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Summary

The aim of this project is to compare the affinity of the serum of different donors on the cell wall of the S.aureus. Furthermore there will be an attempt to isolate IgG which is specifically directed to S.aureus what eventually can be used in further immunotherapy. 

All sequenced strains of S.aureus will be used in the project. Just as 2 clinical isolates, a lab strain and a pig strain.  The extent of phagocytosis is measured with HPS. Strains MW2, 8325, USA300, KV27 and D19 phagocytosed better than the other strains. 

The serum of a few donors from the HPS did phagocyte better than the HPS itself. This is confirmed in a binding experiment. The serum of donor #2, #4, #5, #18, #13 all give positive signals. The serum of donor#6 has the lowest signal in both experiments.  

Furthermore all strains where screened for Protein A. This was done with a binding experiment measured in the flowcytometer. The results showed that strain N315, USA300, RFpig and D19 bound to IgG2A-mouse-PE which indicates the presence of Protein A. A Western blot later on in the project showed that strain Mu50 and Mw2 express Protein A as well. 

Cell wall isolation when done with lyostaphine preserves Protein A although this is not clearly shown by every western blot. Strain N315 contains so much Protein A that every sera of IgG binds to it.
IgG isolation when done with a Protein G column has the best results with a binding buffer. This prevents albumin from binding. The isolated IgG has a comparable result with serum when it comes to binding to S.aureus. 

The isolation of IgG specific for S.aureus is done in two different ways. One is to create a pellet of S.aureus and let IgG bind. The other is to let IgG bind to a S.aureus column. In both cases the isolation didn’t work as expected. 
An attempt to isolate crude cell walls of S.aureus KV27 also didn’t work as expected. The bacteria survived a lot of beads beating and even freezing with N2 didn’t help the proces. 
Samenvatting

Het doel van dit onderzoek is om de affiniteit van het serum van verschillende donoren op de celwand van de S.aureus te vergelijken. Daarnaast wordt er geprobeerd IgG te isoleren dat specifiek gericht is tegen de S.aureus voor verdere immunotherapie.

Alle gesequencede stammen van de S.aureus worden gebruikt. Net als 2 klinische isolaten, een lab stam en een varkensstam. De mate van fagocytose wordt getest met HPS. De stammen S.aureus MW2, 8325, USA300, KV27 en D19 worden het beste gefagocyteerd.

Het serum van een aantal donoren uit het HPS fagocyteren beter dan HPS en doen het ook goed in een bindingsexperiment. Het serum van #2, #4, #5, #13 en #18 geven hoge signalen en #6 geeft bij beide experimenten een laag signaal. 
Daarnaast worden alle stammen gescreend voor Protein A. Dit gebeurt door middel van een bindingsexperiment wat gemeten wordt in de flowcytometer. De resultaten uit de FACS geven aan dat de stammen N315, USA300, RF varken en D19 hebben gebonden met IgG2A-mouse-PE dat duid op de aanwezigheid van Protein A. Uit een Western blot blijkt later dat ook Mu50 en Mw2 een positief signaal geven en dus ook Protein A tot expressie brengen.

Protein A blijft behouden bij celwand isolatie met lysostaphine. Protein A wordt niet bij elke western blot even duidelijk aangetoond. Bij S.aureus N315 is het eiwit zo aanwezig dat alle sera en IgG erop aangrijpen. 

IgG isolatie met een Protein G kolom gaat het beste met een bindingbuffer. Dit voorkomt het binden van het serumeiwit albumine. Het geïsoleerde IgG heeft vergelijkbare affiniteit als het serum waar het uit geïsoleerd is. 

Het isoleren van IgG specifiek tegen de S.aureus is geprobeerd met een pellet van S.aureus en een kolom van S.aureus. In beide gevallen is het isoleren van IgG specifiek tegen de S.aureus niet gelukt. 

Het isoleren van crude cell walls van S.aureus KV27 verliep niet zoals gehoopt. De bacteriën overleefde meerdere malen beads beating en zelfs het vriezen en dooien met behulp van vloeibaar stickstof werkt niet. 
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1 Inleiding

1.1 Het immuunsysteem 

Een van de belangrijkste taken van het immuunsysteem is het beschermen van het lichaam tegen pathogenen. Pathogenen die het lichaam binnen vallen worden opgemerkt door de aangeboren en verworven afweer. De eerste stap is het herkennen van een micro-organisme. 

De verworven afweer ook wel adaptieve immuunsysteem herkent pathogenen met behulp van antigeen receptoren die tot expressie komen op het oppervlakte van de T- en B-cellen. De eigenschappen van deze receptoren wordt gekarakteriseerd door specificiteit en geheugen. T-cellen hebben verschillende functies binnen het immuunsysteem zoals het bestrijden van virussen, een interactie met fagocyterende cellen en het activeren van B-cellen.

B-cellen kunnen na activatie differentiëren in plasmacellen die antilichamen produceren of memory-cellen die bescherming bieden op lange termijn. B-cellen worden ingezet om een extracellulaire pathogeen die het lichaam is binnen gedrongen aan te vallen. Dit doen ze door middel van het produceren van antilichamen.

De activatie van deze specifieke afweer van T- en B cellen duurt enkele dagen. Voor snelle reactie heeft het lichaam de aangeboren afweer. Dit wordt ook wel het innate immuunsysteem genoemd. Deze aangeboren afweer is in staat om snel pathogeen te herkennen en een eerste bescherming aan het lichaam te bieden. Het innate immuunsysteem initieert een aantal reacties die er voor zorgen dat verschillende stoffen worden uitgescheiden zoals ontstekings cytokines en chemokines (eiwitten) die fagocyterende leukocyten zoals PMN’s (polymorfkernige neutrofielen), monocyten en macrofagen activeren. Deze stoffen zijn ook verantwoordelijk voor het activeren van het adaptieve immuunsysteem. (1,19)

1.1.1 Immunoglobulines

Immunoglobulines (Ig’s) of antilichamen zijn eiwitten die worden geproduceerd B-cellen tegen een lichaamsvreemde stof of lichaamsvreemde cellen (antigenen). Hoewel antilichamen geproduceerd worden door cellen van het adaptieve immuunsysteem spelen zij een belangrijke rol in het innate immuunsysteem.

De immunoglobulines kunnen ingedeeld worden in vijf verschillende klassen: IgM, IgG, IgA, IgD en IgE. De klassen zijn  gebaseerd op verschil in vorm, de aminozuur frequentie van de constante zware ketens. 

Een antistof bestaat uit twee identieke zware en twee identieke lichte aminozuurketens.  (zie figuur 1) Elk van deze ketens bevat een constant en een variabel deel. Het variabele deel bindt een specifiek antigeen. Dit deel wordt ook wel Fab genoemd. (Fragment antigen binding). 

De onderkant van de twee zware ketens samen worden ook wel de Fc-staart genoemd (Fc = Fragment crystallizable) Deze staart heeft meerdere functies waaronder het binden van receptoren op macrofagen en monocyten (activatie) en het binden van complement om het complementsysteem te activeren. (7)
1.1.2 IgG

[image: image1.jpg]


Komt het meeste voor van alle immunogolbulines (70-75%) en heeft een typisch immunogolbuline structuur. (zie figuur 1.) IgG is zelf weer onderverdeeld in subklassen: IgG1, IgG2, IgG3 en IgG4. De subklassen zijn gebaseerd op een klein verschil in de aminozuur frequentie van de heavy chain. 

IgG1 en IgG3 worden geproduceerd als reactie met eiwitten van antigenen en hebben een hogere bindings affiniteit voor een Fc-receptor dan IgG2 en IgG4. IgG2 wordt geproduceerd bij het herkennen van polysaccharides. (10,19,22)

1.2 Neutrofielen & Fagocytose
1.2.1 Neutrofielen

Neutrofiele granulocyten (neutrofielen) zijn witte bloedcellen die in weefsels micro-organismen opnemen (fagocyteren) en intracellulair doden. 

Neutrofielen zijn van essentieel belang voor de afweer van de mens. De cellen maken deel uit van de niet specifieke afweer. Het is de taak van de neutrofielen om infectieuze deeltjes op te merken, te fagocyteren en te doden. Hierdoor heeft de specifieke afweer tijd om op gang te komen en de infectie groots te bestrijden. 

De neutrofiele granulocyten kunnen zich verplaatsen in ons lichaam naar de plaats van infectie. Neutrofielen zijn als eerste bij de plaats van ontsteking omdat ze de meest voorkomende witte bloedcellen zijn in de bloedbaan.

Ze reageren op stoffen die in de initiatie fase worden gevormd: C3a, C5a, leucotriënen (mestcellen) en de adhesie moleculen die in de eerste fase van de ontsteking worden gevormd. Op het endotheel zullen vooral PMN’s  binden. 

Vervolgens binden ze het micro-organismen met behulp van receptoreiwitten op hun buitenmembraan. Dit micro-organisme wordt vervolgens opgenomen in een afgesloten pakketje, het fagosoom, binnen in de neutrofiel. 

Sommige target cellen zijn te groot voor neutrofielen om volledig op te nemen en te fagocyteren. In dat geval wordt er geen fagosoom gevormd. In dat geval gaat de neutrofiel over op extracellulaire doding van het infectieuze partikel. Bij deze vorm van fagocytose ontstaat weefselschade.  (2,3,17)
1.2.2 Fagocytose

Als een micro-organisme contact maakt met een fagocyterende cel worden meerdere receptoren geprikkeld en worden er verschillende signaal routes geactiveerd die samen een fagocyterende response geven. Fagocytose is een complex systeem dat op verschillende manieren geactiveerd kan worden. Er zijn veel verschillende receptoren op de buitenmembraan van de cel die micro-organismen herkennen. Het fagocytose proces wordt geïnitieerd door de interactie van specifieke receptoren op de fagocyt met de ligands op het micro-organisme. Niet alle receptoren initiëren fagocytose. Sommige receptoren hebben een functie om de bindingscapaciteit van de fagocyt te vergroten. De belangrijkste types receptoren zijn de receptor die C3b/C3bi van het complement systeem herkent en de receptor die een interactie aangaat met het Fc-gedeelte van immunoglobuline G (IgG). (5, 13) 

Fc-receptoren zijn membraan glycoproteinen. Ze hebben een hoge affiniteit voor voor de Fc-staat van uitgescheiden antilichamen. Er zijn verschillende Fc-receptoren die verschillen in structuur en het antilichaam wat zijn binden. 

