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1. OZET

Atilm pompalarini fazla eksprese eden flukanazol direngli/doza
bagimh duyarli Candida albicans susglarinda bu genlerin transkripsiyon

faktorlerindeki mutasyonlarin arastirilmasi

Dr. K.Turan Kalkandelen, Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakultesi, Tibbi Mikrobiyoloji
AD, izmir, 2013

Gunumuzde, bagisik yaniti bozulmus hastalarin sayisi ve bu hastalarda
gorulen Candida albicans infeksiyonlarinin sikligi artmaktadir. Buna paralel olarak,
yan etkisi az ve iyi tolere edilen bir antifungal olan flukonazoliun kullaniminda artis ve
diren¢ gorulmektedir. C. albicans’da en sik goértlen flukonazol direng mekanizmasi
CDR1, CDR2 ve MDR1 genlerinin agiri ekspresyonu ve bu genlerin kodladigi Cdrl,
Cdr2 ve Mdr1 pompalari ile ilacin hlcre digina atilmasidir. Bu genlerde gorilen asiri
ekspresyona, transkripsiyon faktorleri olan Tac1p ve Mrr1p’yi eksprese eden TAC1
ve MRR1 genlerinde gortlen nokta mutasyonlarin neden oldugu bildiriimektedir.

Bu calismada flukonazole duyarh alti, kismi inhibisyon etkisi gosteren duyarli
dort ve direngli alti adet olmak Uzere toplam 17 C.albicans susunun TAC1 ve MRR1
gen bdlgelerinin polimeraz zincir tepkimesi ve dizi analizi ile mutasyonlar agisindan
incelenmesi amaclanmistir.

Arastirmanin sonucunda calisilan suslardan flukonazole direncli olup Cdrl ve
Cdr2 pompalarini asiri eksprese ettigi gosterilen iki tanesinde, TAC1 geninde asiri
ekspresyona neden oldugu bildiriimis R673Q ve A736V mutasyonlari saptanmistir.
Calisilan suglardan flukonazole direngli olup Mdr1 pompasini asiri eksprese ettigi
bilinen bir tanesinin MRR1 gen bdlgesinde ise yine fazla ekspresyona neden oldugu
saptanmig P683H mutasyonu belirlenmisgtir.

Sonug olarak, ¢alismamiza alinan flukonazole direngli C. albicans suslarinda,
atilim pompalarini kodlayan genlerin transkripsiyon faktorlerinde goérilen nokta

mutasyonlarinin, flukonazol direncinde énemli rol oynadigdi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Candida albicans, flukonazol direnci, atilim pompalari,
transkripsiyon faktorleri, TAC1, MRR1, cdrl, cdr2, mdrl



2. SUMMARY

Investigation of mutations in transcription factors of the efflux pump
genes in efflux pump overexpressing fluconazole resistant/dose dependent

susceptible Candida albicans strains.

Dr. K.Turan Kalkandelen, Dokuz Eylul University Faculty of Medicine, Department of
Medical Microbiology, Izmir, 2013

In recent years, the number of immune compromised patients and the
frequency of Candida albicans infections in these patients has been increasing. In
parallel, there has been an increase in the clinical use of fluconazole, a well tolareted
antifungal agent with moderate side effects, along with a rise in fluconazole
resistance. The most frequent mechanism of fluconazoe resistance in C. albicans
involves overexpression of CDR1, CDR2 and MDR1 genes and transportation of the
drug out of the cell via Cdrl, Cdr2 ve Mdrl efflux pumps encoded by these genes. It
has been shown that, the overexpression of these efflux pump genes was caused by
gain of function mutations in TAC1 and MRR1 genes which encode the transcription
factors Taclp and Mrrlp.

This study was aimed to analyze TAC1 and MRR1 genes of 17 C. albicans
strains which consist of seven fluconazole susceptible, four trailing effect showing
susceptible and six fluconazole resistant isolates for gain of function mutations with
polymerase chain reaction and sequence analysis.

In conclusion, two of the fluconazole resistant isolates which overexpress Cdrl
and Cdr2 pumps, revealed R673Q and A736V mutations which had been reported to
cause overexpression of TAC1 gene. Also a P683H point mutation, which was known
to cause MRR1 overexpression was detected in a fluconazole resistant strain that
overexpressed the Mdrl pump.

As a result, it can be concluded that, gain of function mutations in the
transcription factors of the efflux pump genes play an important role in resistance to

fluconazole in our C. albicans strains.

Key words: Candida albicans, fluconazole resistance, efflux pumps, transcription
factors, TAC1, MRR1, cdrl, cdr2, mdrl



3. GiRiS VE AMAC

insan viicudunda pek ¢ok yerde kommensal olarak yasayan Candida albicans,
yuzeyel mukozal infeksiyonlardan yasami tehdit edici sistemik infeksiyonlara kadar
cesitli hastaliklara neden olan firsatgi bir patojen olup, 6zellikle AIDS, kanser
kemoterapisi ve organ transplantasyonu hastalarinda ciddi mortalite nedenidir.
Gunumuzda sayisi giderek artan bu hastalarda, Candida infeksiyonlarinin énlenmesi
ve sagaltimi uzun dénem ila¢ kullanimini gerektirmekte, sonu¢ olarak tedavide
kullanilan antifungal ajanlara karsi direncli tir ve suslarin secilmesine neden
olmaktadir. Genel durumu kotu olan bu hastalarda, iyi tolere edilmesi nedeniyle
siklikla ilk basamak ilag¢ olarak flukonazol kullanilamakta olup, bu ajana kargi gortlen
direnc, klinikte 6nemli bir sorun yaratmaktadir (1-6).

C. albicans’da flukonazole direng, ilacin hticre iginde birikiminde azalma, ilacin
hedefi olan 14a-demetilaz enziminde degisim, bu enzimini kodlayan genin fazla
ekspresyonu ve ergosterol biyosentezinde degisiklik mekanizmalari ile ortaya
cikmaktadir. En sik gorlilen diren¢ mekanizmasi olan hicre ic¢i ilac birikiminde
azalmaya, C. albicans’in sahip oldugu iki grup atilim pompasinin agiri ekspresyonu
neden olmaktadir. Bunlar ATP baglayan kaset tipindeki Cdrl ve Cdr2 ile major
kolaylastirici ailesi icinde yer alan Mdrl'dir. Arastirmalar, bu pompalarin asiri
ekspresyonuna, pompalari kodlayan genlerin transkripsiyon faktérleri olan Taclp ve
Mrrip’yi kodlayan TAC1 ve MRR21'deki fonksiyon kazandirici tipteki nokta
mutasyonlarinin neden oldugunu gostermektedir (7—13).

Calismamizda, atihm pompalarini kodlayan CDR1, CDR2 veya MDR1
genlerini fazla eksprese ettigi belirlenen flukonazole direngli C. albicans suglarinda,
s6z konusu genlerin transkripsiyon faktorlerini kodlayan TACl1 ve MRR1
bdlgelerindeki mutasyonlarin polimeraz zincir tepkimesi (PZT) ve dizi analizi ile

incelenmesi amaglanmigtir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Tarihge

Candida infeksiyonuna isaret eden ilk ipuglari, milattan dnce doérdincu yuzyila,
Hippocrates’e kadar gitmektedir. M.O. 460-370 yillari arasinda yasayan Hippocrates,
agzi tutan ve dUlseratif aftlarla seyreden bir tablodan bahsetmektedir. Ayni klinik
tablodan milattan sonra 129-200 yillarinda Bergama'da yasayan Galen de
bahsetmistir. Galen, tabloyu, “ad aphthas albus” olarak tanimlamigtir. Guntiimizde,
yuzlerce yil 6nce iki tarihi tip insani tarafindan tanimlanan bu tablonun, agiz
mukozasinda Candida infeksiyonu sonucu gelisen pamukguk tablosu oldugu
dugunulmektedir (14,15).

Pamukgugun ingilizcedeki karsiligi olan “thrush” kelimesi ise yazili olarak ilk
defa 1665'te, ingiliz Samuel Pepys’in ginliginde karsimiza c¢ikmaktadir. Pepys,
gunlagunde, atesi, higkirigi ve pamukgugu olan bir hastadan bahsetmistir (14).

Candida infeksiyonlari bu kadar eski tarihlerden beri bilinmekle beraber,
yetersiz bilimsel altyapi nedeniyle, 18. ylzylla kadar, Candida Uzerine yapilan
arastirmalardan bahsetmek mumkin degildir (14).

16. yuzyllin sonlarinda Zaccharias Janssen ve oglu Hans Janssen’in ilk 1sik
mikroskobunu bulmasi ve 17. ylzyllin sonlarinda Sabouraud’un mantarlarin
morfolojilerini belirlemeye olanak saglayan besiyerini gelistirmesi Candida uzerine
yapilan arastirmalarin 6nini acan énemli gelismeler olmustur (16,17).

Bu gelismelerden sonra, 1771’de modern pediatrinin kurucusu gozuyle bakilan
isvegli tabip Nils Rosén von Rosenstein, pamukgudun agiz mukozasiyla sinirli
kalmayan, akcigerlere yayilan invaziv bir formunu bildirmistir (14,16).

1839'da, Bernhard von Langenbeck, tifoid ates nedeniyle dlen bir hastanin
otopsisinde, orofarinks ve 6zofagus mukozalarinda aftlar ve psddomembranlar
goérmastur. Bu lezyonlardan yaptigi mikroskobik incelemede, yogun miktarda mantar
goérmus ve ginuimuzde hif, yalanci hif ve blastokonidya olarak bilinen yapilari detayl
bir sekilde tanimlamistir. Ancak Langenbeck, lezyonlari ve etkeni tifoyla
iligkilendirmistir (18).

1839 ve 1844 yillann arasinda birbirinden bagimsiz d4¢ arastirmaci;
Stockholm’de Fredrik Berg, Paris'te David Gruby ve Edinburgh’da John Bennett,
pamukcuk etkenini bir “kriptogam” olarak tanimlamiglardir. Etkenin bir mantar
oldugunu 1841 yilinda ilk bulan, bu G¢ arastirmacidan Fredrik Theodor Berg



olmustur. Berg, hasta ¢ocuktan aldigi mantari saglikli cocuga inokule ederek hastalik
gelistigini gostermis ve hipotezini kanitlamistir. Berg, buldugu mantari, “filamentleri
epitel hucreleri arasinda yayilan, kuf-benzeri bir mantar” seklinde tanimlamigtir (14).

1849’'da Wilkinson agizdakine benzer bir mantar infkesiyonunun vajinal
bdlgede de olabilecedini gostermistir (14,16).

1853’te mikolog Charles Phillipe Robin, pamukguga neden olan bu mantarin
detayli cizimlerini ve aciklamalarini yayinlamis ve ona pamukguk lezyonunun
beyazina istinaden Latince beyaz anlamina gelen “albus” tan yola ¢ikarak, Oidium
albicans adini vermigtir. Ayni mantar, 1868de Fransiz bilim insani Charles
Quinquaud tarafindan, “Syringospora robinii” olarak adlandiriimistir (14).

1877'de Paul Grawitz, “Mycoderma vini” adini verdigi ayni pamukguk etkeni
mantari, asidik ortama ekmis ve filamentlerden ziyade maya-benzeri hicreler
olusturdugunu gérmustir. Urettigi kultirin basarih oldugunu, képekleri infekte ederek
dogrulamistir. Ayni yil, Max Ress, bebeklerin ve yasli hastalarin biyopsilerinden elde
ettigi pamukcuk etkeni mikroorganizmayi, maya-benzeri bir mantar olarak
tanimlamisgtir. Organizma Grawitz’'in mayasi ile ayni gézikmektedir ancak Reess ona
alkolu fermante etme becerisi oldugu ve genel olarak Saccharomyces’lere benzedigi
icin “Saccharomyces albicans” adini vermistir. Bu iki arastirmaci, filamentoz
hicrelerin yani sira maya-benzeri htcreler seklinde de gérilebilen Candida
albicans’in dimorfik yapisina dikkat ¢eken ilk bilim insanlaridir (14).

Bu dimorfik yapi, farkl arastirmacilarin farkh ¢alismalarda bazen maya benzeri
bir mantari, bazen de filamentdz yapili bir mantari pamukguk etkeni olarak izole
etmelerine neden olmustur (14).

Pamukgugun, ekildigi besiyerine gore farkh tipte hicreler olusturan tek bir
mantar tarafindan olusturuldugu 1887°’de Charles Audry tarafindan belirlenmistir.
Audry, Saccharomyces albicans’in jelatinli besiyerlerinde maya benzeri hicreler
olusturdugunu, buyyona ekildiginde ise bazen filamentler yaptigini bildirmistir (14).

Tanimlanmasi 200 vyillik bir sdreci kapsayan pamukcuk etkeninin
adlandiriimasinda en onemli degisikliklerden biri 1890°da, Alman botanik¢i Wilhelm
Zopf tarafindan yapilmistir. Zopf, mayaya, tip literatirinde uzun yillar boyu
kullanilacak olan “Monilia albicans” adini vermistir. Candia hastaliklari igin
gunumuzde halen kullanilan “moniliazis” tanimi buradan gelmektedir (14).

1895 yilinda Candida turlerinin neden oldugu ilk beyin absesi olgusu bildirilmis

fakat 1943 yilina kadar Candida, serebral bir lezyondan soyutlanamamistir (16).



1923 yilinda, Hollandali mikolog Christine Marie Berkhout, o glne kadar
insanda agiz, sindirim sitemi, vulvovajinal bolge ve tirnak yataginda infeksiyonlara
neden oldugu gosterilmis olan bu mantar turind, genellikle bitki patojeni olan ve
insanlari infekte etmeyen monilia sinifindan g¢ikarmis ve Candida albicans olarak
isimlendirmistir. Berkhout, “candida” kelimesini antik Roma senatoérlerinin giydigi
beyaz kiyafet olan “toga candida” dan esinlenerek uUretmigtir. Buna ragmen monilia
ismi bir stre daha kullaniimaya devam edilmigtir (14,16).

