraz reaksiyon verdigi saptanmistir.
C.albicans maya formunda bulunan mannan B-1,2 baginin varhigi, bu baglara 6zgil ticari bir monoklonal
antikor (mAb-ACMK-1; Matriks Biotek®, Ankara) kullanilarak dogrulanmistir. Ayrica, mAb-ACMK-1‘in IF
yoénteminde C.albicans'in maya formu ile yiiksek floresans verirken hif formu ile isima vermegi izlenmistir.
ilk defa elde edilen bu veri, hif duvarinda $-1,2 mannan baglarinin ya seyrek olarak bulundugunu ya
da hi¢ bulunmadigini gostermektedir. Her iki monoklonal antikorun da mannan antijenini tanimasina
ragmen, epitop Ozellikleri farkli oldugundan mAb-2B7 S.choleraesuis 211 ile reaksiyon verirken mAb-
ACMK-1 ayni bakteri ile reaksiyon vermemistir. Sonug olarak monoklonal antikorlar, kandidalarin antije-
nik yapilarinin tanimlanmasina olanak saglayacak, boylelikle serumda mannan varligini tespit eden ticari
testlerin duyarlik ve 6zgulliguni artiracak yeni determinantlarin tespit edilmesi miimkiin olabilecektir.

Anahtar sozciikler: Candida albicans; maya; hif; mannan; 3-1,2 bagi; monoklonal antikor.

ABSTRACT

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

Keywords: Candida albicans; yeast; hypha; mannan; 3-1,2 linkage; monoclonal antibody.
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GIRi$

Candida turleri dogada yaygin olarak bulunan ve insanlarin normal florasinda bulunan
maya mantarlaridir’-3. Normal florada maya mantari seklinde bulunur, doku invazyonu
sirasinda ise hif formunda gériiliir*. Serum icerisinde 37°C’de 2-3 saatte germ tiip olus-
turur ve hif formuna déner?. Germ tiip formu maya hiicresinde olmayan cesitli antijenik
ozelliklere sahiptir3. C.albicans'in germ tiip olusumu déneminde hiicre yiizey hidrofobi-
sitesi degisir; boylece plastik yiizeylere ve epitelyuma baglanma yetenegi artar®. Firsatgi
patojen olan Candida turleri, cevresel ve bireysel kosullarin organizma aleyhine gelistigi
durumlarda hafif yuzeysel enfeksiyonlardan, agir sistemik enfeksiyonlara kadar cesitli
klinik tablolara yol acabilir.

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

Patojenite ve viriilans ile ilgili biyolojik fonksiyonlarin bircogu hiicre duvarinda yer-
lesiktir. Candida turlerinin hiicre duvar mannoprotein yapisi konak-mantar iligkisinde
ve viriilansinda cok 6nemlidir®. Candida’'nin patojenite mekanizmalarini anlamada
C.albicans'in maya formundan hif formuna gecis arasindaki farkhhklarin aydinlatiimasi
gerekmektedir. Candida mannaninin kimyasal yapisinin tam olarak anlasilmasi, yeni anti-
fungal ilaglarin ve immiinoterapotik uygulamalarin gelistirilmesine olanak taniyacaktir.
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Bu amacla calismamizda, C.albicans’in form degistirdiginde duvar yapisinda yer alan
mannanin konfiglirasyon degisiminin monoklonal antikorlar kullanilarak arastiriimasi
amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Kullanilan Suslar

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

Hiicre Duvar Antijenlerinin Eldesi

C.albicans hucreleri, eksponansiyel fazda toplandi. Bir kez %0.9 NaCl, bir kez de
distile su ile yikanarak hiicre pelleti 20 mM sitrat tamponu (pH: 7.0) ile sispanse edildi.
Mannan icerigi, Ballou’nun’ tanimladigi metoda gére 125°C’'de 90 dakika otoklavla-
narak ekstrakte edildi. Jelanitoz madde, 4°C’de 20 dakika 2500 rpm’de santrifiij edildi.
Siipernatan (zerine mannoproteinin ¢oktirilmesi icin 3 hacim %100 metanol ilave
edildi ve 24 saat 4°C’de manyetik karistinci Gzerinde inklibe edildi. Presipitat toplandi,
distile suda ¢ozildiu ve ardindan 4°C’de 24 saat boyunca distile suya karsi (3 kez su
degistirilerek) diyaliz edildi. Karbonhidrat icerigi fenol siilfirik asit yontemine gore tayin
edildi®. Elde edilen mannan kompleksi liyofilize edildi.