De belangrijkste receptoren induceren fagocytose of opsoniseren een micro-organisme. De Fc-receptor voor IgG heeft een Fc-gamma receptor (FcγR) en de Fc-receptor die IgA bindt heeft een Fc-alpha receptor (FcαR). De FcγR is komt in meerdere vormen voor gebaseerd op verschil in functie en structuur. FcγRI (CD64) heeft een hoge affiniteit voor IgG1 en IgG3 deze receptor induceert fagocytose en killing.  FcγRIIA (CD32)  en FcγRIIIB (CD16B) hebben beide een lage affiniteit voor IgG. De een induceert fagocytose, de ander killing. Daarnaast heeft een neutrofiel ook een IgA receptor. FcαRI(CD89) heeft een lage affiniteit voor IgA en induceert fagocytose en killing. (19,22)   

Ook de Toll-like receptoren (TRL’s) zijn belangrijk bij de herkenning van de microbe. Deze receptoren komen tot expressie op verschillende afweer cellen. Ze herkennen frequent voorkomende patronen in bacteriën. TRL2 herkent peptidoglycaan en lipoteichoïnezuur van Staphylococcen. TRL2 komt voor op monocyten/macrofagen, neutrofielen, dendritische cellen, astrocyten en mestcellen. Peptidoglycaan is een goede target voor het innate immuunsysteem om op aan te grijpen omdat deze structuur niet voorkomt in het menselijk lichaam. Bovendien is de S.aureus afhankelijk van deze structuur om te overleven.
Het herkennen van pathogenen op meerdere receptoren geeft ook meerdere signalen naar binnen aan de cel. Deze signalen kunnen samen een sterk signaal geven of elkaars signaal remmen. Pathogeen herkenning is gekoppeld aan een ontstekingsreactie wat er voor zorgt dat er weer fagocyterende cellen worden aangetrokken. (5)

Na herkenning op de membraan wordt het micro-organisme opgenomen door de neutrofiel in een fagosoom. Deze fagosoom fuseert vervolgens met een lysosoom. In het fagolysosoom vinden verschillende reacties plaats die het micro-organisme doden. 
[image: image3.emf]NADPH (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate)oxidase is een enzym complex dat zuurstof radicalen (moleculen met minstens één ongepaard elektron) produceert. De productie van deze zuurstof radicalen, ook wel reactive oxygen species (ROS), is onmisbaar voor het doden van gefagocyteerde bacteriën door neutrofielen. (4, 13) De NADPH oxidase pompt superoxide (O2-) in de vacuole, dit resulteert in een verschil in lading over het membraan dat gecompenseerd moet worden. Door het bewegen van de compensatie ionen komen er enzymen vrij vanuit de cytoplasmatische granules die optimale omstandigheden creëren voor opname en afdoding van microbes. (4)

[image: image4.emf]Een humane neutrofiel bevat meerdere granules. De inhoud van deze granules wordt in de vacuole los gelaten (degranulatie). Degranulatie vindt al na 20 seconden na fagocytose plaats. Er zijn twee soorten granules. De azurophilic granule en de specifieke granule. De inhoud van deze granules is deels afhankelijk van de eiwitten die op dat moment gesynthetiseerd worden. De azurophilic granule, ook wel primaire granule genoemd, bestaat voornamelijk uit eiwitten en peptides die

direct gericht zijn tegen afdoding en afbraak van het micro-organisme. De granule bevat MPO (myeloperoxidase), defensines (eiwitten met een antibacteriële activiteit), en verschillende proteases. (3) (zie figuur 2)
SOD (superoxide dismutase) katalyseert superoxide in zuurstof en waterstofperoxide.

2 O2- + 2 H+ ( H2O2 + O2  

MPO zet H2O2 (waterstofperoxide) met CL- om in HOCL (bleekwater). Dit zwakke zuur helpt bij het afdoden van bacteriën. 
De specifieke granule bevat onverzadigde lactoferrine en gelatinase. Dit bindt aan vrij ijzer en koper. Hiermee wordt voorkomen dat bacteriën die overleven in het fagosoom kunnen groeien. (3,4)

Neutrofielen (en macrofagen) sterven uiteindelijk wanneer zij grote hoeveelheden bacteriën en necrotisch weefsel fagocyteren. De combinatie van dood weefsel, dode neutrofielen en macrofagen en weefselvloeistof wordt pus genoemd. Wanneer de infectie is onderdrukt, autolyseert het dode weefsel in pus binnen een aantal dagen en wordt geabsorbeerd door de omringende weefsels.

1.3 Staphylococcus species
Staphylococcen zijn grampositieve coccen die (zichtbaar onder de microscoop) in druiventrosvorm liggen. Staphyle is Grieks voor druiventros. Het geslacht Staphylococcus omvat veel verschillende soorten. S.aureus, S.epidermidis en de S.heamoyticus worden bij de mens het meest geïsoleerd. Staphylococcen komen commensaal voor op de huid en zijn in te delen in twee hoofdgroepen. De coalgulase producerende Staphylococcen en de niet-coalgulase producerende Staphylococcen. Coagulase wordt voornamelijk geproduceerd door de Staphylococcus aureus (S.aureus). 

Verspreiding van de Staphylococcen kan op verschillende manieren plaatsvinden. Direct contact (handen), via de lucht (aёrosolen en huidschilfers), of via secundaire bronnen in de directe omgeving zoals kleding en speelgoed. (16,18)

1.3.1 Staphylococcus aureus

De S.aureus komt voornamelijk voor op de huid, de slijmvliezen en in de neus. 20% van de mensen draagt de bacterie altijd bij zich en wordt persistent drager genoemd. De meeste mensen (60%) dragen de S.aureus frequent in de neus en bij de laatste 20% komt de bacterie nauwelijks tot niet voor. (1, 16)

S.aureus is de belangrijkste verwekker van infecties van de huid zoals impetigo en steenpuist. Maar S.aureus kan ook elk ander weefsel van het lichaam infecteren en dat kan leiden tot infecties van het bot of beenmerg, longontsteking, ontsteking van het hartzakje of een sepsis. 

De S.aureus heeft zijn naam te danken aan het goudgele pigment dat de bacterie produceert op een bloedplaat. Aureus is Grieks voor goud. Op bloedagar groeit de bacterie in een ronde glanzende goudgele kolonie. De bacterie is facultatief anaëroob en groeit optimaal bij een temperatuur van 37ºC. 

Bacteriën zijn te onderscheiding in biologische eigenschappen. De S.aureus is een coagulase producerende Staphylococ wat inhoud dat deze fibrinogeen om kan zetten in fibrine zodat plasma stolt. Een andere eigenschap is dat de bacterie katalase positief is. Dit betekend dat de bacterie waterstofperoxide om kan zetten in zuurstof en water. Deze eigenschappen beschermt de bacterie tegen killing na fagocytose. (18,20,21)

1.3.2 Staphylococcus Protein A

Het ziekmakend en verspreidend vermogen van een S.aureus stam wordt grotendeels bepaald door de aan- en afwezigheid van bepaalde virulentiefactoren. Een infectie komt tot stand door de samenwerking van verschillende virulentie factoren die op de celwand zitten of uitgescheiden worden. S.aureus brengt veel potentiële virulentie factoren tot expressie een voorbeeld daarvan is Protein A. Protein A bindt IgG moleculen wat voor verhindering van fagocytose kan zorgen. 
Staphylococcus Protein A (SpA) komt zowel in de membraan gebonden als in een uitgescheiden vorm voor. (15) Volgens Knecht en Doornbos komt het eiwit vrij tijdens de celdeling. (21) Het eiwit heeft  5 bindingsplaatsen voor Ig-moleculen (E,D,A,B,C). (9,11,12,14) SpA heeft een hoge affiniteit voor de Fc-staart van een IgG molecuul. Protein A bindt de humane subklassen IgG1, IgG2 en IgG4. Door de Fc-staart te binden verhindert Protein A dat IgG de bacterie kan opsoniseren en blokkeert tegelijkertijd de activatie van het klassieke complement systeem.
SpA gaat ook een interactie aan met de zware keten van het variabele deel van Fab. Hiermee vormt SpA een onoplosbaar immuuncomplex met humaan IgG. Dit werkt als een superantigeen op B-cellen. (9)

Superantigenen zijn exotoxines. In vergelijking met een normale antigeen reactie waar een aantal B-cellen worden geactiveerd, is een superantigen in staat om een grotere hoeveelheid B-cellen te activeren. Hierdoor wordt een grote immuun reactie mee opgewekt die niet specifiek is gericht tegen een epitoop. Deze immuunreactie is dus nutteloos. Bacteriën gebruiken dit mechanisme om het immuunsysteem te omzeilen. (22)

SpA zorgt ook voor een down regulatie van receptoren en co-receptoren van B-cellen en dit resulteert uiteindelijk in apoptose van de B-cel. (6)

1.3.3 Celwand S.aureus
[image: image5.emf]90% van de S.aureus stammen bevat een microkapsel, dit bemoeilijkt de fagocytose. Verder bestaat de celwand onder andere uit teichoïnezuur (TA), lipoteichoïnezuur (LTA) en een dikke peptidoglycaanlaag (PG) (zie figuur 3). (25)

PG is een netwerk van suikers en peptides. Deze laag induceert een sterke ontstekingsreactie die vergelijkbaar is met het endotoxine van gram-negatieve bacteriën. 