Candida’nin etken oldugu ilk endokardit olgusu ise antibiyotiklerin kullaniminin
blylk oranda yayginlastigi 1940’da bildiriimigtir. O zamandan bugine Candida

infeksiyonlarinin sikhdi artmis ve konu ile ilgili calismalar da hiz kazanmistir (19,20).

4.2. Genel Ozellikler

Candida turleri, askomigetler iginde siniflanan, G¢ ila altt mikrometre
boyutlarinda, oval veya yuvarlak bicimli, tek hucreli, 6karyotik mikroorganizmalardir.
Genellikle mitoz ile tomurcuklanarak ¢ogalirlar (1,21,22).

Candida glabrata disindaki turlerde, tomurcuklanan hudcrenin, ana hucreden
kopmamasi ve zincirler halinde uzamasiyla olusan, filamentdz, yalanci hif yapilari
gorulur. Yalanci hifler, hiflerden, duvarlarinin birbirine paralel olmamasi ve hicrelerin
birlesim noktalarinda gorilen bogumlarin varhidi ile ayrilir. Candida albicans gibi bazi
turler hem hif hem de yalanci hif olusturabilirler (21,22).

Tldrden tare farkhliklar gostermekle beraber, genel olarak Kandidalar, kat
besiyerinde beyaz ya da krem renginde, yumusak, purtzsiz koloniler olusturmakla
beraber, Candida krusei’de basik ve kuru, C.guillermondiide pembe, C.
zeylanoides’de sarimtirak koloniler gérilebilmektedir. (22).

Candia tarleri, klinik laboratuvarlarda en sik izole edilen mantarlardir. Bunun
nedeni dogada gok yaygin olarak bulunmalari ve insanda gastrointestinal sistemde,
deride ve mukoza ylzeylerinde normal flora Uyesi olmalaridir. Normal florada
bulunan Candida turleri, bir hastalik veya tedavi girisimi nedeniyle konagdin bagisiklik
savunmasinin bozuldugu durumlarda, firsat¢i patojenler olarak dokulara yayilmakta
ve yasami tehdit edici infeksiyonlar olugturmaktadir (1,21).

Candida cinsi icinde, bir kismi tibbi 6neme sahip, yaklagik 150 tur
bulunmaktadir. Tibbi 6nemi olan tirler, tablo-1’de gdsterilmigstir. Bu tlrlerin basinda,
tum mantar patojenleri icinde klinik 6rneklerden en ¢cok soyutlanan tir olan Candida

albicans gelmektedir. Son yillarda C. tropicalis ve C. parapsilosis gibi tirlerin neden



oldugu infeksiyonlarda artis gortlmekle beraber, florada digerlerinden daha fazla
bulunan C. albicans, hemen hemen tim kandidoz formlarinda en sik soyutlanan tar

olmaya devam etmektedir (1,21,23).

Tablo-1. Tibbi 6neme sahip Candida turleri ve gortulme sikliklar (21)

Sik Daha az Nadir
C. albicans C. krusei C. famata
C. glabrata C. dubliniensis C. inconspicua
C. parapsilosis C.guilliermondii C. kefyr
C. tropicalis C. lusitaniae C. lipolytica
C. rugosa C. norvegensis
C. orthopsilosis C. sake
C. metapsilosis C. zeylanoides

C.albicans, insan patojeni olan C. dubliniensis,C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
lusitaniae, ve C. guilliermondii ile beraber ayri bir filogenetik alt grup olan “CTG
clade” iginde yer almakta ve CTG kodonunu, I6sin yerine serin olarak ¢evirmektedir
(22).

C. albicans, diger kandidalar gibi, tomurcuklanarak ¢ogalir, uygun ortamlarda
yalanci ve gergek hifler olusturur. infekte dokulardan hazirlanan preparatlarda bu
yapilar, gram boya ile gram olumlu boyanir. Ancak maya hucrelerinin deri, agiz, vajen
gibi dokulardan hazirlanan preparatlarda ve diski 6rneklerinde, normal florada
bulunmalari nedeniyle, infeksiyon olmaksizin bulunabilecegi unutulmamahdir (1,22).

C. albicans, sabouraud dekstroz agar (SDA) besiyerinde 37°C’de 24 saatte
maya kokan, krem rengi, puruzsuz koloniler olusturur. Kanlh ve gukulata agar gibi
zengin besiyerlerinde ise yildiza bezeyen sagakli koloniler yapar. C. dubliniensis ile
beraber ¢cimlenme borusu testinde pozitif sonu¢ verir. Misir unlu tween 80 agarda
olusturdugu buyudk, yuvarlak, kalin duvarli, terminal klamidosporlar tanisinda énemli
karakteristik yapilardir (1,22).




4.3. Hiicre Yapisi
C. albicans hiticresi 6karyotik yapida olup, hiicre duvari, sitoplazmik membran,
sitoplazma, mitokondri, 80S ribozom, endoplazmik retikulum, golgi cisimcigi ve bir

membran ile ¢evrili nukleus yapilarindan meydana gelmektedir (24).

4.3.1. Plazma Membrani

C. albicans’in plazma membrani, daha gelismis O©karyotik hayvanlarin
hiicrelerinde oldugu gibi, cift kat lipit tabakadan olusmustur. Yapisinda, serbest yag
asitleri, glikolipidler, fosfolipidler, sfingolipidler ve steroller bulunur. Daha Ust
hayvanlarda oldugu gibi, membranin akiskanlhgindan, vyapisindaki steroller
sorumludur. Temel fark mantar hicre membranlarinda, kolesterol yerine ergosterol
bulunmasidir. Ergosterol, C. albicans’in hem maya hem de hif formunda bulunmakta
olup antifungal ilaclar icin iyi bir hedef olusturur (25).

Plazma membrani, C. albicans’in hayatta kalmak icin gereksinim duydugu
molekillere karsi segici gecirgen yapidadir ve hicre duvari sentezinden, sinyal
iletimine kadar pek cok yasamsal metabolik faaliyet igin gerekli olan enzimlerin

bulundugu yerdir (25).

4.3.2. Hlcre Duvari

C. albicans’in hucre duvari, hucreyi disaridan saran iskeletidir. Hicreye seklini
verir ve onu konak savunmasindan korur. Konak hiicreye tutunmada rol oynar.
Yapisinin  %90’in1  karbonhidratlar, %10’'unu proteinler olusturur. Hicre duvar
yapisindaki karbonhidratlar, G¢ farkl sekilde bulunur. Bunlar, mannozun bir polimeri
olan mannan, birbirlerine 3-1,3 ya da 3-1,6 baglariyla bagli, dallanmis glukoz polimeri
olan B-glukan ve B-1,4 bagiyla bagh N-asetil-D-glukozaminin dallanmamis polimeri
olan kitindir (26).

C. albicans hucre duvari bilesenlerinin kuru agirhik olarak dagilimi, %40
mannoproteinler, %40 (-1,3 glukan, %20 B-1,6 glukan ve %21-2 oraninda kitin
seklindedir. Bu kompozisyon, ortamda antifungal 6zellikli molekullerin varhgr gibi
cesitli cevresel etmenlere ve hicrenin maya ya da hif formunda olmasina goére
degisimler gdosterebilir. Hif formundaki hicrelerin duvarindaki kitin miktari belirgin
oranda daha fazladir (26-28).

C. albicans hicre duvarinin mimarisine bakildiginda i¢ ve dis olmak Uzere ikKi

tabakadan olustugu gorulur (27):



Hemen hiicre membraninin disinda bulunan i¢ tabaka, 100 nm kalinhginda ve
elektron saydam vyapidadir. Kitin, B-1,3 glukan ve az miktarda hicre duvar
proteininden olusur. Kitin mikrofibrillerinin Gzerine kovalent bag ile oturmus olan 3-1,3
glukan molekdlleri, birbirlerine hidrojen baglari ile baglanmis, dizensiz ama saglam
bir yapi olusturur. Bu yapinin igine serpistiriimis sekilde bulunan hudcre duvar
proteinleri, B-1,6 glukan molekulleri ve glikozil fosfatidil inozitol (GPI) ¢apalari ile 3-
1,3 glukana ve kitine baglanir. Hucreye seklini veren tabaka budur (26,27).

180 nm kalinhgindaki daha kalin dig tabaka ise elektron yogun olup mannan ve
hicre duvar proteinlerinin birlesiminden olusan mannoproteinlerden meydana
gelmistir. Bu tabaka, hicreyi konaga ait molekullerin saldirisindan korur, antifungal
ilaclarin hucre igine girisini sinirlar ancak hucrenin sekli Gzerine bir etkisi yoktur
(26,27).

4.4. Patogenez ve Virulans Faktorleri

C. albicans, deri, vajen, agiz ve gastrointestinal sistem mukozasinda
kommensal olarak bulunan, konaga ait normal flora, epitel bariyeleri ve dogal
bagisiklik sitemi ile kontrol altinda tutulan, bu etmenlerden bir ya da bir kaginda
zafiyet gelistigi durumlarda infeksiyona neden olan firsatgi bir patojendir (26,29).

C. albicans’in kommensalden, patojene donusmesi tek bir olay degil, detaylar
bugiine kadar tamamen aydinlatilamamis kompleks bir strectir. Sirecin ilk
basamagi, kommensal yasam igin de gerekli olan adezyon, yani konak hicreye
tutunmadir. Adezyon sonrasinda konaga ait epitel bariyeri, dogal bagisiklik sitemi ve
flora saglikh ise, iliski kommensal olarak devam eder, degilse slre¢ patojenite
yonune ilerler; invazyon ve sonrasinda doku hasari ve bunlarla beraber yangi olaya
dahil olur (26).

Candida infeksiyonlarina zemin hazirlayan baslica durumlar tablo-2'de
gosterilmigtir.

C. albicans’in, deri, vajen, agiz ve gastrointestinal sistem mukozasi gibi,
birbirinden ¢ok farkli ¢cevresel baskilari olan anatomik bolgelerde kommensal olarak
yasayabilmesinin ve birbirinden farkl hastaliklara yol agabilmesinin nedeni, tutunma,
invazyon, doku hasari ve olugan yangisal yanitla savas surecinin her asamasinda
kendisine yardimci olan virulans faktérlerine ve yapisal 6zelliklere sahip olmasidir
(26,30).



Tablo-2. Candida infeksiyonlari i¢in baglica risk faktorleri (21)

Candida infeksiyonlari icin risk faktorleri

Vulvovajinal Kandidoz Oral Kandidoz invaziv Kandidoz
Genis spektrumlu antibiyotik Genis spektrumlu antibiyotik Genis spektrumlu antibiyotik
kullanimi kullanimi kullanimi
Diyabet Diyabet Gastrointestinal cerrahi
Kortikosteroid tedavisi Topikal Kortikosteroid tedavisi | Yaniklar
(Orn. inhaler vb.)
HIV infeksiyonu HIV infeksiyonu Parenteral beslenme
Kontrasepsiyon kullanimi Dis protezi ve Kétl agiz hijyeni | Notropeni
Hormon replasman tedavisi Kanser kemoterapisi Kanser kemoterapisi
1 yas alti Organ transplantasyonu
ileri yas Hastanede uzun yatis suresi
Travma Santral venoz kateter
Bobrek yetmezligi

C. albicans’in virtlans faktorleri; maya-hif dontisumda, hicre ylzeyinde adezin
ve invazinlerin ekspresyonu, tigmotropizm, biyofilm olugsumu, fenotipik donusum ve
dis ortama salgilanan hidrolitik enzimler seklinde siralanabilir. C. albicans’in
infeksiyon olusturmasina yardimci olan, ancak virllans faktorleri arasinda
sayllmayan yapisal 6zellikleri ise, ortam pH’indaki degisimlere hizli adapte olabilme
yetenegdi, metabolik esnekligi, glicli besin elde etme sistemi ve saglam stres yanitidir
(30,31).

4.4.1. Morfolojik Degisim

C. albicans, maya, hif, yalanci hif, cimlenme borusu ve klamidospor formlarinda
gorulebilen polimorfik bir mikroorganizmadir. Cok hucreli, filamentdéz formlar olan,
yalanci hif ve hif formlarinin her ikisini birden olusturabilen iki Candida turiinden
biridir. Bu formlardan klamidospor, hasta drneklerinde gérulmezken, maya, yalanci hif
ve hif yapilar siklikla gorultr ve C. albicans’in patogenezinde dnemli rol oynadiklari
dusundlmektedir. Yapilan galismalarda in-vitro sartlarda hif olusturamayan tirlerin
virilansinin daha dusuk oldugu gosterilmistir (30,32).

Formlar, huacre duvar yapilari, gen ekspresyon duzeyleri, yuzey molekulleri,

yayllma ve invazyon potansiyelleri agisindan farklilik gosterir. Maya formu, hastaligin
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yayllmasindan, hif formu ise invazyonundan sorumludur. Bununla beraber, yalanci hif
yapilarinin rol tam olarak anlagilamamigstir (26,30).

Maya-hif donusimunu etkileyen gesitli cevresel etmenler bildirilmistir. Dusuk
pH (< 6), 30°C sicaklik gibi sartlar C. albicans’in, maya formunda geligimini
induklerken, yuksek pH (> 7), 37°C sicaklik, yiksek CO, konsantrasyonu, ortamda
serum ya da N-asetilglukozaminin varligi gibi etmenler, hif formunda geligimi indukler
(30).

Morfolojik degisimi dizenleyen diger bir mekanizma, mikroorganizmalar arasi
bir tlr iletisim sistemi olan “quorum sensing”dir. C. albicans’da baslica “quorum
sensing” molekdulleri farnesol, tyrosol ve dodecanol’dir. “Quorum sensing’in etkisi ile
yiiksek hiicre yogunlugu (>10° hiicre/ 0.1 ml), maya formunda tremeyi indiiklerken,
diisiik hiicre yogunlugu (<10” hiicre/ 0.1 ml), hif olusumunu indiikler (30).

