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M. PNEUMONIAFENIN iNSAN ALVEOLER MAKROFAJLARINA TUTUNMASI

Aydin Karaarslan* ¢ ilkay Boyacioglu** « Ozlem Ozdemir***

OZET

Hemadsorbsiyon pozitif (HA+) ve cam yiizeylere
tutunabilen MP129 M. pneumoniae susu ile bu 6zel-
likleri gostermeyen M. pneumoniae FH susunun in-
san alveoler makrofajlarina tutunmalari ELISA yénte-
mi ile arastinlmistir. HA+ M. pneumoniae suslarinin
hemadsorbsiyon negatif (HA-) olanlara gére makro-
fajlara daha fazla baglandiklari ve opsonizasyonun
tutunmayi olumlu yénde etkiledigi tespit edilmistir.
Bu ¢alismada, M. pneumoniae infeksiyonundan ko-
runmada alveoler makrofajlarin bir savunma araci ol-
dugu ve aderans ve fagositoz ¢alismalarinda ELI-
SA’nin daha kolay ve basit bir teknik oldugu sonucu-
na varilmgtir.

Anahtar kelimeler: Aderans, Mycoplasma pneumo-
niae, insan alveoler makrofajlari, ELISA.

SUMMARY

Adherence of Mycoplasma pneumoniae to human
alveolar macrophages

Attachment to alveoler macrophages of M. pneumo-
niae M129 strain which is HA positive and glass-adhe-
ring and M. pneumoniae FH strain which does not
show these features was investigated by ELISA.

It was determined that the glass-adhering and HA pozi-
tive M. pneumoniae M129 strain was attached more to hu-
man alveoler macrophages when compared with the non
glass-adhering and HA negative M. pneumoniae FH strain
and the treatment of the bacteria with normal human se-
rum was enhanced the attachment of both strain.

In this study, it was concluded that the human alveoler
macrophages may elicit a protective response against M.
pneumoniae infection, and ELISA is easy and simple
method in adherence and phagocytosis studies.

Key words: Adherénce, Mycoplasma pneumoniae,
human alveolar macrophages,ELISA.

Mycoplasma pneumoniae solunum yolu patojeni
olarak ozellikleri iyi belirlenmis bir mikoplazma tiirii-
diir. Ozellikle 5-20 yaslar arasinda gériilen atipik pno-
moninin en énemli etkenlerinden birisi olmasinin ya-
nisira hastanede yatmakta olan, ozellikle cocuk ve
geng eriskin hastalarin %25’inde de pnémoniye neden
olmaktadir (1). M. pneumoniae’'nin meydana getirdigi
infeksiyon, kisinin yasi ve immtin sisteminin etkinligi
ile iligkilidir (2).

M. pneumoniae’nin neden oldugu solunum yolu
infeksiyonlarinin patogenezinde, bu bakterinin epitel
hiicrelerine tutunma 6zelligi en 6nemli rolii oynamak-
tadir (3,4). M. pneumoniae suglarinin in vitro kosullar-
da sivi besiyeri icinde pasajlarinin yapilmasiyla viri-

lanslari kaybolur ve bu suslar artik trakea epitel hiicre-
lerine tutunamazlar (5).

Viriilan M. pneumoniae suglari ayrica eritrositlere
ve mononiikleer hiicrelere; cam ve plastik gibi inert
ylizeylere de baglanabilmektedir (6). Eritrositlere olan
tutunma hemadsorbsiyon (HA) seklinde tespit edil-
mekte (7) ve bu aktivite patojenitenin ve solunum yo-
lu epiteline tutunmanin bir indikatort olarak kullanil-
maktadir (8).