Candida Alkalin Ekstraksiyonu (CAE)

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

Hibridoma Yontemi ve Monoklonal Antikorlarin Uretilmesi

Hibridoma yonteminde kullanilacak olan immiin hiicrelerin eldesi icin, 6 haftalik
(25-30 g) 7 adet Balb/C fare kullanildi. immiinizasyon evresinde fareler; ilk dozda tam
Freund adjuvani, diger dozlarda ise tam olmayan Freund adjuvani ile birlikte 750, 1500
ve 3000 pg yas hiicre/hayvan olacak sekilde, sirasiyla bir gun arayla haftada ¢ giin
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intraperitoneal yolla 6 ay immiinize edildi. Antijene karsi olugan immiin yanit ELISA
ile izlendi. Son enjeksiyondan sonra farenin dalagi alindi. Hiicre flizyonu, Kohler ve
Milstein’in'® metodu referans alinarak gerceklestirildi. Kisaca, splenositler ile FO myeloma
hiicreleri arasinda, %50 PEG sollsyonu (Sigma) varliginda flizyon olusturuldu ve hiicre
stispansiyonu HAT (hipoksantin, aminopterin, timidin) besiyeri icerisinde 96 kuyulu
plaklara yayildi. Plaklar 37°C’de %5 CO,’li ortamda inklbe edildi ve bir hafta sonra
HAT besiyeri (Sigma), HT besiyeri (Sigma) ile degistirildi. Iki hafta boyunca besiyerinde
gelisen hibridoma kiiltlr stipernatanlari, uygun antikorlar tGretmeleri yoniinden ELISA ile
izlendi. Toplamda 480 adet kuyu tarandi ve antijene 6zgul monoklonal antikorlar segil-
di. Antikorlarin izotip tayini, ImmunoPure Monoclonal Antibody Isotyping Kit (Pierce
Biotechnology, ABD) protokoliine uygun olarak yapildi. Monoklonal antikorlari iceren
kiltir siipernatanlari toplandi ve amonyum siilfat ¢oktirme yontemiyle %35 (w/v)
oraninda saflastirild.

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

ELISA Yontemi

Mikroplak kuyulari; 100 ug hiicre/ml ve 20-70 pg protein/plak konsantrasyonu ola-
cak sekilde, 0.05 M Na,CO,/HCO, (pH: 9.6) kaplama solusyonu ile her kuyuda 100 pl
hacim seklinde kaplandi. Plagin Uzeri kapatilarak 4°C’de 24 saat inkibe edildi. Ertesi
giin ¢ikanlan mikroplak 1 saat oda isisinda bekletildi ve yikama tamponuyla (PBS - %0.5
Tween 20) 3 kez yikandi. Her kuyuya 200 pl bloklama ajani [1x Stabil Coat (SurModics
Inc, ABD) 100:1 FCS, PBS-Tween 20 icerisinde] eklendi ve uzeri kapatildiktan sonra 30
dakika 37°C’de, ardindan 30 dakika oda isisinda karanlikta inkiibe edildi. Stire bitiminde
plaklarin ici aspire edildi. Primer antikor olarak, IgM izotipindeki 2B7 ve ACMK-1 monok-
lonal antikorlari ayr ayri 100 pl/kuyu seklinde dagitildi ve 2 saat calkalayici tzerinde
bekletildi. Daha sonra plaklar 3 kez yikanarak her kuyuya sekonder antikorlar (anti-fare
IgM; 2500:1) 100 pl olacak sekilde dagitildi. Calkalayici Gzerinde 45 dakika inkiibe edil-
di ve sonra yikama islemi ayni kosullarda tekrarlandi. Plaklara TMB substratindan 100
pl/kuyu seklinde ilave edildi; 10-15 dakika karanlik ortamda oda isisinda bekletildikten
sonra T M H,SO, ¢ozeltisinden 50 pl/kuyu seklinde ilave edildi. Sonuglar 450 nm’de
spektrofotometrik olarak okundu ve esik (cut-off) degerinden yiksek olan ornekler
pozitif olarak degerlendirildi [Esik deger = Ortalama negatif kontrol + (Standart sapma
negatif kontrol)2].