4.4.2. Adezinler

C. albicans’'in diger Candida’lara, mikroorganizmalara, cansiz ylzeylere ve
konak hicrelere tutunmasindan “adezin” adi verilen bir grup 6zellesmis hicre ylzey
proteini sorumludur. C. albicans’in en iyi bilinen adezinleri, aglitinin benzeri sekans
(agglutinin-like sequence, ALS) protein ailesidir. Bu ailede Als1,2,3,4,5,6,7 ve Als9
olmak uzere sekiz adet ALS proteini bulunmaktadir (30).

Bu sekiz ALS proteininden, "hifle iligkili adezin” olarak da adlandirilan Als3,
C. albicans’in epitel hucrelerine tutunmasinda 6zellikle 6nemlidir. Yanak ve vajen
epitelinin infeksiyonu sirasinda ALS3 geninin ekspresyon dizeyinin arttigi, bu genin
delesyona ugratildigi mutantlarda tutunmanin %60 oraninda azaldigi gosterilmistir
(30,33).

C. albicans’in bildirilmis diger énemli adezinleri, Alsl, Alal, Hwpl, Intl ve
Mnt1’dir. Als3 ve Hpw1'in adezyonun yani sira, biyofilm olusumunda da rol oynadigi
dusunulmektdir (30,32).

4.4.3. invazinler

C. albicans’in konak hucreye girisi, iki farkli yolla gerceklesmektedir,
indiiklenmis endositoz ve aktif penetrasyon. indiiklenmis endositoz, konak hiicre
tarafindan yonetilen bir olay olup, o6lu hif yapilari dahi bu sekilde igeri
alinabilmektedir. Diger taraftan aktif penetrasyon dogrudan mantar hudcresinin
gudumundedir ve canli hif yapisi gerektirir (30,34).
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C. albicans, induklenmis endositozun gergeklesmesi igin ylzeyinde, “invazin”
ad verilen bir takim 6zel proteinler bulundurur. invazinler konak hiicrelerde bulunan
“E-cadherin”, “N-cadherin” gibi ligandlara baglanir ve maya hucresinin konak hulcre
icine alimini baslatir (30).

C.albicans’ta, iki adet invazin tanimlanmigtir, ayni zamanda bir adezin olan
Als3 vs Ssal. Ssal isi sok proteini 70 (HSP70) ailesi i¢cinde yer alan bir yuzey
proteinidir. Molekller mekanizmalari henuz tam olarak anlasilamamis olmakla
beraber, Als3 ve Ssa?l’in konak hicredeki “E-cadherin’e baglandidi ve “clathrin”

bagimli mekanizmalar ile endositozu uyardigi distntlmektedir (30).

4.4.4. Tigmotropizm

C.albicans hcresinin herhangi bir canli ya da cansiz bir ylzeye dokunmaya
yanit olarak hizla blyumesine, temasa yodnelmesine tigmotropizm denir. Maya
hiicreleri bir ylzeyle temas ettikleri zaman hif formuna donusur. Eger temas edilen
yuzeyin belirli bir topolojisi varsa, hifler buna uygun bigcimde uzar. Kati ylzeylere
temas biyofilm olusumunu indUkler. C. albicans’in epitel hucrelerine karsi normal
virilans gOsterebilmesi icin tigmotropizmin gerekli oldugu fare deneylerinde

gosterilmigtir (30).

4.4.5. Biyofilm Olugsumu

C. albicans’'in bir diger onemli virilans faktorl, kateterler, protez digler ve
mukozal hicre yuzeyleri gibi canli ve cansiz yuzeyler Uuzerinde biyofilm
olusturabilmesidir (30).

Biyofilm, bir ylzeye ya da birbirlerine tutunmus, ekstraselliler polimerik bir
madde ile ortilmus, serbest durumdaki benzerlerinden fenotipik olarak farklilik
gosteren mikroorganizma toplulugudur (35).

Biyofilm olusumu maya hicrelerinin ylzeye tutunmasiyla baslar. 2-4 saat
icinde, tutunan maya hucreleri tomurcuklanarak ¢cogalir ve mikrokoloniler olusturur.
Tutunmadan 4-6 saat sonra bu hticrelerde filament6z biylume baslar ve yalanci hif ve
gercek hif yapilan olusur. 6-8 saat igcinde tutunma ylzeyi, tomurcuklanan maya
hicreleri ve hiflerle érilmas, tek kath bir yapi ile tamamen 6rtilmustar. Bu noktadan
sonra biyofilm yapisinin olgunlagsma sireci baglar ve 24-48 saat icinde kompleks, ¢ok

katmanli, olgun biyofilm yapisi olusur (36).
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Olgun biyofilm, ortama planktonik hicreler yaymaya baslar ve bir rezervuar
gOrevi gorar. Bu durum, virulansa dogrudan katkida bulunmaktadir ¢inku biyofilmden
salinan planktonik hucreler, ilk basta ylzeye tutunan planktonik hucrelerden gok
daha virdlandir (30).

Olgunlasmis  biyofilm yapisindaki hdcreler, antifungallere ve konak
savunmasina karsi ¢ok daha direncglidir. Bunun nedeni biyofilm icindeki
polisakkaritten zengin ekstraselller matriks yapisinin, antifungal molekillerin iceri
gegisine izin vermemesi ve antifungal ilaglari hicre digina tasiyan atilim
pompalarinin biyofilm icindeki hiicrelerde, planktonik hiicrelere oranla cok daha fazla

eksprese edilmesidir (30).

4.4.6. Fenotipik Donisiim

C. albicans genel olarak kultirde purizsiz, beyaz ya da krem rengi koloniler
olusturmakla beraber cesitli fenotipik degisimler godsterebilmektedir. Bu fenotipik
degisimlerin en 6nemlisi, WO-1 sugsunda gosterilen beyaz kolonilerin, opak kolonilere
donustugu beyaz-opak déondstimudur (29,32).

Beyaz-opak fenotipik degisiminde, sadece koloni morfolojisi degil, hlcre
morfolojisi de degdismektedir. Beyaz, purtzsuz koloniler olusturan yuvarlak ya da
ovalimsi hucreler, gri, basik koloniler olusturan uzamig ya da fasulye bicimli hticrelere
donusmektedir. Bu donusimun C. albicans’in virdlansi Uzerindeki etkisi tam olarak
anlasilamamis olmakla beraber, ylzey antijenlerinin ve biyofilm olusturma
potansiyellerinin farkli oldugu dusunulmektedir. Ayrica beyaz ve opak kolonilerin
deriyi kolonize etme potansiyelleri ve vajenden soyutlanma sikliklari da farklilik
gbstermektedir (29,30,32).

4.4.7. Hidrolitik Enzimler

C.albicans’in konak hicreye tutunmasi ve hif formuna dénismesini takiben,
C. albicans hifleri, konak hucre igine girmelerini kolaylastirdigi dusunulen cgesitli
hidrolitik enzimler salgilamaktadirlar. C. albicans’in dis ortama tg farkli grup hidrolitik
enzim salgiladigi bildirilmistir (30).

4.4.7.1. Proteazlar
C. albicans’in proteazlari olan salgilsal aspartik proteazlar (Sap) ailesi iginde,

Sapl-10 olmak Uzere on adet proteinaz bulumaktadir. Bunlardan Sap1-8 hiicre
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disina salgilanmakta, Sap9 ve Sap10 ise hicre ylzeyine bagli olarak bulunmaktadir.
Sap’lar, lezyon bolgesindeki albiimin, hemoglobin, kreatinin ve salgisal IgA gibi pek
¢ok insan proteinini pargalamaktadir. Kobaylarla yapilan g¢alismalarda, Sap genleri

delesyona ugratilan suslarda virtlans kaybi oldugu gdsterilmistir (30,32).

4.4.7.2. Fosfolipazlar

C. albicans’in fosfolipazlari A,B,C ve D siniflari olmak Uzere 4 siniftir.
Bunlardan sadece B sinifininin 5 Uyesinin hicre disina salgilandigi (PLB1-5) ve
patojeniteye katkida bulundugu dastnitlmektedir. Fosfolipazlar konak htcrelerdeki
gliserofosfolipidlerin ester baglarini hidrolize etmektedir. Fare modeliyle yapilan bir
calismada, fosfolipazlari daha fazla Ureten suslarin, daha az Ureten suslara oranla

daha virtlan olduklari gésterilmistir (29,30,37).

4.4.7.3. Lipazlar
C. albicans’in on adet lipazi vardir (LIP1-10) ve bunlarin da virtlansa katkida

bulundugu dastnulmektedir (30).

4.5. C. albicans’in Klinik Onemi

C. albicans, pek cok farkli cevresel kosulda yasayabilme ve gelisebilme
yetisine sahip, son derece esnek bir mikroorganizmadir. Bu sayede, insan
vucudunda ulastigi hemen her bolgede cogalmakta ve ozellikle altta yatan ciddi
hastaligi olan ve/veya bagisiklik sistemi baskilanmig hastalarda, yluzeyel mukozal
infeksiyonlardan yasami tehdit edici sistemik infeksiyonlara kadar ¢ok cesitli
hastaliklara neden olabilmektedir (1,21).

C. albicans, viicutta en yaygin olarak mukoza ylUzeylerini infekte etmektedir.
Sik tutulan yerler vulvovajinal bdlge ve orofarenkstir. Tum vulvovajinal kandidoz
(VVK) olgularinin %90’'indan C. albicans sorumludur. VVK, iritasyon, kasinti ve
vajinal akinti ile seyreder. Kadinlarin gogu (yaklasik %75’i) hayatinda en az bir defa
VVK gecirmekte ve bunlarin %8 kadarinda tekrarlayan infeksiyonlar gértilmektedir.
VVK, diger kandidozlardan farki olarak, hazirlayici etmenlerin varliginda, bagisiklik
sistemi saglam bireylerde de goérulebilmektedir (21,38).

C. albicans’in sik tuttugu bir diger mukoza bolgesi orofarenkstir. C. albicans,
normal agiz florasinin 6nemli bir komponentidir. Altta yatan bir hastalik (6rn. diabet)
ya da bagisik yanitin bozuldugu durumlarda (6rn. AIDS) asiri miktarda c¢ogalip,
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orofarengeal kandidoza (OFK) neden olabilir. Bununla beraber takma dis
kullananlar, yaslilar ve yenidoganlarda herhangi bir hastalik olmadan da OFK
gorilebilmektedir. OFK klinikte kendini birka¢ farkli formda gostermektedir. En sik
gorilen ve “pamukguk” olarak da bilinen psédomembrandz form, klinikte karsimiza
oral mukoza Uzerinde sut kesigi seklinde bir lezyon olarak ¢ikmaktadir. Diger OFK
formlari, kirmizi, bazen agrili alanlarla seyreden eritemat6z tip, Candida’ya bagl
gelisen, yerinden oynatilamayan, beyaz epitel kalinlasmasi seklindeki Candida
I6koplakisi ve agiz kenarinda agrili c¢atlaklarin olustugu “anguler cheilitis™tir. Bu
lezyonlar orofarenkse sinirli kalabilecekleri gibi 6zofagus ve tim gastrointestinal
kanala da yayilabilmektedirler (21,39).

Hasta bireylere rahatsizlik veren ve yasam Kkalitesini dusuren mukozal
kandidozlar 6nemli Klinik tablolar olmakla beraber, yasami tehdit eden durumlar
degildirler. C. albicans’in yasami tehdit eden infeksiyonlari olan sistemik kandidoz ve
kandidemi, organizma, mukozaya invaze olup epiteli gectigi ve kan dolagimina
ulasti§i zaman ortaya ¢ikmaktadir. invaziv kandidoz (iK) olarak bilinen bu tabloda
siklikla mayanin kaynagdi endojendir ve Kkisinin kendi barsak florasidir. Genis
spektrumlu antibiyotik kullanimi floradaki bakterileri baskilarken C.albicans’in asiri
cogalmasina neden olmakta ve riski artirmaktadir. Riski artiran diger etmenler
kemoterapi, gastrointestinal cerrahi ve parenteral beslenme gibi barsak butinlaguna
bozan ve C. albicans’in kan dolagimina girmesine zemin hazirlayan durumlardir.
Daha nadir olarak ekzojen kaynakli C. albicanslarla da IK olusabilmektedir.
Genellikle bu duruma, mayayi kan dolagsimina dogrudan ulastiran bir intravendz
kateter neden olur. Bir sekilde kan dolasimina ulasan endojen veya ekzojen Candida
hicreleri hemen her organa yayilabilmekte ve infekte edebilmekte, tani ve uygun
tedavi olmadiginda sonugta 6lume neden olabilmektedir (21).

Candida tiirleri ABD’de kan dolagimi infeksiyonlarinin (KDi) en sik dérdinci
etkeni olarak saptanmaktadir. Bu olgularinin %50-60'inin C. albicans tarafindan
olusturuldugu disitnilmektedir. Candida tiirlerine bagli olusan KDfi’larinin
mortalitesinin %30-%50 arasinda oldugu bildirilmis olup, diger mikroorganizmalar ile
olan KDI’lerden (6rn. Staphylococcus aureus) daha yiiksektir (21,38).

C. albicans’la ilgili bir diger tablo, kronik mukokutanéz kandidozdur(KMK).
KMK, ender gorulen bir durum olup, T-lenfositlerin Candida turlerine yetersiz bir

yaniti sOz konusudur. Bu hastalarda siddetli seyreden ve surekli bulunan
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mukokutan6z Candida lezyonlari ile beraberinde yaygin tirnak tutulumu ve vajinit

vardir. Lezyonlar sekilsiz bir granulomatéz gorinum alacak kadar irilesebilir (39).

4.6. C. albicans infeksiyonlarinin Laboratuvar Tanisi

Maya infeksiyonu kuskusu oldugunda orneklerin alinmasi veya laboratuvara
gonderilmesi konusunda 06zel islemlere gerek yoktur. Ancak ornekler laboratuvara,
iki saatten daha az bir sure igerisinde ulastiriimahdir. Bir gecikme olacaksa, steril
olan 37°C’de, normal flora ile kontamine olma olasiligi yiksek ornekler ise 4°C’de
saklanmahdir (1).

Tani igin, infekte olan bolgeye gore degismekle birlikte, ylizeyel lezyonlardan
surintt ve kazintilar, kan, beyin omurilik sivisi (BOS), doku biyopsileri, idrar,

eksudalar belli bagl uygun érneklerdir (40).