Eritrositler ve solunum yolu epiteline tutunma me-
kanizmalar birbirine benzemektedir (8, 9, 10, 11).
Oysa mononiikleer hiicreler tizerindeki M. pneumoni-
ae baglanma bolgelerinin solunum yolu epitel hicre-
lerinden farkli oldugu saptanmis ve M. pneumoni-
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ae’nin bu hticrelere tutunmasinin infeksiyona karsi ko-
ruyucu bir yanitin ortaya ¢ikmasina neden olduguna
iliskin bazi kanitlar elde edilmistir (4).

Makrofajlar, mikroorganizmalarla ilk énce ve en
cok iliski icinde olan fagositer hiicrelerdir. Bu hiicre-
lerin antibakteriyel etkileri 6nce bakteriye tutunmakla
baslamakta, fagositoz ve bakterinin parcalanmasiyla
devam etmektedir (12). M. pneumoniae igin de alve-
oler makrofajlar ilk karsilagtiklar htcrelerdir. Bu ne-
denle &zellikle M. pneumoniae olmak lzere birgok
mikoplazma tiiriintin fagositik hiicrelere tutunmasi ile
ilgili yapilmig birgok c¢alisma sonucunda bu olayda
gorev alan adezinler tespit edilmis, olayin kinetik
ozellikleri gosterilmis; tutunma tzerine opsoninlerin
ve antikorlarin etkisi incelenmistir (6, 13, 14, 15, 16).

Bu ¢alismada, insanlarda tst ve alt solunum yolla-
rinda infeksiyon olusturan M. pneumoniae’nin insan
alveoler makrofajlarina tutunmasinin ELISA yontemiy-
le gosterilmesi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismada, hemadsorbsiyon pozitif olan ve cam
ylizeylere tutunan M129 ve bu o6zellikleri tagimayan
M. pneumonia FH suslar kullanildi. Bakteriler, 50 ml
sivi Channok besiyeri bulunan Roux siselerinde
37°C’de, besiyerinin rengi kirmizidan sariya doniince-
ye kadar ortalama 7 giin inkiibe edilerek tiretildi. Cam
ylizeyine tutunmayan bakteriler direkt olarak santrifiij
tiiptine alindi. Cam ytizeye tutunan bakteriler ise, ste-
ril bir hiicre kaziyicisi ile kazinarak 5ml 0.25M NaCl
icine konuldu. Her iki bakteri suspansiyonu 20 dakika
boyunca, 4°C’de ve 18.000 devirde santrifiij edildi.
Cokeltiler tig kez 0.2 M NaCl ile yikandilar. M. pne-
umoniae suspansiyonlarinin protein icerikleri, stan-
dart olarak sigir serum albuminin kullanildigi Bradford
yontemiyle tespit edildi (15).

insan alveoler makrofajlari, baska herhangi bir has-
taligi ve enfeksiyonu olmayan ancak 6ksiiriik ve he-
moptizisi bulunan bir hastadan bronkoskopi ile alinan
bronkoalveoler lavaj sivisindan elde edildi. BAL sivisi
ornekleri 4°C’de, 5 dakika siireyle 1.000 devirde sant-
rifij edildi. Hicreler fosfat tamponlu su (PBS; Ph: 7.2)
solusyonu ile iki kez yikandi. Thoma laminda hiicre
sayisi degerlendirildi.

Daha 6nce tanimlanan bir modifiye ELISA yontemi
kullanilarak M. pneumoniae’nin insan alveoler mak-
rofajlarina tutunmasi gosterildi (17). Diiz tabanli, 96
kuyucuklu mikroplaklarda her kuyucuga 2-5x10% hiic-
re konularak 37°C’de 1 saat boyunca tutularak; mak-
rofajlarin plastik yiizeyi tek tabakali hiicre toplulugu