LTA en TA (repeterende eenheden van ribitol en glycerol verbonden door phosphodiester bindingen) induceren productie van pro-inflammatoire cytokines en geven een directe complement activatie. (23,25) 

LTA zorgt ook voor een makkelijke adhesie van de bacterie aan de extracellulaire matrix van de gastheercel.  (23)
1.4 Het onderzoeksdoel

Er wordt serum en IgG van verschillende donoren vergeleken in affiniteit op de celwand van verschillende stammen S.aureus. Een van de doelen van het onderzoek is om IgG te isoleren uit serum dat specifiek gericht is tegen Staphylococcus aureus. Dit IgG zou gebruikt kunnen worden in de zoektocht naar een betere behandeling voor primaire humorale immuundeficiënties als hypo- en agammaglobulinemie. Deze ziektes worden gekenmerkt door een verminderde hoeveelheid of afwezigheid immunoglobulines in het bloed. Het belangrijkste kenmerk van agammaglobulinemie bij alle vormen is het herhaaldelijk optreden van infecties. (24) Op dit moment worden patiënten behandeld met IgG dat intraveneus wordt toegediend. Patiënten die last hebben van recidiverende S.aureus infecties zouden in de toekomst misschien behandeld kunnen worden met IgG dat specifiek gericht is tegen S.aureus. 
2 Materiaal & Methode

2.1 FITC- labelen S.aureus
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Stammen waarvan een nucleotide of Protein gesequenced is komen in de Taxonomy database van NCBI terecht. De genomen van de S.aureus stammen met een taxonomy ID zijn volledig gesequenced. (zie tabel 1) 

Culturen op bloedplaat overnacht (ON) bij 37˚C laten groeien.  Kolonie in 2ml MHB ON bij 37˚C door laten groeien. 1/20 doorverdunnen in MHB en 3 uur laten schudden bij 37˚C tot OD660nm= 0.50(=5,0 · 108 CFU/ml). 10’ centrifugeren bij 2689G. Pellet 2 keer wassen in 5ml PBS(Phosphate buffer saline). Pellet oplossen in FITC (fluorescein isothiocynate) (1ml van 1mg/ml) in 0.1M Natriumcarbonaatbuffer (pH 9.6) (Buffer gemaakt uit 1M NaHCO3 8.4 gr/100 ml (pH8.2) en 1M Na2CO3 10.6 gr/100 ml (pH 11.6)). Oplossing 1 uur schuddend laten groeien bij 37˚C. Gelabelde bacteriën 2 keer wassen met 5ml PBS. Pellet opnemen in RPMI/0,05%HSA (Roswell Park Memorial Institute Medium/Humaan Serum Albumine) tot OD660nm= 0.5 (=5,0 · 108 CFU/ml). Product uitvullen in 500μl epjes en opslaan in vriezer bij -20˚C.  
2.2 FITC-bacteriën screenen op Protein A

FITC-bacteriën verdunnen tot 1·108/ml. IgG2a-PE verdunnen tot 20mg/L in PBS. Voeg 15µl bacteriën toe aan 15µl IgG2a-PE. Controle buis van elke stam 15ul bacteriën + 15µl buffer (RPMI/0,05%HSA). Zet dit alles 30’ op ijs. Overal 1ml RPMI/0,05%HSA aan toevoegen (koud). Centrifugeer 10’ bij 2689G. Pellet resuspenderen in 500µl RMPI/0,05%HSA. Meet de fluorescentie met de flowcytometer.(FL1, FL2)

2.3 Fagocytose van S.aureus-FITC door neutrofielen

Neutrofielen voor dit experiment worden geïsoleerd volgens protocol Isolatie van PMN met Ficoll/Histopaque (zie bijlage I) 

Verwarm een microtiterplaat (96-wells rondebodem) tot 37˚C. Inactiveer 100µl HPS 30’ in een waterbad bij 56˚C.  Verdun de PMN tot 7,5x106C/ml in RPMI/0,05%HSA op kamertemperatuur. Verdun de FITC-S.aureus stam tot 3,75x107 CFU/ml in RPMI/0,05%HSA. De eerste verdunning is van 16% serum = 6,4µl serum + 33,6µl buffer. Verdun met 2-staps 

verdunningen. A2 is 20µl uit A1+ 20µl buffer (RPMI/0,05%HSA). Voeg aan elke well 20µl bacteriën toe en incubeer deze 15’ bij 37˚C. Voeg daarna 10µl PMN toe (volume is nu 50µl met een ratio van 10 bacteriën per PMN) Zet de microtiterplaat op een schudplateau (700rpm) 15’(fagocytose tijd) bij 37˚C. Stop de reactie met 100µl koude 1,5% paraformaldehyde. Zet de samples minimaal 30’ in de koelkast (4˚C) Meet de fluorescentie van de samples bij 5000 events (FL-1).

2.4 IgG Isolatie uit serum
HiTrap Protein G High Preformance (1ml)
Spoel de 1ml kolom schoon met 20ml PBS. Verdun het serum 1:1 met PBS. Spoel het verdunde serum over de kolom. De doorloop kan eventueel gebruikt worden voor een tweede run. Elueer de kolom met 15ml glycine (0,1M pH 2,7). Vang het product op in buisje per ml waar al 100µl Tris (1M pH 9) in zit. Spoel de kolom na met 20ml PBS. Meet de OD van de monsters bij 280nm. ON het geïsoleerde IgG in een membraan laten dyaliseren in een PBS oplossing om pH te veranderen. Uitvullen in epjes van 1ml en invriezen bij -20˚C. De opbrengst kan op zuiverheid gecontroleerd worden met SDS-page.

Protein G sepharose kolom(1ml)
Deze kolom kan gebruikt worden bij kleine volumina. 400µl serum kan makkelijker door deze kolom dan door de HiTrap Protein G High Preformance kolom. 
Pipetteer 200µl Protein G SepharoseTM (4 fast flow GE healthcare Sweden) in een HandeeTM Centrifuge Column (0.8ml, pore 30µm Pierce Biotechnology Rockford). Centrifugeer 1’ bij 200G. Vervolgens 2 keer wassen met 200µl Natriumfosfaat (20mM pH7). 1’ centrifugeren bij 200G. 400µl serum op de kolom pipetteren. 30’ laten mengen (in beweging). 1’ centrifugeren bij 200G. Doorloop bewaren (is serum -IgG) invriezen bij -70°C. Kolom 4 keer wassen met 400µl PBS. Elueren met 200µl Glycine-HCL (0,1M,pH 2,7). Product opvangen in epjes met 20µl Tris (1M, pH 9). Deze eluatie stap 3 maal herhalen. Meet de OD van het opgevangen IgG  bij 280nm in de Nanodrop®. ON dialyseren in PBS. De opbrengst kan op zuiverheid gecontroleerd worden met SDS-page.
Na het IgG geïsoleerd is uit serum wordt de concentratie benaderd met een OD meting (OD280nmn :1,3 = aantal mg/ml IgG). 

2.5 SDS-page

Runninggel 12,5%(4,1ml Acryl/Bisacrylamide, 2,5ml Tris-HCL 1.5M pH8.9, 3,25ml Bidest, 100µl SDS10%, 5µl Temed, 50µl APS10%) Stackinggel (750µl Acryl/Bisacrylamide, 2,5ml Tris-HCL 1.5M pH7, 1,5ml Bidest, 50µl SDS10%, 5µl Temed, 50µl APS10%) 0.75mm kam met 10 slotjes gebruiken. DTT : samplebuffer verhouding 1:1. Monster : samplebuffer (met of zonder DTT) verhouding 1:1. Monsters  5’ denatureren bij 95°C. 25µl monster (100µg/ml) opbrengen per slotje. 20’ runnen bij 300V. Gel aankleuren met Coomassie. 
2.6 Elisa

Coat een 96-wells microtiterplaat met platte bodem (Geiner Bio-one) met 50µl bekende oplossing en zet deze ON in de koelkast (4˚C). Was de welletjes 3 maal met PBS/0,05%Tween (wasbuffer). Blok de welletjes met 75µl PBS/0,05%Tween/4%BSA 1 uur bij 37˚C. Was de plaat 3keer met wasbuffer. Verdunningsbuffer is PBS/0,05%Tween/1%BSA. Voeg het antilichaam of serum toe en maak een 3-staps verdunning. Pipetteer van elk monster 50µl per well en incubeer 1 uur bij 37˚C. Was 3 keer met wasbuffer (niet-specifieke binding wegwassen). Verdun het conjugaat in PBS, pipetteer 50µl per well en incubeer 1 uur 

bij 37˚C. Was daarna 3 keer met wasbuffer. Voeg 50µl substraat (4,5ml milliQ, 500µl sodium acetaat, 90µl TMB, 45µl Ureumperoxide) per well toe en incubeer 10 min bij 37˚C. Stop de reactie met 50µl H2SO4. Meet de OD bij 450nm. Bepaal de concentratie van de onbekende monsters met behulp van een calibratielijn. 

2.7 Celwand isolatie

70% Formic acid 

Bacterie oplossen in PBS tot OD660nm= 1,0 (1·109CFU/ml) Centrifugeer de buis 10’ bij 4302G.  Resuspendeer het pellet in 500μl 70% formic acid (mierenzuur).  Incubeer 30’ bij 65°C.  Centrifugeer 2’ bij 7670G. Breng het supernatant over in een nieuw epje en speedvac deze 1 uur op hoge snelheid (hierbij verdampt de vloeistof en blijft de kapotte celwand over).  