4.6.1. Direk Baki

Ornekler oncelikle direk olarak incelenmelidir. Bu amacla gram boyama,
kalkoflor beyazi ve %10-30’luk potasyum hidroksit (KOH) kullanilir (1).

Doku biyopsileri, santrifijlenmis sivilar ve diger oérnekler, yalanci hif ve
tomurcuklanmig maya hucreleri agisindan Gram boyama ile incelenir. Deri ve tirnak

kazintilar ise bir damla %10’luk KOH ve kalkoflor beyazi ile incelenir. (40).

4.6.2. Kiltar

Orneklerin mantar izolasyonu igin isleme alinmasi, bakteri izolasyonu islemi
ile birlikte ve onun bir uzantisi seklinde yapilir. Ornek bakteriyolojik ve fungal
besiyerlerine ekilir. Sik kullanilan fungal besiyerleri Sabouraud dekstroz agar (SDA),
“Mycobiotic” agar, beyin-kalp inflzyon agarin mantar formuilasyonudur. Bu
besiyerleri, kloramfenikol ve gentamisin gibi antibiyotikler eklenerek segici hale
gelirler. Ayrica kati besiyerlerine sikloheksimit ilavesi ile besiyerini kontamine
edebilecek saprofit mantarlara kargi da segicilik kazandirlabilir. Piyasada ticari
olarak bulunan ve sirekli izleme yapan Bactec (BD Diagnostic SYstems), Bact/AlerT
(BioMerieux) gibi kan kultirt sistemleri C. albicans’t ve diger pek cok Candida
turand, tretebilmektedir. Ancak duyarhliklari gesitli arastirmalarda %50 civarinda, en
iyi %70 olarak bildirilmektedir. Bu nedenle iK ve kandideminin saptanmasinda,
otomatize olmayan, lizis temelli bir kan kudltir sistemi olan, lizis santrifugasyon

sisteminin kullaniimasi 6nerilmistir. Bu yontem, kaltirde mantarlarin dreme hizini ve
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saptanma oranini %36 arttirmakla beraber, érneklerin islemlenmesini zorlastirmakta,
maliyeti yukseltmekte ve kontaminasyonda artiga neden olmaktadir (1,41-43).

Ornekte var olmasi durumunda besiyerinde C.albicans genellikle 37°C’de
24-72 saatte Urer. Kolonileri beyaz ya da krem renginde, parlak ve maya kokuludur.
Candida turlerinin 37°C’de Ureyebilmeleri gok 6nemli bir O6zelliktir ve onlari
saprofitlerden ayirir (1).

Kiltirde Ureyen mayalarin tanimlanmasinda ¢imlenme borusu testi, en
degerli ve basit testlerden biridir. Test sonucunda pozitif kabul edilecek ¢cimlenme
borusu, kdken aldigi maya hucresinden bogumlanmadan c¢ikar ve ¢iktigi hucrenin
3-4 kati uzunluga, yarisi kadar bir ene sahiptir. C.albicans U¢ saatin sonunda
cimlenme borusu olusturarak diger Candida turlerinden ayrilir (1,44).

Testin 37°C’de dort saatten fazla tutulmasi diger mayalarin da bu sireden
sonra ¢imlenmeye baslamasina neden olur. Ayrica maya inokdlumunun yogun
olmasi ve ortamda bakterilerin bulunmasi yalanci negatif sonuglara neden olabilir
Q).

C. dubliniensis’in de c¢imlenme borusu pozitif oldugu, o6te yandan
C. albicans’in antifungal tedavi alan hastalarin érneklerinde, %5 oraninda gimlenme
borusu testinde yalanci negatif olabilecedi de unutulmamalidir (44).

Tanimlamada ikinci basamak misir unlu tween 80 agara lam Kkilttri
yapiimasidir. Misir unlu tween 80 agar, Candia turlerinin Uretilmesi ve migelyum
Ozelliklerine gore ayirt edilmeleri igin hazirlanmis bir besiyeridir. Burada C. albicans
oda 1sisi veya 30°C’de 24-48 saatte yalanci hiflerin ucuna yerlegsmis terminal
klamidosporlar ve hiflerin etrafinda duzenli blastokonidya kimeleri olusturmasiyla
diger Candida turlerinden ayrilir (1,44).

C. albicans’in tanimlanmasina yardimci olan ve sik kullanilan diger besiyerleri
kromojenik agarlardir. Ozellikle CHROMagar Candida (CHROMagar Fransa), koloni
Ozelliklerine ve renk olusumuna dayanarak 10’dan fazla tarin ayrimini yapabilmekte
ve C. albicans, C. tropicalis, C. kruseinin 6n identifikasyonu igin kullaniimaktadir.
CHROMagar kromojenik besiyerinde C. albicans yesil renkli diz “s” tipi koloniler
olusturuken, C. tropicalis agara difiize olan, mavi-gri, “s” tipi diz, C. krusei ise
purtuklt, agik pembe renkli koloniler olusturur. Bununla beraber bu testte C.
albicans’in %2-10 arasinda beyaz koloniler olusturabildigi, bu nedenle besiyerinin
sadece bir On identifikasyon yontemi olarak kullaniimasinin uygun oldugu
vurgulanmistir (1,39).
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Soyutlanan mayalarin identifikasyonunda kullanilan diger testler, seker
asimilasyon, seker fermentasyon, fenol oksidaz, ureaz ve hizl trehaloz testleri gibi
metabolik testler ve molekuler yontemlerdir (1).

Seker asimilasyon testlerinde, mayanin oksijen varliginda belirli bir sekeri tek
karbon kaynagdi olarak kullanip kullanamadigi incelenir. C. albicans, gklukoz, maltoz
ve galaktozu iyi, ksiloz ve trehalozu kismen ya da zayif asimile eder. GuUnumuzde
APl 20C AUX ve API ID32C(BioMerieux) gibi seker asimilasyon tabanli ticari
sistemler rutin kullanim igin mevcuttur (1).

Seker fermentasyon testlerinde, mayanin oksijen yoklugunda belirli bir sekeri
fermente ederek karbon dioksit ve alkol olusturup olusturmadidi izlenir. C. albicans,
glukoz ve maltozu guglu, galaktoz ve trehalozu zayif fermente eder. Seker
fermentasyon testleri ginimuzde rutin laboratuvarlarda nadiren kullanilimaktadir (1).

Mayanin ortamdaki uUreyi parcalayip amonyak olusturup olusturmadiginin
incelendigi Ureaz testi Candidalar disindaki mayalarin ayriminda daha yararhdir
cuinkd C. albicans dahil, Candida tlrlerinin cogu tUreaz negatiftir (1).

Hizli trehaloz testi ise U¢ saat gibi kisa bir strede C. glabrata’nin 6n
identifikasyonunu saglayan, trehalozun hizli asimilasyonuna dayali bir testtir. Ancak
siklikla yalanci pozitif sonug verdigi bildirilmistir. Bu test C. albicans i¢in negatiftir (1).

Kiltirde Uretilen mantarlarin identifikasyonu PZT, dizi analizi, nukleik asit
hibridizasyon “probe”lari gibi molekiler yontemlerle DNA’larinda bulunan ve tir
dizeyinde farkhliklar gdsteren gen bdlgeleri incelenerek de yapilabilir. Candida
turlerinde bu amacla en yaygin kullanilan DNA bdlgeleri, ribozomal alt birimleri
kodlayan gen bdlgelerinin arasina giren ve protein kodlamayan “internal transcribed
spacer’ (ITS1, ITS2) bdlgeleri, sitokrom P450 lanosterol alfa-demetilaz (L1A1),
salgisal aspartik proteinaz (SAP), aktin, kitin sentaz ve 1si1 sok proteini kodlayan gen
bdlgeleridir (45).

4.6.3. Seroloik Yontemler

Ozellikle yiiksek mortaliteyle seyreden iK olgulari, arastirmacilari bastan beri
sonu¢ vermesi uzun slUren ve duyarlii§i disik olan (%30-50) kiltire alternatif
tanisal yontemler aramaya itmistir. Bu baglamda o6zellikle serolojik yontemlere
yonelinmis, antikor, antijen ya da her ikisini birden arayan testler gelistirimeye
cahsiimisgtir. Ne var ki C. albicans’in (ve diger Candida turlerinin) normal floralarda

yaygin olarak bulunmasi, Ozellikle antikor bazli testlerin anlamini buyuk Olglde
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azaltmistir. Sadece antikor pozitifligi ile kolonizasyon-infeksiyon ayrimi
yapilamamaktadir. Antikor titrelerinde U¢ haftada dort katlik artis infeksiyon lehine
anlaml olmakla beraber, bu durumda da gereksinim duyulan erken tani ortadan
kalkmaktadir. Bu noktada mikroorganizmaya ait antijenlerin direk gosterildigi antijen
testleri daha 6nem kazanmistir (44,46,47).

Yapilan c¢alismalarda C. albicans’in tanisinda kullaniimak Uzere cesitli
antijenler ve C. albicans metabolitleri kullaniimistir. Bunlarin kayde deger olanlari,
hidcre duvar yapisinda bulunan 1,3-B-D-glukan, mannan ve arabinitoldir. 1,3-B-D-
glukan, Candida turlerine o6zgul olmadigi igin vucutta bir mantar infeksiyonu
oldugunu gosterse bile bunun hangi mantar ile oldugu hakkinda fikir vermemektedir.
Bu nedenle yine hiicre duvar yapisinda bulunan mannan, IK tanisinda 6n plana
¢cikmaktadir. Mannan, Candida infeksiyonlari sirasinda kan dolagimina ¢ikan dnemli
bir antijendir. Ancak mannan, serumdan anti-mannan antikorlari ile hizla temizlendigi
icin ancak bu antikorlarin yoklugunda saptanabilmektedir. Guncel egilim, mannan
antijeninin, anti-mannan antikorlari ile beraber saptanmasi ve degerlendiriimesi
yonundedir. Bu konuda yapilan cesitli calismalarda, iK tanisinda her iki testin de
birlikte ¢caligsiimasi durumunda duyarlik ve 6zgulluk oranlari %83 ve %86 seklindedir
(39,47).

Diger bir antijjen olarak serumda C. albicans’a ait bir metabolit olan
D-arabinitol’in saptanmasi, hematojen vyayillan kandidozun bir gostergesi
olabilmektedir. Ancak ticari bir testin bulunmamasi ve duyarlilik ile 6zgulligin de
degisiklikler gostermesi nedeniyle tani amacgh kullanimi ganuimuizde belirsizligini
korumaktadir (39).

Sonu¢ olarak gunimizde C. albicans tanisinda altin standart halen kulttr
olup, buna alternatif bir serolojik ydntem bulunmamaktadir. Kiltir negatif hastalarda
1,3-B-D-glukan ve mannan gibi antijenler saptanmasi ¢ok yararli olmakla beraber tek
basina kullaniimamalari, ancak destekleyici-yardimci yontemler olarak kullaniimalari
gerekmektedir (47).

4.6.4. Molekuler Yontemler

Molekuler yontemler, mikroorganizmaya ait genetik materyali PZT ile ¢ogaltip
sekanslamayi, ya da komplementer bir nukleik asit hibridizasyon “probe”u kullanarak
varligini gostermeyi hedefleyen yontemlerdir. Teknolojik ilerlemelere paralel olarak

gunumuzde bu yontemler son derece populer olmusg, pek ¢ok mikroorganizmanin
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tanisinda altin standart yontemlere, 6zgulligu, duyarhihdi yuksek, hizh alternatifler
olusturmuslardir. C. albicans’in molekuler tanisi i¢cin standardize edilmis, gecerli bir
ticari molekuler yontem bulunmamakla beraber, literatiirde umut vaad eden pek ¢ok
farkli arastirma ve yayina rastlanmaktadir (45,48).

Az miktarda patojene ait DNA’nin bile c¢ogaltiip saptanabilmesi, kulttrde
oldugu gibi canli mikroorganizma varligina ihtiyag duyulmamasi, bagisiklik sistemi
tarafindan parcalanmis hucrelere ait DNA pargalarinin dahi saptanarak taniya
gidilebilmesi, bu ydntemlerin avantajlaridir. Diger bir avantaj, birden fazla tirle
meydana gelen ve bir tirin digerini baskilamasi nedeniyle, kulturde saptanmasi her
zaman kolay olmayan infeksiyonlarin, multipleks PZT gibi yontemler ile
belirlenebilmesidir (48).

C. albicans’in molekiler yontemlerle tanisinda karsilasilan baslica
gucluklerden biri, bu ydntemlerle kolonizasyon ve infeksiyon ayriminin
yapillamamasidir. Candida tlrleri mukozalarda kommensal olarak bulundugundan,
mukoza ve solunum yolu érneklerinde tek basina Candida DNA’sinin gdsterilmesi
tani koydurucu olmamaktadir. IK ve kandidemi tablolarinda ise kan ya da serumda
mayaya ait DNA'nin gosterilmesi tanida faydalidir. Yapilan bir calismada, nétropenik
olmayan hastalar igin serumun, tam kandan daha duyarli bir 6rnek oldugu
bildirilmistir. Serum ve kan o6rneklerinde Candida turlerine ait DNA’nin gergek
zamanli PZT yontemi ile arandidi alti farkhi c¢alisma bulgularinin derlendigi bir
yayinda, duyarhihdin %100-77, 6zgulligin ise %100-66 arasinda oldugu bildirilmistir.
54 calismanin dahil edildigi bir sistematik derlemede ise IK olgularinda PZT nin
duyarlih@ ve 6zgulliginin, kanitlanmis ya da olasi IK olgularinda %100 oldugu,
supheli IK olgularinda ise sirsiyla %95 ve %92 oldugu belirtimis ve Candida
tlrlerinin erken tanisinda PZT’nin faydali bir ydntem oldugunun alti ¢gizilmistir (48—
51).