seklinde kaplanmalari saglandi. Bu siire sonunda ku-
yucuklar iki kez PBS ile yikandi. Kuyucuklara, PBS
icinde 5-80 mg arasinda protein igerigi olan M. pne-
umoniae suspansiyonu ve %1 sigir serum albumin ek-
lendi. 30 dakika ve 4°C’de inkubasyondan sonra, tek
tabakali (monolayer) kuyucuklar tutunmayan bakteri-
lerin uzaklastirilmasi amaciyla PBS ile yikandi. %10 at
serumu iceren PBS icinde 1:100 oraninda sulandiril-
mis anti M. pneumoniae antikorlari her kuyucuga ek-
lendi. 37°C’de 1 saat inkiibasyondan sonra kuyucuk-
lar PBS ile 5 kez yikandi ve her kuyucuga %10 at se-
rumu iceren PBS icinde 1:1000 oraninda sulandiriimig
alkalen fosfataz ile isaretli 100 ml anti tavsan immung-
lobulin konarak 37C’de 1 saat inkiibe edildi. PBS ile 5
kez yikama isleminden sonra 100 ml substrat (p-nit-
rophenyl phosphate) her kuyucuga eklendi. Rengin
ortaya ¢ikmasi icin 15-30 dakika beklendikten sonra
405 nm dalga boyunda ELISA okuyucusunda plaklar
okutuldu.

Bu calismada,

1- Makrofaj iceren M. pneumoniae proteini icer-
meyen ve anti-M.pneumoniae yerine anti-fare
lgG,

2- Makrofaj igeren ancak anti M. pneumoniae ye-
rine anti mouse 1gG,

3- Makrofaj iceren ancak M. pneumoniae antijeni
yerine protein olarak bagka bir antijenden olu-
san kontroller kullanilmistir.

M. pneumoniae’'nin opsonizasyonunun incelen-
mesi i¢in (100pg protein/ml’in 100pl’si) PBS ile sulan-
dirillmis olan bakteri suspansiyonu %0.01 MgCl2 ve
%0.01 CaCl2 iceren ortama, 100 ml sulandirilmamis
normal insan serumu konularak 37°C’de 30 dakika in-
kiibe edildi. Opsonize olan bakteriler iki kez PBS ile
yikandi. Santrifijden sonra dipte kalan bakteri ¢okelti-
si 200 ml PBS-MgCa ile sulandirildi ve opsonize olan
bakterilerin makrofajlara tutunma 6zellikleri ELISA ile
arastirildi (18).

BULGULAR

Bu galismada cam yiizeylere tutunan ve HA+ olan
M. pneumoniae suslarinin insan alveoler makrofajlari-
na, cam ylzeylere tutunmayan ve HA- olan suslardan
daha fazla oranda tutunduklari ELISA yontemiyle tes-
pit edilmistir. Sekil 1’de ELISA ile elde edilen aderans
ozellikleri gosterilmistir.

Sekil 1'de goruldugu gibi HA+ ve cam yiizeylere
tutunma 6zelligi gosteren M. pneumoniae suglarinin
insan alveoler makrofajlarina tutunmalarinin, HA- ve
cam yiizeylere tutunma ozelligi olmayan M. pne-
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umoniae suslarina oranla daha fazla oldugu belirlen-
mistir.

Opsonize edilen ve edilmeyen M. pneumoniae
suslarinin insan alveoler makrofajlarina tutunmalari
karsilastirilmig, her iki fenotipin tutunmalarinin arttig
tespit edilmistir. Bu sonuglar Sekil 2'de gosterilmistir.