Lysostaphine

De bacterie opkweken tot 1·1010CFU/ml in PBS. Voeg Protein inhibitor mix (Sigmo) zonder EDTA toe (1:50). Daarnaast moeten er in het sample aanwezig zijn: 100μg/ml Lysostaphine, 25μg/ml DNase, 50μg/ml RNase. Mix 1 uur in beweging bij 37°C mengen. Monster op ijs zetten en 3x 10 seconden sonicairen (40% capaciteit). 30’ centrifugeren bij 13.225G (4°C). Supernatant opslaan in epjes van 100μl bij -70°C.

2.8 Western blot celwand isolaat

Was de gel 20’ in blotbuffer. (2,42gr Tris en 11,26gr Glycine in 100ml SuperQ pH8.3, 200ml methanol 100%, 700ml SuperQ) Knip de PVDF membraan iets groter dan de gel. Was de membraan 1’ in 100% methanol. Was het membraan vervolgens 10’ in blotbuffer. Laat in blotbuffer weken: 2 sponsjes en 4 Whatmanpapier. Leg in de blothouder: positief paneel (doorzichtig)–spons-2x Whatmanpapier-PVDF membraan-SDS page gel-2x Whatmanpapier-spons-negatief paneel (zwart). Run 1 uur bij 100V met een ijsbakje. Markeer het membraan met potlood. Blok het membraan ON met 4% Elk. Was het membraan 3 keer 5’ met PBS/0,1%Tween. Incubeer het eerste antilichaam 1 uur bij 37ºC verdund in PBS/0,1%Tween. Was het membraan 15’ met de PBS/0,1%Tween. Incubeer het conjugaat voor 1 uur bij 37ºC. Was het membraan 15’. Maak een ECL (Amersham) oplossing (3ml opl.1 + 3ml opl.2). Leg het membraan 1 minuut in de ELC oplossing. Leg het membraan in een cassette tussen twee plastic sheets. Leg een X-OMAT LS foto in de cassette en incubeer van 10 sec tot 5 minuten. Verwijder de foto uit de cassette en laat deze ontwikkelen door het ontwikkelapparaat. 
2.9 Crude cell wall isolatie S.aureus KV27

1L Pijkmedium (Difco Bacto Yeast extract 5g/L, BBL Phyton peptone 5g/L, K2HPO4 3g/L, Glucose 2g/L pH 7.3) uitvullen in 2x0,5L laten autoclaveren. Cultuur ON in 50ml Pijkmanmedium bij 37°C laten schudden. Cultuur verdelen over 3x 330ml medium. ON schudden bij 37°C. ON cultuur 20’ in GS-3 Sorvall afdraaien bij 13.587G. Pellet verzamelen met PBS. 60’ afdraaien bij 4302G. Opbrengst 1:1 100% glasbeats (0,1mm diameter) toevoegen. Uitvullen in 2ml epjes en 4x2min beads beaten. Beads/pellet mix 10’ afdraaien bij 306G om beads kwijt te raken. Filteren door 3,0μM. 10’ afdraaien 13.800G in SS34 Sorvall. Celmembranen oogsten. Pellet + 750μl milliQ witte laag opnemen (celwanden).  Supernatant bewaren en pellet oplossen en protocol vanaf glasbeats herhalen. 
2.10 Isoleren IgG+ en IgG- uit IgG (HPS)

S.aureus KV27 pellet

S.aureus KV27 van de bloedplaat in 2ml MHB ON bij 37 ˚C. 1/20 doorverdunnen en opgroeien tot OD660nm=1.0 (10,0 · 108 CFU/ml). Verdelen over 4x10ml buizen. 30’

 centrifugeren bij 2698G. Pellet met 1ml intraveneus IgG (10mg/ml) (Sanquin) resuspenderen. 2’ sonicairen in waterbad. 2 uur laten mengen bij 4˚C. 15’ centrifugeren bij 2698G.  Supernatant is IgG-. Pellet 2 keer wassen 30’ bij 2698G in PBS. 0,5ml Glycine buffer (0,1M pH 2.7) per buis toevoegen en 5’ vortexen. Monsters overbrengen in epje en afgraaien bij 4130G. Supernatant is IgG+. OD meten bij 280nm. ON dialyse in PBS.  
HiTrap NHS- activated SepharoseTM High Preformance Kolom (1ml)

Activeer de kolom met  3x2ml 1mM HCl. Vervolgens S.aureus KV27 in PBS 1·109 (OD660nm= 1) 15 tot 30’ over de kolom laten lopen. Wassen en openbindingsplaatsen deactiveren met  3x2ml Buffer A (0.5M Ethanolaminde, 0.5M NaCl, pH 8.3 (op pH brengen met HCL)), 3x2ml Buffer B (0.1M Acetaat, 0.5M NaCl, pH 4), 3x2ml Buffer A. Na wassen de kolom 15 tot 30’ op kamer temperatuur laten staan. Vervolgens weer wassen: 3x2ml Buffer B, 3x2ml Buffer A en 3x2ml Buffer B. Spoel de kolom met 2ml PBS. Laat het IgG over de kolom lopen (IgG 1mg/ml, 1:1 verdunnen met PBS). Kolom elueren met 15ml Glycine(0.1M pH 2.7). Opvangen in buisjes van 1ml (+ 100µl Tris pH 9). Meet de OD bij 280nm. Monster ON laten dialyseren in PBS. Kolom schoonspoelen met PBS-0.1%azide.
3. Resultaten
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3.1 FITC- labelen S.aureus

Alle S.aureus stammen worden met FITC gelabeld om er vervolgens een fagocytose experiment mee te doen. Eerst worden de stammen gecontroleerd of ze goed gelabeld zijn. Een gelabelde stam geeft een fluorescerend signaal in fluorescentie kanaal 1 (FL-1). 
Alle S.aureus stammen zijn positief voor fluorescentie in kanaal 1 (FL-1). Ze zijn dus goed gelabeld (zie tabel 2). Enkele voorbeelden van de FACS resultaten zijn hier weergegeven. Een negatieve controle van stam RF122 (fig.4A) en het positieve resultaat van stam KV27(fig.4B).
3.2 FITC-bacteriën screenen op Protein A
Protein A heeft een hoge affiniteit voor de Fc-staart van een IgG molecuul. Door de Fc-staart te binden verhindert Protein A dat IgG de bacterie kan opsoniseren. Een S.aureus stam dat veel Protein A op zijn celwand heeft zitten zal fagocytose resultaten kunnen beïnvloeden. Door alle stammen te screenen zal duidelijk worden welke stammen wel of geen Protein A op hun celwand tot expressie brengen.
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De IgG2A-PE bindt aan Protein A met zijn Fc-staart. Het Fab gedeelte van dit IgG (IgG2A-mouse-PE) is niet gericht tegen een S.aureus stam en zal de bacterie niet opsoniseren.  De stammen S.aureus die weinig of geen Protein A bevatten zullen niet binden met de IgG2A-PE en geven minimale tot geen fluorescentie in de flowcytometer. Er worden 2 stammen S.aureus als controle meegenomen. S.aureus Cowan  bevat zeker Protein A en S.aureus Wood heeft geen Protein A. In figuur 5 is een impressie van de resultaten van de flowcytometer weergegeven.
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De resultaten van de flowcytometer in tabel 3. S.aureus Wood geeft geen fluorescentie in kanaal FL-2 en S.aureus Cowan wel. De positieve en negatieve controle reageren dus zoals verwacht.  Verder bevatten stam N315, USA300, D19 en RF varken ook allemaal Protein A. 

De stammen die geen fluorescentie geven bevatten geen of te weinig Protein A voor een signaal. MW2 gaf geen fluorescentie in FL-1. Er zaten dus geen gelabelde bacteriën in de oplossing. Bij Mw2 kon daardoor ook geen fluorescentie in kanaal 2 gemeten worden. 

3.3 Fagocytose van S.aureus-FITC door neutrofielen 

Een fagocytose experiment is om te kijken hoeveel bacteriën er opgenomen worden door de neutrofielen. Het wordt uitgevoerd onder verschillende omstandigheden met verhit en onverhit HPS (humaan pooled serum). Verhit serum wordt geïnactiveerd en zo schakel je het complement uit dat in het serum zit. Serum kan ook vervangen worden door andere componenten van serum die bacteriën opsoniseren zoals IgG. Met paraformaldehyde worden de cellen gefixeerd waarna ze gemeten kunnen worden in de flowcytometer. 

Alle neutrofielen die een fluorescerende bacterie hebben opgenomen geven dus een groen fluorescentie (FITC) signaal in kanaal 1. Door een verdunningsreeks te maken van het serum zal de bacterie stam dus ook in verschillende maten geopsoniseerd worden en dus verschillend gefagocyteerd worden. Hoe meer serum er wordt toegevoegd, des te beter wordt de bacterie geopsoniseerd en dus ook makkelijker gefagocyteerd. In fig. 6 monster 25 is geen piek te zien in FL-1 wat duid op weinig fagocytose. In fig. 6 monster 29 is er wel duidelijk een piek te zien daar is dus wel sprake van goede fagocytose.  
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Het fagocytose experiment is uitgevoerd met alle 10 de S.aureus stammen met een 2-staps verdunning vanaf 16% (HPS) serum.  Er is onverhit serum  en verhit serum (fig.7A,7B)(verhitting 30’ bij 56°C) gebruikt. Bij het verhitte serum is het complement wat nog aanwezig is in het serum geïnactiveerd.

 
[image: image2]
Alle stammen zijn goed te fagocyteren met onverhit serum. Bij het fagocytose experiment met verhit serum is er een duidelijke verschil te zien. De stammen MW2, 8325, USA300, KV27 en D19 zijn makkelijker te fagocyteren met verhit serum dan de overige vijf stammen.

Deze stammen zullen dan ook gebruikt worden bij de vervolg experimenten. 