Gunumizde C. albicans tanisinda molekuler yontemlerle ilgili 6nemli sorun,
farkli merkezlerde protokoller arasinda bir standardizasyon olmamasidir. Uygun
ornek turt ve miktarindan g¢ogaltilacak gen bolgesine kadar uygulamalar gesitlilik
gostermektedir. Ayrica bu yontemleri uygulamak igin egitimli personele ve belirli bir
laboratuvar alt yapisina gereksinim vardir. YUz guldlricli sonuglar verecegi
disundlen bu yontemlerin rutin laboratuvarlarda tani amagh kullaniimaya
baglanabilmesi i¢in halen standardizasyon ve genis c¢apl gecerlilik ¢calismalarina
gereksinim s6z konusudur (48,50).
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4.7. Candida infeksiyonlarinin Tedavisinde Kullanilan ilaglar ve Direnc

Mekanizmalan

4.7.1. Polyenler
Bu grupta amfoterisin B ve nistatin yer alir. Amfoterisin B sistemik mantar
infeksiyonlarinin  tedavisinde kullanilirken, nistatin sadece topikal olarak

uygulanabilmektedir (52).

4.7.1.1. Amfoterisin B

Amfotersin B, polyen makrolid grubu bir antifungal olup, Streptomyces
nodosus’un bir metabolitidir. Yapisinda hidrofilik bir polihidroksil zinciri ile lipofilik bir
polyen hidrokarbon zinciri iceren amfoterik bir bilesiktir. Yedi adet konjuge olmus cift
bag icerir ve 1sl1, 1Sk ve u¢ pH degerlerinde bozulabilir. Suda iyi ¢c6zinmez ve oral
yolla ya da kas igine uygulandiginda emilim gostermez. Karaciger, dalak, bdbrek,
kemik iligi ve akciger de dahil olmak Uzere cesitli doku ve organlara genis ¢apta
dagiim gosterir. BOS’a gegisi sinirhdir ve bu nedenle bazi santral sinir sistemi
infeksiyonlarinin tedavisinde intratekal yolla uygulanmasi gerekir (40,52,53).

Ticari olarak mevcut olan parenteral amfoterisin B formulasyonu amfoterisin
deoksikolattir. Bu bilesigin ¢ok nefrotoksik olmasi nedenyile, amfoterisin B’nin lipid
formuUlasyonlari geligtiriimistir. Klinik kullanimda olan bu formulasyonlar, lipozomal
amfoterisin B, amfpterisin B lipid kompleks ve amfoterisin B kolloidal dispersiyondur.
Bu lipid formulasyonlarinin etkinlik agisindan konvansiyonel amfotersin B’ye
Ustinltgu yoktur ve ¢cok daha pahalidir (52,53).

Amfoterisin B ve lipid formulasyonlari asil etkisini mantar hiicre membraninin
yapisinda bulunan baslica sterol olan ergosterole baglanarak godsterir. Mantar
membraninin yapisina giren sekiz ile on polyen molekull, akéz porler olusturacak
sekilde dizilir. Sonug, proton, potastyum, magnezyum, seker vb gibi yasamsal
oneme sahip sitoplazma igeriginin, bu porlar araciligiyla hucre digina kaybi ve
mantar hicresinin 6lumudir. Amfoterisin B’nin antifungal aktivitesini arttiran ikincil
bir etkisi ise mantar hiicre membraninda oksidatif hasar olugturmasidir (8,52,53).

Amfoterisin B’nin, arasinda C.albicans ve diger Candida tirlerinin de
bulundugu genis bir etki spektrumu vardir. C. neoformans, Aspergillus tirleri,
zigomicetler, ve endemik dimorfik patojenler bu spektruma dahildir. Ciddi sistemik
mikozlarda en etkili ila¢ oldugu bildirilmistir (40,53).
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Amfoterisin B, ergosterolden daha dusuk afinite ile memeli hicresinin temel
membran sterolu olan kolesterole de baglanir. Amfotersin B nin toksik yan etkilerinin
cogundan bu baglanma sorumludur. Bu mekanizma ile gelisen baglica yan etki
nefrotoksisitedir. Bunun disinda, amfoterisin B tedavisi sirasinda ates, titreme,
myalji, hipotansiyon ve bronkospazm gibi akut yan etkiler ve tromboflebit
gelisebilmektedir. Tedavi surecinde akut yan etkilere tolerans gelisir (40,53).

30 yih agkin bir suredir kullanilmalarina ragmen, polyenlere kargi diren¢ tim
mantar tarlerinin yani sira C. albicans ve diger Candida turleri arasinda da nadirdir.
Bununla beraber C. lusitaniae, C. glabrata, C. krusei, C. guilliermondii izolatlarinda
amfoterisin B’ye karsi azalmisg duyarlilik bildirilmigtir. Bu tlrler arasinda gortlen
amfoterisin B direncinin buyudk kismi tedavi sirasinda gelisen sekonder direng olup,
primer diren¢ daha nadirdir ve bazi C. lusitaniae suslarinda bildirilmistir (8,9,53).

Amfoterisin B’ye diren¢ mekanizmalari ¢ok net olmamakla beraber, mantar
hicre membraninda ergosterol miktarinin azalmasi ile iliskilidir. Bunun yaninda
fosfolipidlerin yapisinin bozulmasi, membrandaki sterol/fosfolipid oraninin degismesi
de dirence yol agcmaktadir. Ergosterol sentezinde rol alan ERG3 geninde gdrulen bir
defektin ergosterol yerine, polyenlere baglanmayan diger bazi sterollerin hicre
membraninda yer almasina ve ilaca azalmis duyarlliga neden oldugu gosterilmigtir
(8,53).

4.7.1.2. Nistatin
Nistatin, parenteral verildiginde ¢ok toksik olan ve bu nedenle ginimuzde
sadece topikal olarak kullanilabilen diger bir polyendir. Agdiz ve vajinanin lokal

kandidozlarinin tedavisinde kullanilir (40).

4.7.2. Azol Turevleri

Azol bilesikleri, 14a-demetilaz (sitokrom p450 lanosterol demetilaz) enzimi ve
daha az olarak da sitokrom p450 sterol A*-desaturaz (zerinden, mantar hiicre
membraninda bulunan asil sterol olan ergosterolin biyosentezini inhibe ederek
antifungal etki gosteren bilesiklerdir. Bu enzimler lanosteroliin ergosterole
doénusuminde rol alir ve inhibisyonu mantar hiicresinde membran sentezini bozar.
Azoller, genel anlamda fungistatik etki gosteren ve kismen uUreme inhibisyonu
yapabilen bilesiklerdir (52,53).
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Azol turevleri, yapisal olarak farklilik gosteren iki nitrojenli bir azol halkasi
iceren imidazoller ve Ug¢ nitrojenli bir azol halkasi iceren triazoller olmak Uzere iki

gruptan olusur (52).

4.7.2.1. imidazoller

Belli bagli imidazoller, ketokonazol, mikonazol ve klotrimazoldir. Genel olarak
imidazoller, mukozal veya deri infeksiyonlarinda topikal olarak kullanilir ve sadece
ketokonazolln sistemik etkinligi vardir (13,53).

Ketokonazol, sistemik mikoz, dermatofitoz, ve kutan6z kandidoz tedavisinde
kullanilan lipofilik bir antifungaldir. Oral yoldan emilimi vardir ancak emilebilmesi icin
gastrik pH'Iin asidik olmasi gereklidir. Lipofilik 6zelligi, yagh dokularda ve purulan
eksudalarda yayilmasini ve birikmesini saglar ancak proteinlere yuksek oranda
baglandigi icin, santral sinir sistemine gegcisi zayiftir. Etkinligi triazol grubu antifungal
ilaglara gore daha az olmasina ragmen, etki spektrumu iginde endemik dimorfik
patojenler, Candida turleri, C. neoformans ve Malassezia turleri yer alir. Diger
azollere direngli Candida suslarinin bazilarinda ketokonazole c¢apraz direng
gorilebilmektedir (52,53).

Ketokonazol tedavisi sirasinda hepatotoksisite, gastrik toksisite, testosteron
ve kortizol duzeylerinde disme, bulanti, kusma, fotosensitivite, kasinti ve dokuntu
ortaya ¢ikabilmektedir. Bu yan etkileri nedeniyle ketokonazol ginimuizde sistemik
olarak nadiren kullanilan bir antifungaldir. Yerini daha az toksik ve daha etkili olan

triazollere ve diger ilaglara birakmistir (40,52,53).

4.7.2.2. Triazoller

Mukozal ve sistemik kandidozlarin tedavisinde kullanilan triazoller, flukonazol,
vorikonazol, itrakonazol ve posakonazoldir. Bunlardan vorikonazol, itrakonazol ve
posakonazol filamentdéz mantarlara kargi da etkin iken, flukonazolin etkinligi buyuk
oranda mayalar ile sinirlidir (13).

Flukonazol, 06zellikle kandidoz tedavisinde yaygin olarak kulanilan bir
antifungaldir. Suda iyi ¢bzinen bir bilesiktir. Hem oral hem de intravendz formunun
olmasil, hepatik, gastrik ve endokrinolojik yan etkilere dusik oranda yol agcmasi ve
BOS’a iyi gegmesi baslica avantajlaridir. Flukonazol tedavisine bagli yan etkiler
nadirdir ve allerjik reaksiyonlar, anjiyoodem, trombositopeni ve alopesi seklinde
olabilir (52,53).
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Flukonazol bircok Candida turiine ve C. neoformans’a karsi etkilidir. Bununla
beraber C. krusei, flukonazole dogal direnclidir ve C. glabrata’nin flukonazol yaniti
ise degiskendir. Bu mantarda genel olarak azalmig bir duyarlihik s6z konusudur. Bazi
suslarda doza bagh duyarliik vardir ve bunlar yiksek doz flukonazol ile tedavi
edilebilir. C. glabrata suslarinin %15 kadarinda ise flukonazole karsi gergek direng
s6z konusudur. Candida turlerinden C. rugosa, C. famata, C. inconspicua, C.
norvegensis, C. lipolytica ve C. zeylanoides de ise flukonazole dusuk duyarhlik
bildiriimektedir. 41 farkh Glkeden 10.5 yilda toplanan 6rneklerle yapilan ARTEMIS
DISK galismasinda, C. rugosa’nin %41.8, C. famata’nin %10.3 C. inconspicua’nin
%53.2, C. norvegensis’in %40.7 C. lipolytica’nin %28.5 ve C. zeylanoides’in %24.3
oraninda flukonazole direncli oldugu belirlenmigtir (52-55).

Nadir olmakla beraber, C. albicans’ta da flukonazol direnci gorulebilmektedir.
Yogun bakim ve AIDS hastalari ile yapilan c¢alismalarda, uzun siren flukonazol
tedavisi sonucunda, C. albicans suslarinda direng gelistigi gdézlenmistir. Uzun tedavi
surelerinin, direngli suslarin segilmesine neden oldugu dusunulmektedir. Calismalar
C. albicans suslarinda flukonazol direncinin %1.0-2.3 civarinda goéruldugunu
bildirmektedir (3,8,9,52,55-57).

C. albicans suslarinda flukonazol direnci gelisiminden sorumlu dort
mekanizma bildirilmistir. Bunlar, ilacin hicre icinde birikiminde azalma, ilacin hedefi
olan lanosterol demetilaz enziminde degisim, ilacin hedefi olan enzimi sentezleyen
ERG11 geninde fazla ekspresyon ve ilacin bloke ettigi metabolik yolaklara alternatif
metabolik yolaklarin kullaniimasi olarak siralanabilir. llacin hiicre icinde birikiminde
azalma ya ilacin hucre igine aliminda bozukluk ya da ilacin aktif pompalar ile disari
atilmasiyla gerceklesmektedir. ilacin hiicre icine aliminda bozukluk, membran
sterollerindeki ve/veya fosfolipidlerindeki degisim nedeniyle permeabilitenin azalmasi
sonucu ortaya ¢ikar. Bu durum bazi C. albicans suslarinda gosterilmigtir. Basta
flukonazol olmak tzere azoller, daha ¢ok pasif difizyon ile hicre igine alindigindan,
ilacin aktif pompalar ile hicre disina atilmasinin esas baskin mekanizma oldugu
bildirilmstir. Direngli bir susta, bu mekanizmalardan biri veya birden fazlasi ayni anda
etkin olabilmektedir. Birden fazla mekanizmanin s6z konusu oldugu durumlarda,
basamak tarzi bir direng izlenmektedir (7-9).

C. albicans’da, flukonazolu hucre disina atan iki farkli grup atiim pompasi
bildirilmistir. Bunlar ATP baglayan kaset tasiyicilar (ABC) ve major kolaylastiricilardir
(MF) (13,52).
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ABC tasiyicilar aktif transport pompalari olup, iki adet hidrofilik
transmembrandz bolge (TMD) ve iki adet sitoplazmik nukleotid baglayan bolge
(NBD) den olugmaktadir. TMD’ler tipik olarak, 12 adet transmembran6z segmentten
(TMS) meydana gelmektedir. Substratlarin membranin bir tarafindan diger tarafina
tasinmasi igin gereken enerji ATP’nin NBD’ler tarafindan hidrolizi ile elde edilir. ABC
tasiyicilarin gorevi azol molekilleri gibi hucre igin toksik etkili hidrofobik ve/veya
lipofilik maddeleri hicre digina atmaktir (12,13).

C. albicans, bunyesinde flukonazol direncinde rol oynayan iki tane ABC
tasiyici tipinde atilim pompasina sahiptir, bunlar “Candida drug resistance 1”’(Cdr1)
ve Cdr2’dir. Uzun sure antifungal tedavi alan hastalardan soyutlanmis bir¢cok susta
belirlenen flukonazol direncinden, bu pompalarin asiri ekspresyonunun sorumlu
oldugu gosterilmigtir. Bunlardan Cdr1’i kodlayan CDR1 geni, flukonazol, itrakonazol
ve ketokonazol gibi azollerin yani sira terbinafin, amorolfin, sikloheksimit, brefeldin A
ve flufenazin gibi molekullerin de hucre digina atiimasinda rol alan bir ¢oklu ilag
direnci (MDR) genidir. C. albicans’da, CDR1 geninin her iki allelinin birden kayba
ugratilmasi, hicre i¢i flukonazol konsantrasyonunun -yukarida sayilan diger
molekullerle beraber- artmasi ile sonuc¢lanmaktadir. Arastirmalar, klinik izolatlarda
gorilen azol direncine CDR2ye oranla CDRY'in daha fazla katkida bulundugunu
gOstermistir. C. albicans’da var oldugu gosterilen diger 26 ABC tasiyicinin ise azol
direncindeki rolt gosteriimemistir (12,13).