immiinofloresans (IF) Yontemi

Bu amacla kullanilacak olan lam kuyulari 6nce sirayla 20 pl distile su, %70 etil alkol
ve tekrar distile su ile yikandi. Kuyulara 20 pl Poly-L-Lysine (Sigma, P1524) konularak
bekletildi ve cekildi. Paraformaldehit ile fikse edilmis hiicreler 100-200 pg/10 ml PBS
seklinde hazirlandi ve lam kuyularina 20’ser pl konuldu. Kurumasi beklendikten sonra
kuyulara primer antikorlar eklendi ve 37°C’de 2 saat inkiibe edildi. Siire sonunda PBS
ile yikama yapildi ve bu kez floresan ile isaretli sekonder antikorlar [anti-fare IgM-FITC
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Sekil 2. ELISA yontemi ile saptanan mAb-2B7 antikor diizeyleri (Grafik, OD dederlerinden esik dederleri
¢ikanldiktan sonra olusturulmustur. Esik degerleri; hiicre icin 0.358, mannan icin 0.539 ve CAE icin 0.263 dir).

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

BULGULAR

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

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

Tablo I. mAb-2B7nin S.choleraesuis 211 ve S.infantis ile Verdigi ELISA Testi Sonuglari

Plagin kaplandigi antijen S.choleraesuis 211 hticre (100 ug/ml) S.infantis hiicre (100 pg/ml)

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

Kor (Blank) degeri 0.244 0.221

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

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

Kor (Blank) degeri 0.279 0.238

Tablo 1ll. mAb-ACMK-1'in S.choleraesuis 211 ve C.albicans Maya Formu ile Verdigi ELISA Testi Sonuglari

Plagin kaplandigi antijen S.choleraesuis 211 hiicre (100 pg/ml)  C.albicans hiicre (100 pg/ml)

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

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

TARTISMA

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

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

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

C.albicans’y diger kandidalardan ayiran en énemli 6zelliklerden biri germ tip olustur-
masidir. Bilindigi gibi faktor 5 serumu, aside duyarli 3-1,2 bagli manno-oligosakkaride
karsilik gelir®. Bununla birlikte mAb-ACMK-1, mannan yapisindaki -1,2 bagina 6zgldiir.
B-1,2 bagh mannoz lnitelerinin daha antijenik yapida olmasi nedeniyle buna kargi treti-
len antikorlarin koruyuculugu da yiiksektir®. Bu durum, kandida enfeksiyonlarinin énlen-
mesinde monoklonal antikorlarin kullamimini giindeme getirmistir'®22. Nitekim Han
ve arkadaslarinin'® calismasinda, -1,2 bagli mannanlara karsi elde edilen monoklonal
antikorlarin deneysel kandidiyaz ve vajinal enfeksiyonu 6nledigi gosterilmistir. Kavishwar
ve Shukla?' elde ettikleri G5 monoklonal antikorlarinin, in vivo deney kosullari altinda
tedavi ve profilaktik kullamim icin faydali oldugunu bildirmislerdir. Lee ve arkadaslari??,
B-1,2 mannana 6zgul olarak gelistirilen IgM tipindeki monoklonal antikorlar ile flukona-
zol kombinasyonunun, sistemik kandidiyaza karsi etkili oldugunu gostermislerdir.

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

Sonug olarak, C.albicans’in hiicre duvari mannan yan zincirlerinin kimyasal yapisinin
ve antijenik 6zelliklerinin tanimlanmasi, patojenite mekanizmalarinin aydinlatiimasinda
onemli bir basamak teskil etmektedir. Calismamizda elde edilen antikorlar ile, enfeksiyon
sirasinda dolagimdaki mannan veya anti-mannan antikorlarin ELISA veya IF gibi test sis-
temlerinde gelistirilmesi ve bu antikorlarin in vitro/in vivo test ve tedavi yontemlerinde
denenmesi, bundan sonraki calisma planimizi olusturmaktadir.
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