3.4.1 Fagocytose individueel sera uit HPS 

Het HPS bevat 23 donoren. Met het serum van alle individuele donoren is er een fagocytose experiment met S.aureus KV27 gedaan met verhit en onverhit serum.  

De resultaten zijn te vinden in bijlage II en zijn schematisch weergegeven in tabel 4.
3.4.2 Elisa binding IgG (serum) aan met S.aureus KV27
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Deze bindings Elisa is gedaan om te analyseren welk serum het meeste IgG bevat dat aan S.aureus KV27 bindt.  S.aureus KV27 wordt op de bodem gecoat. Het serum bindt aan de bacterie en vervolgens wordt alleen het IgG aangekleurd met conjugaat goat-anti-humaan-IgG-PO.  De resultaten van de Elisa staan in bijlage III en IV en zijn schematisch weergegeven in tabel 4.
3.5 IgG Isolatie uit serum
HiTrap Protein G High Preformance
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De IgG wordt uit het serum geïsoleerd met behulp van een kolom. Deze kolom bevat Protein G. (HiTrap Protein G High Preformance) Deze kolom is speciaal ontworpen om monoklonale en polyklonale IgG te isoleren of te zuiveren uit serum en supernatant van cel culturen. IgG bindt aan Protein G met de Fc-staart op dezelfde manier als Protein A van Staphylococcus aureus dat zou doen. Protein A en Protein G verschillen wel van elkaar in specificiteit om IgG te binden. Zo bindt Protein G IgG3 terwijl Protein A dat niet doet. Alle componenten uit het serum die niet binden kunnen worden opgevangen en later voor een tweede run worden gebruikt. Daarna wordt de kolom gespoeld en kan het gebonden IgG van de kolom worden geëlueerd door een glycine oplossing. 
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De eluties die van de kolom afkomen worden per milliliter apart opgevangen. Zoals te zien is in fig.8A bevat elke eluatie 2 pieken met hoge OD waarden.  De tweede piek is het IgG wat van de kolom elueert. De eerste milliliters van beide runs worden op gel gezet. Aan de monsters wordt  DTT (dithiothreitol) toegevoegd. DTT verbreekt de disulfide binding van IgG (150kD) en dat resulteert in fragmenten van 50kD en 25kD.  Op de gel (fig.8B) is bij de monsters (A tot en met E) hetzelfde bandje te zien met een grootte van ongeveer 60kD. Hoogstwaarschijnlijk is dit het serum eiwit albumine wat op een of andere manier ook aan Protein G plakt en ook eerder van de kolom elueert dan IgG. 

Om te voorkomen dat albumine aan Protein G bindt wordt er gebruik gemaakt van een bindingbuffer (20 mM natriumfosfaat pH 7). Door een wasstap met deze binding buffer toe te voegen aan het 

protocol worden de IgG monsters zuiverder. (zie figuur 9) De monsters van figuur 9 zijn geïsoleerd met behulp van een Protein G sepharose kolom. Het voordeel van deze kolom is dat er ook kleine hoeveelheden serum kunnen worden gebruikt. Daarnaast wordt bij deze techniek de centrifuge gebruikt om het serum door de kolom te krijgen en voor de HiTrap Protein G High Preformance kolom is een pompsysteem nodig. 
3.6.1 Fagocytose geïsoleerd IgG 


Naast IgG uit HPS wordt er ook IgG van de geselecteerde individuen (#2, #4, #5, #6, #13, #18) geïsoleerd (zie tabel 4 en bijlage II en III). 
Met dit IgG wordt een fagocytose gedaan met de stammen S.aureus die makkelijk te fagocyteren zijn. Dit zijn de stammen MW2, 8325, USA300, KV27 en D19. Daarnaast wordt ook Mu50 meegenomen (zie figuur 10).
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3.6.2 Elisa IgG S.aureus KV27/ Crude Cell Wall S.aureus Wood
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Deze Elisa wordt uitgevoerd om te kijken of het IgG van de donoren net zo goed aan een kapotte celwand bindt van een S.aureus dan aan een hele S.aureus. In de eerste Elisa wordt S.aureus KV27 op de bodem gecoat. In de tweede Elisa wordt crude cell walls S.aureus Wood (kapotte celwand) op de bodem gecoat. Er zou een betere vergelijking kunnen worden gemaakt met crude cell walls van S.aureus KV27 maar die zijn niet voorhande en dus wordt gekozen voor een andere S.aureus stam met weinig tot geen Protein A vergelijkbaar met KV27.  De resultaten zijn te zien in figuur 11 A en B.  De grafieken laten een redelijk vergelijkbaar resultaat zien. Zo zit donor #6 bij de binding aan KV27 aan de onderkant en dat is ook terug te zien bij de binding aan ccw Wood. Donor #5 heeft de hoogste affiniteit voor beide bacteriën.
3.7 Zilverkleuring celwand isolaat S.aureus 

De celwand van de S.aureus wordt geïsoleerd om er vervolgens een western blot mee te doen. Met deze western blot kan gekeken worden of er antilichamen specifiek aangrijpen op een component van de celwand van de S.aureus (KV27). Is dit het geval dan kan er verder onderzocht worden of antilichamen van een individu op meer celwandcomponenten aangrijpt dan bijvoorbeeld antilichamen uit HPS.

Celwandisolatie is op 2 verschillende manieren uitgevoerd. Er is geïsoleerd met formic acid (mierenzuur) en met lysostaphine. Formic acid verbreekt bindingen in de peptidoglycaan laag waardoor de gebonden proteïnen uit de celwand vrijkomen. Lysostaphine lyseert peptidoglycaan waarna de bacterie dood gaat door osmotische lysis.

Na isolatie van de celwand van S.aureus KV27 wordt het monster in verschillende verdunningen op een gel gezet en gekleurd met een zilverkleuring (zie figuur 12) volgens Oxford (zie bijlage V). Dit om in te schatten wat de concentratie van de verschillende monsters is. De exacte concentratie is niet te berekenen. Zelfs de benadering van de Nanodrop® is onnauwkeurig.  
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Voor stam KV27 geeft het lysostaphine isolaat het mooiste resultaat op de gel met een 18x verdunning. Het formic acid isolaat zal met 50x verdunning het mooiste resultaat geven.  Voor alle stammen is op deze manier de optimale verdunning berekend om er vervolgens een western blot mee te doen.  
3.8.1 Western blot Celwand isolaat S.aureus
Een western blot wordt gebruikt om eiwitten te identificeren en lokaliseren gebaseerd op hun eigenschap om antilichamen te binden.
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Voor bepaling van de optimale concentratie serum en IgG is een western blot met S.aureus KV27 gedaan. Het resultaat staat in bijlage VI. Het meest duidelijke resultaat met een western blot wordt behaald met 1% serum of 30μg/ml IgG. In deze western blot wordt gebruik gemaakt van 30μg/ml IgG (HPS) als 1e antilichaam. De western blot (fig. 13) toont wat er met de isolatietechnieken geïsoleerd is bij de verschillende stammen waar IgG op aangrijpt.  Er wordt ook gezuiverd commercieel Protein A (Pharmacia) meegenomen als controle.              

3.8.2 Westernblot celwand isolaat Protein A check
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Deze western blot (fig.14) is om te controleren of er met de verschillende isolatietechnieken ook Protein A is geïsoleerd. Als controle wordt gezuiverd commercieel Protein A (Pharmacia) meegenomen. Als 1e antilichaam is IgG2a mouse-PE (1ug/ml) gebruikt. Deze IgG bindt met zijn Fc-staart aan Protein A en het Fab-gedeelte is niet gericht tegen een S.aureus en zal dus niet a-specifiek binden. Als conjugaat wordt Goat-anti-mouse gebruikt.

3.8.3 Westernblot celwand isolaat S.aureus met individuele sera/IgG
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Bij deze western blot (fig. 15) wordt er gevarieerd in serum. Er wordt gebruikt gemaakt van HPS, het serum van donor #4, #6 en #18. Van al deze sera is IgG geïsoleerd met een Protein G sepharose kolom. Naast het serum wordt de western blot ook geïncubeerd met het geïsoleerde IgG van diezelfde individuen. Deze western blot is voor alle 6 de stammen uitgevoerd. De resultaten zitten in bijlage VII. Stam N315 heeft een duidelijke band rond de 50kD bij het lysostaphine isolaat. Ditzelfde bandje komt allen nog voor bij stam Mu50 (lysostaphine isolaat). Bij het formic acid isolaat komt er vaak een bandje rond de 25kD aan het licht. Verder komen de bandjes van donor #18 het meeste overeen met de resultaten van HPS. 
3.9 Crude cell wall isolatie S.aureus KV27

Eerder in het project is een bindings Elisa met Crude cell walls van S.aureusWood uitgevoerd. Dit met gebrek aan Crude cell walls van de S.aureus KV27. Tijdens dit experiment wordt een poging gedaan om Crude cell walls van de stam KV27 te isoleren om vervolgens affiniteit van IgG en HPS op deze celwandonderdelen te vergelijken in een western blot. 
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Na de eerste ronde beads beaten was er een gele pellet te zien. Dit vermoed dat er weinig bacteriën kapot zijn gegaan tijdens het beadsbeaten. Vandaar dat de laatste stappen herhaald zijn. Ook werd de oplossing tijdens de herhaling van het protocol behandeld met vloeibaar stickstof. Na herhaling was er weer alleen een gele pellet te zien. De pellet is verdund en uitgeplaat. Op de bloedplaat waren veel kolonies te zien wat betekend dat er veel bacteriën al deze stappen heel hebben overleeft. Na filteren van de pellet was er geen materiaal meer over wat kon doorgaan voor crude cell wall. Het supernatant is in beide pogingen wel bewaard. Er zijn toch wat bacteriën kapot gegaan waardoor er celmembranen in het supernatant terecht zijn gekomen. De supernatant is gebruikt in een bindings Elisa. (zie figuur 16) Vervolgens is er met het supernatant een Western blot uitgevoerd om te kijken of het IgG uit HPS of HPS zelf vergelijkbaar aan de ccw van S.aureus KV27 bindt dan aan Het lysostaphine isloaat van deze stam. 
Helaas bleek dit niet het geval. Uit de western blot bleek dat er geen overeenkomsten zijn tussen binding van IgG (of HPS) aan het supernatant van de ccw S.aureus KV27 en het lysostaphine isolaat (data niet weergegeven). 
3.10 Isolatie IgG+ uit IgG (HPS)

IgG kan specifiek tegen een deel van de buitenmembraan van een S.aureus zijn. Bij dit experiment wordt de IgG die specifiek tegen de S.aureus is gescheiden van het niet-specifieke IgG. In latere experimenten kan getest worden of dit geïsoleerde S.aureus-specifieke-IgG (IgG+) ook daadwerkelijk beter fagocyteert dan IgG uit HPS. 