CDR1 ve CDRZ2nin regulasyonu, bu genlerin promoter bolgeleri tGzerinden
yapiimaktadir. CDR1’in promoteri Uzerinde bugune kadar, bazal ekspresyondan
sorumlu bazal ekspresyon elemani (BEE), flufenazin ve dstradiol’e yanittan sorumlu
ilaca yanit elemani (DRE), steroid hormonlara yanittan sorumlu steroide yanit
elemani (SRE) ve negatif regulatuvar eleman (NRE) olmak lzere dort ekspresyon
elemani saptanmistir. BEE ve DRE’nin CDR1 promoter bdélgesinden delesyonu,
bazal CDR1 ekspresyonunu ve ilaca yanita bagli ekspresyonu azaltirken, NRE’nin
delesyonu, bazal ekspresyonda artisa neden olmaktadir. CDR2’nin promoter
bolgesinde bu ekspresyon elemanlarindan sadece DRE yer almaktadir (13).

Arastirmalarda DRE’nin, CDR1 ve CDR2'nin fazla eksprese oldugu azol
direncli klinik suglarda direng gelisiminde rol oynadigi anlasiimis ve bunun molekuler
mekanizmasi arastirildiginda “mating type locus” (MTL) yakininda bu bdlgeyi
taniyan ve ¢inko parmak motifleri iceren 2946 baz uzunlugunda bir gen bdlgesi

bulunmustur. Bu bdlgenin azollere duyarl bir susta delesyona ugratiimasinin, susu
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daha da duyarli hale getirdigi, direngli bir sugta delesyona ugratiimasinin ise direncin
kaybolmasina neden oldugu gosteriimis ve bu gen bolgesine CDR’nin
transkripsiyonel aktivatort (Tacl) adi verilmistir (13,58).

Tac1, steroidlerin ve bazi toksik kimyasallarin varliginda, atihm pompasi
genlerinin promoter bolgelerindeki DRE’ye dogrudan baglanarak ekspresyonlarini
indukleyen, Zn,Cysg ailesine tye bir transkripsiyon faktoriadur (13,58).

TAC1 geninin azol direncindeki rolinl ortaya c¢ikarmaya yonelik olarak
yapilan g¢alismalarda, azol duyarl ve direngli C. albicans suglarinin TAC1 boélgeleri
ayri ayri sekanslanmis ve karsilastiriimistir. Bu sekilde 17 farkli pozisyonda 23 adet
fonksiyon kazandirici 6zellikte (GOF) nokta mutasyon saptanmistir. C. albicans’'da
flukonazol direncine neden oldugu gdsterilen bu TAC1 GOF nokta mutasyonlari
S108N, T225A, W239L, P276L, S290C, E461K, R673Q, R693K, A736C, A736V,
A736T, N740D, N740S, H741Y, 1794V, E841G, N972D, N972S, N972I, F973S,
N977D, G980E VE G980W’dir (13,59,60).

C. albicans’da, flukonazoll hicre disina atan ikinci atihm pompasi ailesi ise
MF tasiyicilardir. MF tasiyicilar, plazma membraninda bir kanal olusturacak sekilde
bir araya gelip membran boyunca uzanan 12-14 adet TMS’ten olusur. Molekdllerin
bu pompalarla tasinmasi ATP gerektirmez ve pompada NBD bulunmaz. Tasima
islemi igin proton gradientinden faydalanilir. MF tasiyicilar, molekulleri genellikle
antiport yolu ile tasir. Protonlar hiicreye girer ve kucik molekuller hicreden
uzaklastirihr (12,13).

C. albicans’in flukonazol direncine katkida bulundugu gosterilmis bir adet MF
tasiyici tipi atihm pompasi geni bulunmaktadir ve bu “multidrug resistance” (MDR1)
dir. MDR1, daha oOnceleri, benomil direncinden sorumlu oldugu i¢cin BEN olarak
adlandiriimigtir. MDR1, benomil, metotreksat, sikloheksimit, benztriazol, 4-NQO,
serulenin, ve brefeldin A gibi gesitli bilesiklere karsi direngte de rol oynayan bir ¢oklu
ila¢ direnci genidir (12,13).

MDRZY’i asiri eksprese eden klinik C. albicans izolatlari, flukonazole ve
yukarida sayilan diger bilesiklere daha fazla direnglidir. Bununla beraber CDR
genlerinin asiri ekspresyonundan farkli olarak, MDR1’in asiri ekspresyonu, sadece
flukonazol direnciyle iligkili olup diger azollere karsi c¢apraz dirence neden
olmamaktadir (13,57).

MDRZY’in regulasyonunu aydinlatmak Uzere farkli arastirmacilar tarafindan

yapilan calismalarda, MDRZ1’in promoter bdlgesi Uzerinde fonksiyonel bir bdlge
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saptanmig ve MDRL1 ilaca yanit elemani (MDRE) olarak adlandiriimistir. Flukonazol
direncli izolatlarda, bu bdlgenin yapisal olarak asir eksprese edildigi gosterilmistir.
Bolge ayni zamanda benomile bagh induklenebilir yanitin ortaya ¢ikabilmesi icin de
gerekli oldugu igin baska arastirmacilar tarafindan da benomil yanit elemani (BRE)
olarak adlandirilmistir. Sonraki ¢alismalarda C. albicans genomunda promoterdeki
bu bdlgeyi (MDRE/BRE) taniyan transkripsiyon faktorleri aranmigtir. Sonug¢ olarak
MDR1 asiri eksprese eden C. albicans suslarinda, inaktive edildiginde organizmanin
bu 6zelligine son veren bir bdlge goésterilmis ve “multidrug resistance regulator”
(Mrr1) olarak adlandiniimistir. Tac1 gibi, Mrr1 de Zn,Cyse cinko parmak motifleri
icermektedir. Flukonazol direngli bir susta MRR1’in inaktivasyonu, direncin kaybina
ve pompay! indukleyen diger molekullere yanitsizliga neden olmaktadir. Gen
bankasinda bulunan ¢esitli C. albicans suglarina ait MRR1 genleri 3327, 3339 ve
3375 baz uzunluktadir (13,61).

Yapilan arastirmalarda MDRZ1'’in transkripsiyon faktorini kodlayan MRR1
geninde atilim pompasinin asiri ekspresyonuna ve flukonazol direncine neden olan
13 pozisyonda 14 adet GOF mutasyon bildirilmistir. Bu mutasyonlar K335N, Q350L,
T3601, T381l, P683H, P683S, N803D. R873T, G878E, A880E, W893R, T896I,
G997V ve L998F'tir (13,62).

C. albicansda sik gorulen diger bir flukonazol direng mekanizmasi, ilacin
hedefi olan lanosterol demetilaz enziminde degisimdir. Flukonazole direncli
C. albicans izolatlarindan yapilan incelemede, lanosterol demetilaz enzimini
kodlayan ERG11 geninde 110 civarinda farkli nokta mutasyonu saptanmistir. Ne var
ki birden fazla mutasyon siklikla beraber bulundugu igin, gelisen diren¢ Uzerine bu
mutasyonlarin tek tek katkilar bilinmemektedir. Mutasyonlar, sentezlenen enzimde
amino asit degisikliklerine ve sonug olarak azalmis ya da sifir ila¢ afinitesine ve
flukonazol direncine neden olmaktadir. Benzer bir sekilde C. krusei’de gorulen
intrinsik flukonazol direnci, sahip oldugu enzimin flukonazol afinitesinin disuk
olmasina baglanmaktadir. Lanosterol demetilaz enziminde degisiklige neden olan
diger mekanizmalar ERG11’in fazla ekspresyonuna yol agan gen amplifikasyonu ve
gen konversiyonu veya mitotik rekombinasyondur. Fazla ekspresyona yol acan gen
amplifikasyonunun, C. albicans’da ERG11 geni, MTL “mating” lokusu ve TACY'i
iceren 5. kromozomun sol kolunda bir izokromozom olugmasiyla ortaya c¢iktigi
belirlenmistir. Kromozom duplikasyonuna bagl olarak olusmus gen amplifikasyonu

azol direncli bir C. glabrata susunda izlenmistir. Gen konversiyonu veya mitotik
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rekombinasyon agisindan iki grup arastiricinin, suslarin direng gelistirdiginde
ERG11’in allelik sekanslarinda degisiklikler saptadid bildiriimistir. iki arastirmada da
mutasyonun 6nce ERG11’in bir allelinde olustugu ve bunun ERG11'de heterozigot
olan bir susa yol actigi izlenmigtir. Daha sonra rastgele gen konversiyonu veya
mitotik rekombinasyonun mutasyonu ikinci allele de kopyaladigi ve sonugta ERG11
geninin iki allelinde de mutasyon olarak, heterozigotlugun kayboldugu bildirilmigtir.
Bu homozigot suslar, hucreler sadece direngli Erg11 eksprese etmesi nedeniyle
daha sonra ilag basinci altinda secilmektedir (13,57).

C. albicans’da flukonazol direncine neden oldugu dusundlen bir baska
mekanizma, ERG11 geninin fazla ekspresyonudur. Bu yolla organizma hicre
icindeki lanosterol demetilaz konsantrasyonunu standart tedavi dozlarinda
flukonazol molekullerine Ustiin gelecek sekilde arttirmakta ve metabolik faaliyetine
devam etmektedir. Bu mekanizmanin 6zellikle bir Ustteki mekanizma ile beraber
olmas! ciddi tedavi sikintilarina yol acmaktadir. Ancak bu durumun Candida
turlerinde gorulen direncin az bir kismindan sorumlu oldugu dusunudlmektedir gunku
bugune kadar bu yolla lanosterol demetilaz enzimi miktarinda ancak kucuk artislar
tanimlanmistir (8,9,57).

C. albicans’da bildirilen son flukonazol diren¢ mekanizmasi, alternatif
metabolik yolaklar kullanilarak flukonazol tarafindan bloke edilen metabolik yolagin
degistiriimesidir. Normalde azoller vasitasiyla ERG11’in durdurulmasi sonucu,
yolagin daha ilerisindeki enzimler tarafindan toksik bilesenlere cevrilecek olan 14a-
metillenmis metabolitler birikmekteyken, ERG3’Un mutasyona ugradigi ve
calismadigi bu 06zel durumda, bir takim ara steroller sentezlenmekte ama
C5 desaturaz enzimi c¢alismadigi icin, toksik son metabolitler olusmamaktadir.
Sonucta hicre membranina 14a-metilfekosterol gitmekte ve ergosterolin yerini
alarak hicre canliigini surdirmektedir. Bu sekilde direng gelisen bir maya hicresi,
tum azollere direncli olmaktadir. Bu mekanizma, nadir olmakla beraber bazi direngli
C. albicans suglarinda gosterilmigstir (9,63,64).

Bir diger triazol olan itrakonazol, flukonazolden lipofilik olmasiyla ayrilir. Bu
Ozelligi sayesinde yad dokuya ve purilan eksudalara iyi gecerken, BOS’a gegisi
kisithdir. Oral ve intravendz formlari vardir. Etki spektrumu iginde Candida turleri ve
C. neoforman’sin yani sira, Aspergillus tirleri, dermatofitler, esmer kufler ve
endemilk dimorfik etkenler yer alir. Flukonazole direncli C. krusei ve C. glabrata

suslarinin hepsine olmasa da bir kismina kargi etkilidir. Mayalara karsi fungistatik
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etki gosterirken Aspergillus turlerine kargi fungisidal etkildir. Ancak zigomigetler ve
Fusarium turlerine karsi etkili degildir. Dermatofit infeksiyonlarinda ve onikomikozda
siklikla topikal olarak kullaniimaktadir. Yan etkileri flukonazole benzemekle beraber,
ilac etkilesimleri sik goéralur (52,53).

Vorikonazol, genis spektrumlu yeni bir triazoldir ve Candida tirleri,
C. neoformans, Trichosporon, Aspergillus, Fusarium tdrleri, esmer mantarlar ve
endemik dimorfik patojenlere karsi etkilidir. Vorikonazol, Candida turleri arasinda,
C. krusei'ye ve flukonazole dusuk duyarlilik sergileyen C. albicans ve C. glabrata
kokenlerinin bazilarina karsi etkilidir. Vorikonazole karsi azalmis duyarliik, C.
rugosa, C. lipolytica ve C. zeylanoides’de bildirilmigtir. ARTEMIS DISK
calismasinda C. rugosa’nin %21.2, C. lipolytica’nin ise %14.1 oraninda vorikonazole
direngli oldugu bulunmustur. Vorikonazolin zigomigetlere karsi higbir etkisi
olmamakla beraber, A. terreus ve P. boydii gibi amfoterisin B’ye direncli mantarlara
kargi etkilidir. Oral ve intraven6z kullanilan formlari vardir. Tium dokulara ve santral
sinir sistemine gegisi iyidir. itrakonazol gibi mayalara fungistatik, Aspergillus tirlerne
karsi fungisidal etkilidir. Vorikonazol genelde iyi tolere edilmekle beraber, hastalarin
Ucte birinde gegici géorme kaybina neden olabilmektedir. Vorikonazollin vicuttan
atimi %80 karacigerden olmaktadir ve karacigerde sitokrom p450 sistemi ile
metabolize olan ilaglarla etkilegimi siktir (52-55).