TARTISMA

M. pneumoniae, biiytik cocuk ve geng yetiskinler-
deki trakeobronsit ve pnédmoninin en énemli nedenle-
rindendir. Bu bakteri, membraninda bulunan protein
yapisindaki birkac adezini sayesinde hticrelere tutuna-
bilmektedir. Bu proteinlere sahip olmayan M. pne-
umoniae suslarinin ise bu ozellige sahip olmadiklari
belirlenmistir (6,19,20). Solunum yolu epitel hiicrele-
rine tutunmanin infeksiyon patogenezi acisindan dne-
mi blydktur. Epitel hicrelerinin yanisira, M. pneumo-
niae eritrosit ve fagositer hiicrelere de tutunmaktadir.
Eritrositlere baglanma HA seklinde belirlenmektedir.
HA+ ve HA- kolonilerin genetik yapilari karsilastirildi-
ginda, HA+ olanlarin epitel hiicrelerine tutunmadan
sorumlu birkag proteini kodlayan gen bolgelerine sa-
hip olduklari, HA- suslarda ise bu bolgelerin olmadigi
saptanmistir(21, 22). Bu nedenle HA+ 6zellik ve cam
ylizeye tutunma, M. pneumoniae susunun patojenite-
sinin degerlendirilmesinde indikator olarak kullanil-
maktadir,

M. pneumoniae’'nin epitel hicreleri, eritrositler, fa-
gositer hiicrelere ve bazi inert yiizeylere tutunmasini in-
celeyen calismalarda elektron mikroskobu, radyoaktif
madde ile isaretleme ve sonucunda salinimin arastiril-
mast, gesitli boyama ve kimyasal yontemler kullanil-
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Sekil 1. M. pneumoniae suslarinin alveoler makrofajlara tutun-
masinin ELISA ile gosterilmesi

mistir. Bu sayede, tutunmadan sorumlu adezinlerin var-
lig belirlenmis, yapilari ortaya konulmus; bu olay tize-
rine opsonin ve antikorlarin etkileri saptanmustir(8, 18).

Athamna ve ark (15). M. pneumoniae’nin insan al-
veoler makrofajlarina tutunma o6zelliklerini ELISA ve
elektron mikroskop yontemleri kullanarak arastirmis-
lar, cama tutunma ozelligi bulunan M. pneumoniae
suslarinin cama tutunmayanlarinkine oranla daha faz-
la tutunduklarini, opsonizasyonun tutunmayi arttirdi-
gini, dextran-sulfate gibi bazi stlfat bilesiklerinin bu
tutunmayi inhibe ettigini ve tutunmada sialik asit’in
onemli oldugunu tespit etmislerdir.

Krause ve Baseman (16) virtilan MP 129-25C M.
pneumoniae susunun hamster trakea epitel hiicreleri-
ne tutunmasini arastirdiklari ¢alismalarinda Hoechst
floresan boya, I'?* isaretleme, sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) yontemleri
kullanarak, tutunmadan sorumlu P1, P2, P4 ve HMW
3 proteinlerini gostermislerdir.

Cahsmamizda, HA+ ve HA- iki M. pneumoniae fe-
notipinin insan alveoler makrofajlara tutunma ozellik-
leri ELISA ile arastirilmis ve HA+ 6zellik gosteren susla-
rin makrofajlara daha fazla oranda baglandigi tespit
edilmistir. Opsonizasyonun ise HA ozelliklerine gore
degismeksizin, her iki sustada tutunmay: artirdigi gortil-
mistar. VirGlan M. pneumoniae infeksiyonlarindan ko-
runmada akciger makrofajlarinin onemli bir gorev (st-
lendikleri, bu calismada elde edilen sonuglarla gosteril-
mistir. Ayrica modifiye edilerek uygulanan ELISA yon-
teminin, aderans ve fagositozun arastirildigi calismalar-
da daha karisik yontemlerin yerine kullanilabilecek al-
ternatif bir yontem olabilecegi kanisina varilmistir.

Tutunma (ELISA, 405 nm)

Serumsuz (1) ve serumlu (2) ortamda, cam ylizeylere tutunamayan ve
HA negatit FH sugu (35 mikrogram) ; serumsuz(3) ve serumiu (4)
ortamda cam yuzeylere tutunabilen ve HA pozilif MP 129 susu(35
mikrogram)

Sekil 2.

insan serumu ile opsonizasyonun M. pneumoniae’nin
makrofajlara tutunmasi tizerine olan etkisi
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