Het isoleren van IgG specifiek voor S.aureus is op verschillende manieren geprobeerd.

Een manier was om S.aureus KV27 aan een HiTrap NHS- activated SepharoseTM High Preformance Kolom te laten binden.  De kolom bevat sepharose bolletjes waar je de S.aureus aan laat binden. Na wassen blok je de overige bindingsplaatsen op de sepharose bolletjes zodat het product alleen aan S.aureus kan binden en voorkom je a-specifieke binding aan de sepharose bolletjes. Vervolgens laat je IgG over de kolom lopen. Het IgG dat aan de kolom bindt is specifiek voor de S.aureus en het niet gebonden IgG (IgG-) wordt weggewassen. Vervolgens kan het gebonden IgG van de kolom worden geëlueerd met een lage pH en verkrijg je een IgG+ oplossing. Na de eluatie stap met glycine buffer zat er geen IgG in het monster. Er is op deze manier geen specifiek IgG geïsoleerd.

De andere manier was om  S.aureus te pelleteren. IgG te laten binden en het gebonden IgG later te elueren met een lage pH. Het IgG wat niet heeft gebonden aan de mix wordt hier IgG- genoemd. Het IgG wat gebonden heeft en later geëlueerd is wordt IgG+ genoemd. De IgG’s zijn gebruikt in een bindingsexperiment. (zie figuur 17) 

[image: image22.emf]
De verwachtte resultaten zijn dat IgG+ beter bindt aan S.aureus KV27 dan IgG- of IgG uit HPS. Zelfs in een lagere concentratie omdat dit IgG specifiek tegen de bacterie gericht is. De resultaten laten zien dat IgG+ bij een concentratie van 10μg/ml net zo goed bindt aan S.aureus KV27 als IgG uit HPS en Intraveneus IgG bij een vergelijkbare concentratie van 11,11μg/ml. Het IgG is dus niet geoptimaliseerd. 
4. Conclusie en Discussie

Tijdens de fagocytose met neutrofielen werd al snel duidelijk dat er verschil zit in hoe goed de bacterie gefagocyteerd wordt.  Opsonisatie met verhit serum wordt uitgevoerd omdat in verhit serum het IgG actief blijft terwijl het aanwezige complement wordt geinactiveerd. De resultaten van het fagocytose experiment met verhit serum maken het onderlinge verschil in mate van fagocytose van de stammen duidelijk. De stammen S.aureus MW2, 8325, USA300, KV27 en D19 worden het beste gefagocyteerd. De overige stammen S.aureus zijn moeilijker te opsoniseren. Door een fagocytose experiment met serum van verschillende donoren te herhalen wordt duidelijk dat er veel verschil zit in affiniteit voor de bacterie. Zo heeft het serum van donor #6 haast geen affiniteit voor de S.aureus KV27 wat wordt gekenmerkt door een laag fagocytose resultaat . De sera van donor #4 en #18 opsoniseren wel goed. 

Naast het fagocytose experiment wordt er ook een bindingsexperiment (Elisa) uitgevoerd. Met deze Elisa wordt geprobeerd een verband aan te tonen tussen de mate van fagocytose en de mate van binding van het aanwezige IgG uit serum van een persoon aan de bacterie. Donor #6 geeft ook bij de Elisa het laagste signaal. Maar in de meerderheid van de gevallen bleek dat een goed fagocytose resultaat niet garant staat voor een hoge affiniteit om ook daadwerkelijk aan de bacterie te binden. Donor #2 en #5 gaven bij de Elisa het hoogste bindings signaal. 

Alle 10 de S.aureus stammen zijn gescreend op Protein A door middel van een bindings experiment. De resultaten uit de FACS geven aan dat de stammen N315, USA300, RF varken en D19 hebben gebonden met IgG2A-mouse-PE wat duid op de aanwezigheid van Protein A. Bij de andere stammen (KV27, Mw2, Mu50, RF122, Col, 8325) wordt geen Protein A gedetecteerd. Dit wil niet zeggen dat er helemaal geen Protein A aanwezig is op de celwand van de bacterie. Er zou bijvoorbeeld zo weinig aanwezig kunnen zijn dat het een te laag signaal geeft wat niet gedetecteerd kan worden door de FACS. De resultaten van de western blot ondersteunen deze theorie. Tijdens dit experiment waarbij Protein A (uit de celwand is geisoleerd met behulp van lysostaphine) wordt aangekleurd werd duidelijk dat de gebruikte stammen (KV27, Mu50, D19, Mw2, USA300 en N315) allemaal Protein A op de celwand hebben zitten behalve KV27. Ook hier geldt weer dat dit niet bevestigd dat KV27 geen Protein A heeft. De concentraties van deze celwand isolaten zijn een benadering van de werkelijke concentratie en niet meetbaar. Door  concentratie verschillen zou het dus nog mogelijk kunnen zijn dat er wel Protein A op de celwand van S.aureus KV27 zit, maar dat de werkelijke concentratie lager is uitgevallen dan de berekende concentratie. Misschien wel zo laag de Protein A niet meer detecteerbaar is. 

De celwand van de S.aureus is op twee verschillende manieren geïsoleerd. Met behulp van lysostaphine dat de peptidoglycaanlaag lyseert waarna de bacterie dood gaat door osmotische lysis en met formic acid. Formic acid verbreekt bindingen in de peptidoglycaan laag waardoor de gebonden proteïnen uit de celwand vrijkomen. 

Uit een western blot blijkt dat er met deze technieken delen van de celwand zijn geïsoleerd. Wat er is geïsoleerd is moeilijk te zeggen. Uit de western blot waarop Protein A wordt aangekleurd zijn bij de formic acid isolaten geen bandjes te zien. Hieruit kan geconcludeerd worden dat Protein A niet met het formic acid protocol geisoleerd worden.

Vervolgens zijn er 3 donoren (#4,#6 en #18) gekozen om western blots mee te doen. Deze drie donoren hadden met een fagocytose (IgG) experiment gespreid resultaat en zijn dus een goede graatmeter om te kijken of het aangrijpen op de celwand isolaten vergelijkbaar is met de fagocytose. Dit blijkt inderdaad het geval te zijn. Donor #18 gaf tijdens de fagocytose al het hoogste signaal en grijpt het meest aan op de celwand wat wordt gekenmerkt door het 

aantal bandjes die zichtbaar zijn op de western blot. Het resultaat van #18 is vergelijkbaar met dat van HPS. Het serum en IgG van #6 grijpt het minst goed aan op de celwand. Dit bevestigt de resultaten van de bindings Elisa met crude cell walls van S.aureus Wood. 

Protein A komt het meest duidelijk tot expressie bij S.aureus N315. Bij deze western blot is te zien dat alle sera en IgG’s hierop aangrijpen. Bij Protein A wordt IgG met de Fc-receptor gebonden en wordt er dus geen onderscheid gemaakt tussen IgG’s met een hoge affiniteit voor S.aureus.

Ook is er een poging gedaan om zelf crude cell walls te isoleren van de S.aureus KV27. Na de eerste keer pelleteren bleek dat er geen bacteriën kapot waren gegaan bij het beads beaten. Ook na een aantal keer snel vriezen en dooien met behulp van o.a. vloeibare stickstof en nog eens beads beaten was de S.aureus niet kapot te krijgen. Een fractie kapotte cellen zorgde ervoor dat het supernatant geel kleurde. Het supernatant is gebruikt in een bindingsexperiment. Deze Elisa toonde aan dat verschillende donoren (#2,#4,#5,#6,#13 en #18) dezelfde mate van affiniteit hebben voor het supernatant van de crude cell walls van S.aureus KV27 als de crude cell walls van S.aureus Wood.  

IgG isolatie uit serum is op verschillende manieren gedaan. De eerste manier was met behulp van een Protein G kolom. Ne eluatie werd de OD van de monsters (per ml) gemeten en bleek dat er twee eluatie pieken waren. De eerste bevatte het serumeiwit albumine. De tweede piek was IgG. Naarmate het project vorderde bleek dat de geisoleerde IgG monsters verre van zuivere IgG bevatte. Ook die monsters bevatte veel albumine waardoor de OD waarde veel hoger was dan de daadwerkelijke waarde. Dit heeft als gevolg gehad dat veel van de berekende concentraties uiteindelijk lager zijn dan van te voren gedacht. Als er gebruikt wordt gemaakt van de bindingbuffer 20 mM natriumfosfaat pH 7 kan albumine niet binden en wordt er zuiver IgG geïsoleerd uit serum. Per experiment zijn de verschillende IgG’s op gelijke wijze geisoleerd en dus is de meetfout relatief. 