Posakonazol, nispeten yeni bir triazolddr. Lipofiliktir ve %98 civarinda
proteinlere baglanir. Yarilanma omrl uzundur. Etki spektrumu genistir ve Candida
turleri, C. neofromans, Aspergillus tirleri ve bazi zigomigetleri kapsar. Oral
formUlasyonu vardir ancak mideden emilimi besin maddelerinden ¢ok etkilenir.
Vorikonazolden farkli olarak metabolizmasi blylk oranda karaciger sitokrom p450
enzimlerinden bagimsizdir. Klinikte akut myeloid I6semi ve remisyon indiksiyon
terapisi alan myelodisplastik sendrom hastalarinda, profilaktik olarak kullanildiginda
yasam suresini en ¢ok uzatan antifungal ilag oldugu gosterilmistir ve bu hastalarda

kullaniimasi 6nerilmektedir (65).

4.7.3. Ekinokandinler

En yeni antifungal grubu olan ekinokandinler, dodada cesitli mantarlar
tarafindan sentezlenen lipopeptidlerin sentetik deriveleridir. Etkilerini mantar hicre
duvarinda yer alan o6nemli bir karbonhidrat olan (-1,3 glukan’i sentezleyen,
1,3-B-D-glukan sentetaz enzimini yarismasiz olarak inhibe ederek gO0sterirler.
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Memeli hicrelerinde 1,3-B-D-glukan sentetaz enzimi olmadigi igin ekinokandinlerin
etkileri son derece secicidir. Bu enzimin inhibsyonu, Candida turlerinde defektif
hiacre duvari olugmasina, selller instabiliteye ve sonugta hlcre lizisyle fungisidal
etkiye, Aspergillus turlerinde ise anormal hif bayimesine ve fungistatik etkiye neden
olmaktadir (53,57,64).

Ekinokandinlerin etki spektrumu, hicre duvari glukan bilesiminde 3-1,3 glukan
miktari fazla olan mantarlarla sinirlidir. Candida ve Aspergillus tlrlerine karsi etkili
olmakla beraber, C. neoformans, Trichosporon, Fusarium tirleri ve zigomicetlere
karsi etkili degildir. Bu nedenle ekinokandinlerin Candida ve Aspergillus tirleri ile
gelisen invaziv infeksiyonlarin tedavisinde ve oOnlenmesinde kullaniimasi
onerilmektedir. Ekinokandinlerin flukonazole direncli Candida turlerine karsi etkinligi
iyidir ancak C. parapsilosis ve C. guilliermondii turlerine karsi etkisinin, diger
mayalara etkisine oranla daha sinirli oldugu gértlmektedir (52,53).

Ekinokandinler yuksek molekul agirliklari nedeniye oral alimda c¢ok az
emilirler ve intravendz olarak kullaniimalari gerekir. %95 oraninda proteinlere
baglanirlar. Tim ana organlara yayilmakal beraber BOS konsantrasyonlari duguktur.
Genellikle iyi tolere edilirler ve diger ilaglarla etkilesimleri azdir (53,64).

Kullanima girmis U¢ ekinokandin, anidulafungin, kaspofungin ve
mikafungindir. Bunlarin lGc¢li de Candida ve Aspergillus tlrlerine karsi benzer
spektrum ve etkinlige sahiptir (53).

Ekinokandinlere direng, 1,3-B-D-glukan sentetaz enziminin alt birimlerini
kodlayan genlerde nokta mutasyonlari gelismesi ile ortaya c¢ikmaktadir. Candida
trlerinde, enzimin blyuk alt birimini kodlayan FKS1 geninde nokta mutasyonlar

sonucu gelisen ekinokandin direnci bildirilmistir (57).

4.7.4. Flusitozin

Flusitozin (5-florositozin, 5-FC) florlanmig bir primidin olup, antimetabolit
olarak etki gosteren tek antifungal ilagtir. 5-FC, purin-sitozin permeaz enzimi ile
hiicre icine girer ve sitoplazmada bir mantar enzimi olan sitozin deaminaz ile 5-
florourasile (5-FU) cevirilir. 5-FU fosforlanir ve ve 5-florouridilik asit (FUMP) olusur.
FUMP tekrar fosforlanir ve RNA’nin yapisina girerek protein sentezinin durmasina
yol acar. Memeli hicresinde sitozin deaminaz bulunmadigi igin ilacin etkisi secicidir
(40,52,53).
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Flusitozinin  antifungal spektrumu, Candida turleri, C. neoformans,
Rhodotorula turleri, S. cerevisiae ve bazi esmer kuflerle sinirlidir. C. krusei'de
azalmis duyarhlik bildirilmigtir. Tedavi sirasinda sekonder direng gelisimi ¢ok sik
goruldugu icin genellikle amfoterisin B ve flukonazol ile kombine edilerek kullanilr.
Suda iyi ¢c6zunur ve oral biyoyararlanimi yulksektir. BOS ve diger vucut sivilarinda
yuksek konsantrasyonlara ulagir. Atihmi bobrek yoluyla olur (52,53,66).

Kemik iligi depresyonu ve hepatotoksisite gibi 6nemli yan etkileri oldugundan
serum duzeyi iyi takip edilmelidir (53).

Flusitozine direng, ilacin hucre icine aliminda rol alan ve FCy2 geni ile
kodlanan purin-sitozin permeaz enziminde, 5-FC’i, 5-FU’ya dénustirn ve FCy1 geni
ile kodlanan sitozin deaminaz enziminde ya da 5-FU’yu, FUMP’a donustiren ve
FUR1 geniyle kodlanan urasil fosforibozil transferaz enzimlerinde degisim ile ortaya
cikmaktadir. PUrin-sitozin permeaz ve sitozin deaminaz enzimlerinde degisiklik
intirensek ya da primer dirence neden olurken, urasil fosforibozil transferaz
enziminde gorulen dedisim sekonder ya da kazanilmis dirence neden olmaktadir
(7,8,67).

4.7.5. Alilaminler

Bu grupta terbinafin ve naftilin yer alir. Etkilerinii, ERG1 geni tarafindan
kodlanan skualen epoksidaz enzimini inhibe ederek go6sterir. Bu inhibisyon
sonucunda hicre membarninda yuksek konsantrasyonda skualen birikmekte,
membran gegirgenligi agiri artmakta ve mantar hiicresi dimektedir (52,64).

Natftilin sadece topikal olarak kullanilirken, terbinafinin oral preparati mevcuttur.
Terbinafin genis etki spektrumu olan lipofilik bir antifungaldir ve deri, tirnak ve yag
dokuda yuksek konsantrasyonlara ulagsmaktadir. Kisa tedavi suresi ve dusuk
toksisitesi nedeniyle 6zellikle dermatomikozlarin tedavisinde kullaniimaktadir.
Flukonazole direncli Candida infeksiyonlarinda, flukonazol-terbinafin
kombinasyonunun faydali olabilecegine yonelik veriler vardir (52).

Alilaminlere diren¢ klinikte nadir gorilen bir antite olmakla beraber,
Saccharomyces cerevisiae’da ERG1 mutasyonuna bagh terbinafin  direnci
gelisebildigi gosterilmigtir. Bunun yaninda cdr atilim pompalarinin fazla ekspresyonu

bu ilaca da dirence yol agmaktadir (12,13,68).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Suslar

Calismaya 17 adet C. albicans susu dahil edildi. Bunlar, Dokuz Eylul
Universitesi Hastanesi Mikoloji Laboratuvarina goénderilen klinik 6rneklerden
soyutlanmig, biri flukonazole direngli (960), dordu kismi inhibisyon etkisi gOsteren
duyarl (348, 1978, 93-05, 813), altisi duyarh (533, 565, 644, 1221, 1453, 2157)
toplam 11 adet, Hacettepe Universitesi Tip Fakultesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dal'nda soyutlanmis flukonazole direncli (i¢ adet (H1, H2, H3), Uludag Universitesi
Tip Fakiiltesi Klinik Mikrobiyoloji ve Infeksiyon Hastaliklari Anabilim Dal’'nda
soyutlanan flukonazole direngli bir adet (B), Prof. Dr. Dominique Sanglard’dan
saglanan, MDR1 atilim pompasini fazla eksprese ettigi ve buna yol acan P683H
mutasyonunu igerdigi bilinen flukonazole direngli bir adet (DSY292) ve flukonazole
duyarli ATCC 14053 suslandir.

Suslarin daha onceki arastirmalar kapsaminda CLSI M27-A2 standartlarina
gore calisilan mikrodilisyon ve kismi inhibisyon etkisini belirlemek amaci ile yapilan
0.5ug/ml siklosporin A eklemis ve eklenmemis YEPD (Yeast Extract Peptone
Dextrose) agar besiyerinde uygulanan E test yontemleri ile elde edilen flukonazol
minimal inhibitér konsantrasyon (MIK) degerleri ile duyarlilik kategorileri tablo-3'te
gOsterilmistir. Suslarin daha o6nceki bir arastirmada gergcek zamanli PZT ile elde
edilen CDR1, CDR2 ve MDR1 atilim pompa ekspresyon duzeyleri ATCC14053
susuna oranlarina gore tablo-4’te gosterilmigtir.

Tum suglar %50 gliserol iceren beyin kalp infizyon buyyonunda (BHI) (Fluka
53286) stoklanarak, -80°C’de saklandi.
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Tablo-3. Calismaya alinan C. albicans suslarinin, flukonazole duyarhlik

kategorileri ve flukonazol MIK degerleri

NO Sus No Kaynagr* Flukonazole Flukonazol MIK (ug/ml)
k:tléyarl!h!(** Mikrodilisyon YEPD 0.5ug/ml
gorisi ) > : .
yontemi ile agar/E siklosporin
test Aiceren
yontemi YEPD
ile agar/E test
yontemi
ATCC
1 14053 Kontrol Duyarli - - -
2 533 DEU Duyarli 0.500 - -
3 565 DEU Duyarli 0.500 - -
4 644 DEU Duyarh 0.250 - -
5 1221 DEU Duyarli 0.125 - -
6 1453 DEU Duyarh 0.250 - -
7 2157 DEU Duyarli 0.250 - -
8 348 DEU Ki-Du 1024 0.500 0.500
9 1978 DEU Ki-Du 1024 0.500 0.500
10 93-05 DEU Ki-Du 1024 15 0.500
11 813 DEU Ki-Du >1024 2 15
12 960 DEU Direngli 8 - -
13 H1 HU Direncli 64 >256 >256
14 H2 HU Direncli 16 48 64
15 H3 HU Direncli 32 96 128
16 B uu Direncli 32 64 64
17 | DSY292 DS Direngli >64 - -

*DEU: Dokuz Eylul Universitesi

HU: Hacettepe Universitesi
UU: Uludag Universitesi

DS: Prof. Dr. Dominique Sanglard

**Ki-Du: Kismi inhibisyon etkisi gdsteren duyarli
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Tablo-4. incelenen C. albicans

pompalarini ekspresyon oranlari

suslarinin ATCC14053 susuna gore atilim

NO Sus No Flukonazole | CDR1 CDR2 MDR1
duyarhhk ekspresyon ekspresyon ekspresyon
kategorisi* | oranitSS oranitSS oranitSS
1 | ATCC 14053 Duyarli 1.0 1.0 1.0
2 533 Duyarh 1.2+0.3 26+0.2 14+0.2
3 565 Duyarli 2.2+0.6 26+0.3 8.8+1.6
4 644 Duyarli 1.3+0.2 160 02+0
5 1221 Duyarli 06+0.1 16+0.1 16+0.1
6 1453 Duyarli 42+11 8.4+0.6 4.7 +0.6
7 2157 Duyarli 48+0.8 7.1+0.3 04+0
8 348 Ki-Du 36+15 27+05 76+0.7
9 1978 Ki-Du 29+11 25+05 3.5+0.8
10 93-05 Ki-Du 1.8+0.5 3.2+0.8 57+05
11 813 Ki-Du 50+0.6 42+0.1 103.9+6.9
12 960 Direncli 1.6+04 26+0.2 12+0.1
13 H1 Direncli 46+05 40+0.1 33.3+49
14 H2 Direngli 40+£05 3.7+£0.2 1.7+0.2
15 H3 Direncli 28.4+49 33.9+23 1.0+0.1
16 B Direncli 32.0+5.7 47.2+2.0 1.7+0.3
17 DSY292 Direngli - - 19.0+£15
*Ki-Du: Kismi inhibisyon etkisi gosteren duyarli
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5.2. PZT - Dizi Analizi ile Atlhm Pompa Genlerinin Transkripsiyon

Faktorlerini Kodlayan Genlerdeki Nokta Mutasyonlarinin Arastirilmasi

Cdrl-2 ve Mdrl atihm pompalarinin ekspresyonunda rol alan transkripsiyon
faktorlerini kodlayan genler olan TAC1 ve MRR1'deki nokta mutasyonlarini saptamak
igin, dnce calismaya alinan 17 C. albicans susunun DNA’sI spin kolon yontemi ile
izole edildi. Daha sonra DNA (zerindeki TAC1 ve MRR1 gen bdlgelerini taniyan
onculler hazirlandi ve suslarin her iki gen bolgesi PZT ile ¢ogaltildi. PZT sonucunda
elde edilen Urdnler, agaroz jel elektroforezinde gorintilendikten sonra dizi analizine

gonderildi.

5.2.1. DNA izolasyonu

Candida suslarindan DNA izolasyonu igin “PureLink Genomic DNA Mini Kit”
K1820-01(invitrogen) uretici firmanin onerileri dogrultusunda kullanildi.

Caligsmanin oncesinde “PureLink Genomic Wash Buffer” 1 ve 2, Uretici
firmanin énerdigi sekilde %96 etanol ile sulandirildi.

Gerekli santrifiij islemleri, Hettich Zentrifugen Mikro 120 cihazi, karistirma ve
homojenizasyonlar, MS2 Minishaker IKA Works Inc. vorteks cihazi ile yapildi.