Net als bij het serum zit er in geïsoleerd IgG ook verschil in affiniteit voor de bacterie waardoor deze dan ook in verschillende maten wordt geopsoniseert.  Het IgG van donor #2 en #18 geeft bij verschillende stammen een hoge fagocytose, Het IgG van #4 geeft een gemiddelde fagocytose vergelijkbaar met het HPS en het IgG van #6 geeft een minimale fagocytose.  
De verschillende IgG’s hebben ook in een bindingsexperiment (Elisa) gebonden aan hele bacteriën. Om de binding aan de celwand te kunnen bestuderen is er eerst een Elisa gedaan met crude cell walls van de S.aureus Wood om te kijken of het IgG een vergelijkbaar resultaat geeft. Op basis van de resultaten van die Elisa zou je kunnen verwachten dat donoren die goed binden in een Elisa met hele bacteriën ook goed zullen binden aan delen van de celwand van deze bacterie. 

De isolatie van IgG dat specifiek is voor S.aureus is op verschillende manieren geprobeerd, met een pelletmix en een S.aureus kolom, maar heeft in beide gevallen geen positief resultaat opgeleverd. 

Bij de HiTrap NHS- activated SepharoseTM High Preformance Kolom was de OD beginwaarde 1,0 (660nm). Nadat deze bacterie oplossing 2uur over de kolom was gehaald zakte de OD waarde naar 0,8. Een minimale binding maar de verwachting was niet dat er meer Staphylococcen zouden binden bij een langere bindingstijd. Na eluatie met een lage pH bleken de opgevangen samples geen IgG te bevatten. Waarschijnlijk heeft er geen IgG aan de kolom gebonden. De verlaging van de OD waarde kan ook te maken hebben met het feit dat de kolom met 1ml HCL wordt geactiveerd. Deze ml zit ‘vast’ in de kolom en daarna bij de circulerende bacterieoplossing terecht. Wat dus uiteindelijk zorgt voor een verdunning van 

de oplossing en dus een lagere OD. Daarnaast kan het zo zijn dat de kolom niet goed genoeg is geactiveerd zodat er geen Staphylococcen hebben gebonden en uiteindelijk ook geen IgG.

De andere manier was een pellet van S.aureus maken en daar IgG aan laten binden. Het ongebonden IgG wegwassen en het gebonden IgG specifiek tegen de S.aureus later elueren met een lage pH. Bij deze manier van isoleren is er ook daadwerkelijk IgG geïsoleerd. Het geïsoleerde IgG heeft alleen geen hogere affiniteit met de bacterie ten opzichte van IV IgG en IgG uit HPS.  Een verklaring kan zijn dat het IgG specifiek tegen de S.aureus zijn niet meer heeft losgelaten tijdens de eluatie stap waardoor het IgG niet geoptimaliseerd is.
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Bijlage I

PMN isolatie

· Maak 4 buizen (50ml) met Ficoll/Histopaque oplossing onder steriele condities.

12ml Histopaque en langzaam  10 ml Ficoll erop pipetteren

· Mix het bloed 1:1 met steriel PBS

· Pipetteer het bloed langzaam op de Ficoll/Histopaque oplossing (25ml per buis)

· Centrifugeer 20’ bij 397G zonder rem laten uitdraaien

· Na de centrifuge ontstaan de volgende lagen:

Plasma-MNC-Ficoll-PMN/Histopaque-erythrocyten

· Verwijder het plasma en MNC laag met een pipet tot de roze PMN laag.

· Verzamel de PMN fractie in 2 tubes van 50ml (koud)

· Voeg RPMI/0,05%HSA toe tot 50ml

· Centrifugeer 10’ bij 249G zonder rem

· Gooi het supernatant weg

· Geef de mix een osmotische shock ( lysis erytrocyten
 
9ml ijskoud water en na exact 30’’ 1ml 10xPBS aanvullen met RPMI/0,05%HSA tot 50ml

· Centrifugeer 10’ bij 249G zonder rem

· Gooi het supernatant weg

· Voeg de pellets samen

· Cellen meten in Cell counter en verdunnen tot concentratie 1·107/ml

Bijlage II

Resultaten fagocytose S.aureus KV27 individuele sera verhit/onverhit

[image: image23.wmf] 


Bijlage III

Resultaten Elisa binding IgG individuele sera uit HPS met S.aureus KV27 

Conjugaat: goat-anti-humaan-Ig
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Bijlage IV

Resultaten Elisa binding IgA individuele sera uit HPS met S.aureus KV27

Conjugaat: goat-anti-humaan-IgA
[image: image25.emf]
Bijlage V

Zilverkleuring volgens Oxford

1. Fixing solution:


200ml Etoh






50ml Acetc Acid






250ml Super Q






30’ RT

2. Incubation solution:

150ml Etoh






20.5gr Natrium-Acetate






2gr Natrium-Thiosulphate






final volume to 500ml with SQ






Just before incubation add 1.3ml glutaraldehyde for 250ml 






30’ RT






Wash 3x 10’ with SQ

3. Staining solution:


0.5gr silvernitrate






500ml SQ






Just before use add 50μl formaldehyde (40%) for 250ml






40’ RT (or until solution turns yellow)






Rinse with SQ

4. Developing solution:

12.5gr Na2CO3 + 500ml SQ






Just before use add 25μl formaldehyde for 250ml

5. Stop solution:


7.3gr EDTA + 500ml SQ

1. Get rid of interfering compounds

2. Sensitization and rinses to increase the sensitivity and contrast of the staining

3. Silverinpregnation with silver-nitrate solution

4. Rinse & develop to build up the silver metal image

5. Stop and rinse to end development before excessive silverion and other chemicals before further processing

Bijlage VI

Westernblot Celwand isolaat S.aureus bepaling optimale concentratie serum en IgG 
S.aureus KV27 lysostaphine (18x verdund) en formic acid (50x verdund) laten binden met verschillende serum (HPS) concentraties en IgG (HPS) concentraties. Er wordt ook een blanco meegenomen. Dit om te kijken of het conjugaat een reactie geeft. De bepaalde optimale concentraties voor western blot is 1% serum of 30μg/ml IgG. 
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Bijlage VII

Resultaten Westernblot celwand isolaat S.aureus met individuele sera/IgG

Bij deze western blot wordt er gevarieerd in serum. Er wordt gebruikt gemaakt van HPS, het serum van donor #4, #18 en #6. Van al deze sera wordt IgG geïsoleerd met een Protein G sepharose kolom. Naast het serum wordt de western blot ook geïncubeert met het geïsoleerde IgG van diezelfde donoren.
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Fig.  3 structuur van de celwand van S.aureus (25)


(Murein is peptigodglycaan)
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Fig.6  Sample 25 USA300 weinig fluorescentie in FL-1, weinig fagocytose.


Sample 29 USA300  Een piek in kanaal FL-1, 73,04% fagocytose)


M1 is de marker. Met een marker kan er een boven en ondergrens aan positieve resultaten worden gesteld. 
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Fig. 7A  resultaten fagocytose S.aureus-FITC door neutrofielen met onverhit serum
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Fig. 7B resultaten fagocytose S.aureus-FITC door neutrofielen met verhit serum.
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Fig. 16 IgG binding van verschillende donoren aan  supernatant ccw KV27
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Fig. A						        Fig. B





Fig 8A. resultaten Eluatie Protein G kolom. De  2e piek die te zien is, is het IgG wat van de kolom is af gekomen. Om er achter te komen wat de 1e  piek bevat worden deze onbekende monsters op gel gezet. Van de eerste run worden de eerster 3 milliliter gebruikt 1(A), 2(B), 3(C) en van run 2 de eerste twee milliliter.  1(D) en 2(E).


Fig.8B SDS-page monsters IgG isolatie.  Monsters A-E bevatten weinig IgG wel dikke band  60kD (albumine)








       Lysostaphine S.aureus N315			Formic acid S.aureus N315
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Western blot van S.aureus N315. incubatie met 1% serum of 30μg/ml IgG van verschillende donoren.








�
Donor�
Fagocytose onverhit serum


S.aureus KV27�
Fagocytose verhit serum


S.aureus KV27�
Elisa IgG binding aan S.aureus KV27�
Elisa IgA binding aan S.aureus KV27�
�
#1�
-�
+�
-�
++�
�
#2�
+�
--�
++�
++�
�
#3�
-�
0�
-�
0�
�
#4�
+�
++�
0�
0�
�
#5�
+�
+�
++�
+/-�
�
#6�
0�
--�
--�
-�
�
#7�
-�
0�
0�
0�
�
#8�
-�
-�
-�
0�
�
#9�
+�
-�
+�
-�
�
#10�
0�
--�
--�
+�
�
#11�
+�
-�
++�
0�
�
#12�
-�
+�
--�
+�
�
#13�
+�
+�
+�
0�
�
#14�
-�
+�
0�
0�
�
#15�
0�
0�
-�
0�
�
#16�
+�
++�
0�
-�
�
#17�
++�
++�
+�
0�
�
#18�
+�
++�
0�
0�
�
#19�
+�
--�
--�
0�
�
#20�
0�
--�
-�
0�
�
#21�
++�
++�
0�
-�
�
#22�
+�
--�
-�
0�
�
#23�
+�
0�
+�
0�
�
Tabel 4.score serum in fagocytose en Elisa experiment





De dikgedrukte donoren zijn op basis van het resultaat (hoog of laag signaal) geselecteerd om verdere experimenten mee te doen.





++ 	= score aanzienlijk hoger dan HPS  


+ 	= score hoger dan HPS


0	= score gelijk aan HPS


-	= score lager dan HPS


- -	= score aanzielijk lager dan HPS
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Fig.4 A   Resultaat flowcytometer S.aureus RF122 negatief. 


Linker firguur is de te meten bacterie groep. 


Rechter figuur is fluorescentie in kanaal 1.
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Fig.4B  resultaat flowcytometer S.aureus KV27 positief.








�
Stam S.aureus�
Fluorescentie FL-1�
�
1.�
KV27�
124.77�
�
2.�
D19�
161.87�
�
3.�
N315�
259.19�
�
4.�
Mu50�
350.93�
�
5.�
RF (varken)�
257.12�
�
6.�
RF122 �
126.82�
�
7.�
USA 300�
59.18�
�
8.�
Col�
244.22�
�
9.�
NCTC8325�
109.77�
�
10.�
MW2�
190.86�
�
11.�
Col negatief�
1.00�
�
12.�
RF 122 negatief�
1.00�
�
Tabel 2 Fluorescentie FL-1 resultaten na FITC labeling





�Fig.11 A. binding van verschillend  IgG aan S.aureus KV27
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Fig.11 B binding van verschillend IgG aan crude cell wall S.aureus Wood








�
Stam S.aureus�
Taxonomy  ID�
�
�
1�
KV27�
�
Klinisch isolaat door Karin Ellen Veldkamp�
�
2�
D19�
�
Klinisch isolaat�
�
3�
N315�
158879�
MRSA,  hospital acquired�
�
4�
Mu50�
158878�
MRSA, VRSA , hospital acquired�
�
5�
RF (varken)�
�
Varken variant�
�
6�
RF122 �
273036�
Bovine mastitis (uierontsteking bij de koe)�
�
7�
USA 300�
367830�
MRSA, community acquired �
�
8�
Col�
93062�
MRSA, hospital acquired�
�
9�
NCTC8325�
93061�
MSSA, hospital acquired�
�
10�
MW2�
196620�
MRSA, community acquired�
�
Tabel 1. gebruikte stammen S.aureus (26,27,28)











Lysostaphine					Formic acid
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Fig.13  Western blot celwand isolaat. Alle stammen S.aureus met Lysostphine en Formic acid geїncubeert met IgG (HPS) 30μg/ml. Conjugaat goat-anti-humaan-IgG-PO
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Fig.12  Zilverkleuring (S.aureus KV27) concentratiebepaling celwand isolaat lysostaphine en formic acid





Lysostaphine S.aureus KV27				Formic acid S.aureus KV27
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Fig.15  Western blot van S.aureus KV27. Incubatie met 1% serum of 30μg/ml IgG van verschillende donoren
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Fig. 2 fagocytose van een micro-organisme door een neutrofiel (3)











Formic Acid						Lysostaphine
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Fig.14  Western blot Protein A check. 1e antilichaam IgG2a mouse-PE (1ug/ml) conjugaat goat-anti-mouse.


Met de lysostaphine isolatie techniek wordt Protein A geïsoleerd. Stam N315, USA300, Mw2, D19 en Mu50 geven een positief signaal. Met de formic acid wordt er geen Protein A geïsoleerd.
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Fig. 17 IgG binding aan S.aureus KV27
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Fig. 1 structuur IgG, basisstructuur van alle Ig’s (7)








Fig. 2 afdoding van een micro-organisme door fagocytose(3)
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Fig.10 Resultaten fagocytose met makkelijk te fagocyteren stammen en IgG van geselecteerde donoren. Het serum van #6 scoort laag. #18 zit redelijk aan de bovengrens en #4 geeft een gemiddelde fagocytose reactie.
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Fig.9  IgG isolatie met binding buffer. Bij de laatste 4 monsters (6-9)is geen albumine te zien.











       Lysostaphine S.aureus D19			Formic acid S.aureus D19
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Western blot van S.aureus D19. incubatie met 1% serum of 30μg/ml IgG van verschillende donoren.








       Lysostaphine S.aureus USA300			Formic acid S.aureus USA300
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Western blot van S.aureus USA300. incubatie met 1% serum of 30μg/ml IgG van verschillende donoren.








       Lysostaphine S.aureus Mw2			Formic acid S.aureus Mw2
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Western blot van S.aureus Mw2. incubatie met 1% serum of 30μg/ml IgG van verschillende donoren.
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       Lysostaphine S.aureus Mu50			Formic acid S.aureus Mu50
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Western blot van S.aureus Mu50. incubatie met 1% serum of 30μg/ml IgG van verschillende donoren.





Lysostaphine S.aureus KV27
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Formic acid S.aureus KV27
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M. marker


1. serum 1%


2. serum 0,33%


3. serum 0,11%


4. serum 0,04%


5. serum 0,01%


6. IgG 100μg/ml


7. IgG 10μg/ml


8. IgG 1μg/ml


9. blanco





M. marker


1. serum 1%


2. serum 0,33%


3. serum 0,11%


4. serum 0,04%


5. serum 0,01%


6. IgG 100μg/ml


7. IgG 10μg/ml


8. IgG 1μg/ml


9. blanco
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Fig. 5 resultaten FACS screening op Protein A


De bovenste rij (protein-A.001) van figuur 9 laat de negatieve controle van stam N315 zien van de screening op Protein A. In het derde figuur is het FL-1 kanaal te zien, de fluorescentie is de FITC-gelabelde bacterie. In figuur 4 is de FL-2 te zien. Bacteriën die groen fluoresceren in FL-1 worden gemarkeerd door een marker zoals te zien is in figuur 3. Alleen de resultaten van de geselecteerde bacteriën zullen te zien zijn in figuur 4. Bacterien die IgG2a-PE hebben gebonden zullen in de FL-2 fluorescentie (oranje) uitstalen. Protein-A.001 is een negatieve controle en geeft ook geen fluorescentie in FL-2. De onderste rij (protein-A.002) zijn de resultaten van stam N315 die wel gelabeld is. In de FL-2 is een duidelijke piek te zien. 








�
Stam S.aureus�
Fluorescentie FL-2�
�
1.�
KV27�
0�
�
2.�
D19�
99.86�
�
3.�
N315�
356.35�
�
4.�
Mu50�
0�
�
5.�
RF (varken)�
228.19�
�
6.�
RF122�
0�
�
7.�
USA300�
57.68�
�
8.�
Col�
0�
�
9.�
NCTC8325�
0�
�
10.�
MW2�
geen signaal in FL-1�
�
11.�
Wood�
0�
�
12.�
Cowan�
390.00�
�
Tabel 3. Fluorescentie FL-2 resultaten na binding IgG2a-PE met FITC-bacteriёn 












[image: image39.emf][image: image40.wmf]Elisa individuele sera IgA

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0.35

0.4

0.45

0.001

0.004

0.012

0.037

0.11

0.33

1

3

serum (%)

OD 450nm

HPS

#1

#2

#3

#4

#5

#6

#7

#8

#9

#10

#11

#12

#13

#14

#15

#16

#17

#18

#19

#20

#21

#22

#23

[image: image41.wmf]Elisa individuele sera IgA

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0.35

0.4

0.45

0.001

0.004

0.012

0.037

0.11

0.33

1

3

serum (%)

OD 450nm

HPS

#1

#2

#3

#4

#5

#6

#7

#8

[image: image42.wmf]Elisa individuele sera IgA

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0.001

0.004

0.012

0.037

0.11

0.33

1

3

serum (%)

OD 450nm

HPS

#9

#10

#11

#12

#13

#14

#15

#16

[image: image43.wmf]Elisa individuele sera IgA

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.001

0.004

0.012

0.037

0.11

0.33

1

3

serum (%)

OD 450nm

HPS

#17

#18

#19

#20

#21

#22

#23

[image: image44.wmf]IgG binding aan S.aureus KV27

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

100

33.33

11.11

3.7

1.23

0.4

0.14

0.05

IgG (μg/ml)

OD (450nm)

IgG HPS

IV IgG

IgG-

[image: image45.wmf]IgG+ binding aan KV27

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

10

3.33

1.11

0.37

0.12

0.04

0.013

0

concetratie IgG (μg/ml)

OD waarde (450nm)

IgG+

[image: image46.emf][image: image47.wmf]Fagocytose indivdueel IgG KV27

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

6.25

12.5

25

50

100

200

400

Concentratie IgG (μg/ml) 

Fagocytose (%)

IgG HPS

IgG #2

IgG #4

IgG #5

IgG #6

IgG #13

IgG #18

[image: image48.wmf]Fagocytose individueel IgG USA300

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

6.25

12.5

25

50

100

200

400

Concentratie IgG (μg/ml)

Fagocytose (%)

IgG HPS

IgG #2

IgG #4

IgG #5

IgG #6

IgG #13

IgG #18

[image: image49.wmf]Fagocytose individueel IgG 8325

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

6.25

12.5

25

50

100

200

400

Concentratie IgG (μg/ml)

Fagocytose (%)

IgG HPS

IgG #2

IgG #4

IgG #5

IgG #6

IgG #13

IgG #18

[image: image50.wmf]Fagocytose individueel IgG D19

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

6.25

12.5

25

50

100

200

400

Concentratie IgG (μg/ml)

Fagocytose (%)

IgG HPS

IgG #2

IgG #4

IgG #5

IgG #6

IgG #13

IgG #18

[image: image51.wmf]Fagocytose individueel IgG MW2

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

6.25

12.5

25

50

100

200

400

Concetratie IgG (μg/ml)

Fagocytose (%)

IgG HPS

IgG #2

IgG #4

IgG #5

IgG #6

IgG #13

IgG #18

[image: image52.wmf]Fagocytose individueel IgG Mu50

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

6.25

12.5

25

50

100

200

400

Concentratie IgG (μg/ml)

Fagocytose (%)

IgG HPS

IgG #2

IgG #4

IgG #5

IgG #6

IgG #13

IgG #18

[image: image53.png]| BB A%

1540
sn[m.



[image: image54.wmf] 

[image: image55.wmf] 

[image: image56.wmf] 

[image: image57.wmf] 

[image: image58.wmf] 

[image: image59.wmf] 

[image: image60.wmf] 

[image: image61.wmf] 

Strook nr
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