Suslar, ard arda iki defa SDA besiyerine pasajlanip 37°C’de 48 saat inkube
edilerek canlandirildi. ikinci pasaj 48 saate ulasinca, tek diismiis kolonilerden 6ze ile
alinarak steril distle su icinde mililitrede 5x10” hiicre olacak sekilde maya
suspansiyonu hazirlandi. Hazirlanan sispansiyondan 1 ml, steril bir ependorf tipune
alindi ve 500 x g’'de 2 dakika santrifljlenerek ¢okelti olusturuldu. Stpernatan atildi.
Maya cOkeltisinin tzerine 15 Unite zimolaz ve 500 pl 1 M sorbitol, 10 mM sodyum
EDTA, 14mM B-merkaptoetanol seklinde hazirlanmig taze tampondan eklendi ve su
banyosunda 37°C’de 60 dakika bekletildi. Daha sonra 3000 x g’de oda sicakliginda
10 dakika santrifij edildi. SUpernatan uzaklastinidi. 180 ul “PureLink Genomic
Digestion Buffer” ve 20 pul Proteinase K eklendi ve kisaca vortekslenip su
banyosunda 55°C’de 45 dakika inklbe edildi. Bu stirenin sonunda, 20 ul RNase A
eklenip kisaca vortekslendi ve oda sicakhginda iki dakika inkibe edildi. Daha sonra
200 pl “PureLink Genomic Lysis/Binding Buffer” eklendi, kisaca vortekslenerek
homojenizasyon saglandiktan sonra 200 pl %96 etanol eklendi ve 5 sn
vortekslenerek bir kez daha homojenize edildi ve hemen DNA baglama asamasina
gecildi.
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Bir adet spin kolon alindi ve bir onceki asamada hazirlanan lizatin tamami
bunun igine aktarildi. 10000 x g’de, oda sicakhgdinda bir dakika santrifuj edildi. Alttaki
toplama tlpu atildi ve spin kolon yeni bir toplama tupune aktarildi. 500 pl “PureLink
Genomic Wash Buffer” 1 eklendi, oda sicakliginda, 10000 x g’de bir dakika santrijij
edildi. Kullanilmis toplama tupu atildi ve spin kolon yeni bir toplama tipune aktarildi.
500 pl “PureLink Genomic Wash Buffer” 2 eklendi, oda sicakliginda 3 dakika
maksimum hizda santrifij edildi. Kullaniimig toplama tlpu atildi ve spin kolon steril bir
ependorf tUpunun igine koyuldu. 50 ul “PureLink Genomic Elution Buffer” eklenip oda
sicakliginda 1 dakika bekletildi. Daha sonra oda sicakliginda 1 dakika maksimum
hizda santrifijlendi ve sonugta maya DNA’sI ependorf tipundn icinde elde edildi.
Elde edilen DNA -20°C’de saklandi.

5.2.2. PZT icin Gerekli Onciillerin Tasarlanmasi ve Hazirlanmasi

PZT icin hedeflenen C. albicans TAC1 ve MRR1 genlerine ait diziler gen
bankasindan indirildi. Bu diziler BioEdit surum 7.0.9.0 programi kullanilarak hizalandi
ve genlerin baginda ve sonunda bulunan korunmus bodlgelere uygun onculler

tasarlandi.
TACL1 igin kullanilan onculler:
Forward: 5' ATGGACACTTCACTGTCACT 3'
Reverse: 5' TTAAATCCCCAAATTATTGTCAA 3
MRR1 i¢in kullanilan énculler:
Forward: 5 ATGTCRATTGCCACCACCC 3
Reverse: 5' TTAATTGGTAAAAAGTTGATCAAA 3'
Liyofilize halde gelen onculler, 100 pmol/ul konsantrasyonda olacak sekilde,
1X TrisEDTA (TE) tampon ile sulandirilarak stok soltsyonlar olusturuldu ve -20°C’'de

saklandi. Gerektikge bu stok solusyonlardan distile su ile 10pmol/ul konsantrasyonda
olacak sekilde alikotlar hazirlanarak kullanildi.
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TE Tamponun hazirlanmasi:

TE tamponu igin 6nce 1M Tris ve 0.5M Na,EDTA c¢ozeltileri hazirlandi: 1M Tris
cOzeltisi: 121.14 gr. tris (hidroksimetil) aminometan Trizma “base” (Sigma T 6066),
800 ml suda eritildi. 42ml HCI ilave edilerek pH’si 8.0’e ayarlandi ve hacim, distile su
ile 1 litreye tamamlanarak oda i1sisinda saklandi.

0.5M Na,EDTA ¢0zeltisi: 186.1gr disodyum etilen diamin tetra asetat-2 H,O
(Sigma E 5134), 800ml suda eritildi. NaOH pelletleri kullanilarak pH’s1 8.0’e ayarlandi
ve hacim, distile su ile 1 litreye tamamlanip oda i1sisinda saklandi.

Son olarak 2.5ml 1M Tris co6zeltisi ve 0.5ml 0.5M Na,EDTA cozeltisi
kanstirllip, hacim distile su ile 250ml'ye tamamlandi. Karisim otoklavlandi ve oda

Isisinda saklandi.

5.2.3. Polimeraz Zincirleme Tepkimesi (PZT)

Cogaltilmasi planlanan her iki gen bdlgesi i¢cin 50 ul total hacimde optimum
protokoller belirlendi. Her iki grup oncul de en iyi sonucu ayni i1s1 dongulerinde verdi.
TAC1 protokolinde kalip DNA sulandirihrken, MRR1 protokolinde DNA

sulandiriimadan kullanildi.

Kullanilan malzemeler:

e Tag DNA polimeraz enzimi 5U/ul Fermentas EP0402
e 10x Taq Buffer with (NH4).SO4 : Fermentas EP0402
e 25mM MgCl, : Fermentas EP0402
e dNTP Mix 10 mM each : Fermentas R0192
e Thermal cycler cihazi : Techne TC-412
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5.2.3.1. TAC1 PZT

TAC1 icin PZT karisimi:

NuUkleaz icermeyen steril distile su : 33.5 ul

(NH4).SO4’li 10x “Taq Buffer” : 5ul

25 mM MgCl; : 3l

dNTP karigimi her birinden 10 mM : 1l

“Forward” éncul : 1l

“‘Reverse” dncul : 1 pl

Taq DNA polimeraz enzimi 5U/ul : 0.5 pl

Kalip DNA : 5 ul (1/10 sulandiriimig)
Toplam hacim : 50 ul

TAC1 icin 1s1 dongusu

95°C’de 5 dakika 6n denatlrasyon
94°C’de 1 dakika denaturasyon
54°C’de 1 dakika birlesme >~ 10 dobngu
72°C’de 6 dakika uzama )
94°C’de 1 dakika denatlrasyon

52°C’de 1 dakika birlesme >~ 10 dobngu

72°C’de 6 dakika uzama )
94°C’de 1 dakika denatirasyon

50°C’de 1 dakika birlesme >~ 10 dongu

72°C’de 6 dakika uzama )

72°C’de 10 dakika son uzama
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5.2.3.2. MRR1 PZT

MRR1 icin PZT karisimi:

Nukleaz icermeyen steril distile su : 35.5 ul
(NH4).SO4’li 10x “Taq Buffer” : 5ul
25 mM MgCl; : 4 ul
dNTP karigimi her birinden 10 mM : 1l
“Forward” éncul : 1l
“‘Reverse” dncul : 1 pl
Taq DNA polimeraz enzimi 5U/ul : 0.5 pl
Kalip DNA : 2 ul
Toplam hacim : 50 ul

MRR1 icin 1s1 donqusu

95°C’de 5 dakika 6n denatlrasyon
94°C’de 1 dakika denaturasyon
54°C’de 1 dakika birlesme >~ 10 dobngu
72°C’de 6 dakika uzama )
94°C’de 1 dakika denatlrasyon

52°C’de 1 dakika birlesme >~ 10 dobngu

72°C’de 6 dakika uzama )
94°C’de 1 dakika denatlirasyon

50°C’de 1 dakika birlesme >~ 10 dongu

72°C’de 6 dakika uzama )

72°C’de 10 dakika son uzama
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5.2.4. PZT Urunlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ve Goruntiilenmesi

PZT Uranler, “DNA ladder” beraberinde agaroz jel elektroforezine tabi tutuldu
ve beklenen buyuklikte Uranlerin olusup olusmadigi UV 1sik altinda goruntulenerek
kontrol edildi.

Kullanilan malzemeler:
e Agaroz: (Sigma A 5093)
e Etidyum bromdar: (Applichem A 1152,0100) (%1’lik solisyon)
e 500 bazlik DNA “ladder”: O’'Range Ruler 500 bp DNA Ladder Fermentas SM0643
e 6X Orange DNA Loading Dye Fermentas SM0643
e 1X TBE tampon

TBE tamponun hazirlanmasi:

Once stok olarak 10X TBE tampon hazirlandi. Bunun icin 108 gr Trizma
“‘base” (Sigma T 6066) ve 55 gr borik asit (Sigma B 6768) 900 ml suda ¢dzuldu. 40
ml 0.5 M Na,EDTA (Sigma E 5134) (pH: 8.0) eklendi ve hacim, su ile 1 litreye
tamamlandi. Na,EDTA’nin ¢ozunebilmesi i¢in hazirlanan solisyon su banyosunda
isitildi. Hazirlan 10X tampon gerektikce distile su ile 1X olacak sekilde sulandirilarak
kullanildi.

Jelin hazirlanmasi ve elektroforez:

Elektroforez tankinin hacmine uygun olarak 40 ml 1X TBE tampon igerisinde
0.48 g (%1,2) agaroz eritildi. Tamamen erimis agarin igine 2 yl (%5) etidyum bromur
solisyonu eklenerek yavasca karistirildi. Hazirlanan karisim sogumadan, 6nceden
hazirlanan ve 13’lu tarak yerlestirilen jel kalibina dokuldu ve katilasmasi igin 20 dk
beklendi.

10 pl PZT Urlnd, yukleme tamponu ile karistirildi. 3ul DNA “ladder” ve
artnlerin 10 pl'si jel kuyucuklarina yuklendi. Elektroforez tanki 1X TBE tamponu ile
doldurularak, jele bu tank icinde Thermo EC320 Minicell Primo Electricophoretic gel

system ile 110 V’da 70 dakika elektroforez uygulandi.
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Goruntileme:

Elektroforezin sonunda jel, UV aydinlaticida incelenerek, bilgisayarh
goruntuleme cihazinda (Vilbert Lourtmat Infinity-1000/26MX) goruntulendi ve fotografi
cekildi.

5.2.5. PZT Urunlerinin Dizi Analizi

Jel elektroforezi ve goruntuleme ile varligi kanitlanan PZT Grunlerinin kalan 40
ml'si, saflastirilmak ve “Primer Walking” hizmeti ile dizi analizi yapilmak Uzere

Macrogen (Seul/Kore) firmasina gonderildi.

5.3. Dizi Analizi Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Gelen sonuglarin degerlendiriimesinde BioEdit surim 7.0.9.0 programi
kullanildi. NUkleotid dizileri hizalandi, amino asit dizilerine ¢evrildi ve referans dizilerle
karsilastirilarak mutasyonlar saptandi.

TAC1 geninde gorilen mutasyonlarin saptanmasinda flukonazole duyarli
ATCC14053 susuna ait dizi referans dizi olarak kabul edildi.

MRR1 geninde goérulen mutasyonlarin saptanmasinda, flukonazole duyarli
ATCC14053 C. albicans susunun dizisi ve bu susun dizi analizinde belirlenemeyen
bdlgeler olmasi nedeniyle, flukonazol duyarli yabanil SC5314 C. albicans’a ait
“‘Candida Genome Database”den saglanan dizi referans olarak kabul edildi. Caligilan
suslarin MRR1 dizileri ayrica MDR1 pompasini fazla eksprese eden ve P683H
mutasyonunu barindirdidi bilinen DSY292 no’lu sus ile de karsilastirildi.

Belirlenen mutasyonlar, literatirde flukonazol direngli suslarda atilim
pompalarinin fazla ekspresyonuna neden oldugu gosterilen mutasyonlar ile
kargilastirildi. Flukonazole duyarli, kismi inhibisyon etkisi gosteren duyarli ve direncli
gruplardaki mutasyonlar birbirleriyle de karsilastirildi.
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6. BULGULAR

6.1. TAC1 PZT - Dizi Analizi Sonuglari

6.1.1. TAC1 PZT Sonuglari

Calismaya alinan C. albicans suslarinin timunde, PZT uygulamasi sonucunda
2946 bazlik TAC1 bolgesi ¢ogaltilarak dizi analizine gonderildi. Elde edilen PZT

arunlerinin jel goruntusu, sekil-1’de izlenmektedir.
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Sekil-1. Calisilan C.albicans suslarina ait 2946 baz uzunlugundaki TAC1 gen

bdlgelerinin agaroz jel elektroforez goruntileri

6.1.2. TACL1 Dizi Analizi Sonuglari

PZT ile ¢ogaltilan UrUnlerin dizi analizi sonucunda, ¢alismaya alinan 17 sustan
14’Gnun TAC1 gen bolgesine ait dizilerin tamami elde edildi, diger U¢ susun dizilerinin
basinda, sonunda ya da her iki tarafinda kayiplar oldugu goéruldi. Her sus igin 2946
baz uzunlugundaki TAC1 gen dizisinin elde edilen miktari tablo-5’te gosterilmigtir.

Elde edilen nukleotid dizileri amino asit dizilerine cevirildi ve flukonazole
duyarli ATCC14053 C. albicans susuna ait dizi referans alinarak nokta mutasyonlar
saptandi. Amino asit degisikligine neden olmayan sessiz mutasyonlar dikkate
alinmadi.

Flukonazole duyarli C. albicans suslarinin TAC1 bdlgelerinde K87N, S108N,
M170V, M170l, N174D, F189S, S290C, A377V, N396S, 1558V, N772K, D776N,
S896N, P941L ve E945G mutasyonlari saptanirken, kismi inhibisyon etkisi gdsteren
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duyarli suslara ait dizilerde L5R, F189S, T353S, N396S, 1558V, N772K, D776N,
T782A, Q829E, R869Q, T885K, S896N ve P941L mutasyonlari belirlendi.

Flukonazole direncli C. albicans suslarinin TAC1 dizilerinde ise F104V,
S108N, L149l, M170V, N174D, F189S, N396S, A411V, 1558V, R673Q, A736V,
D776N, A790V, Q829E, S896N ve P941L mutasyonlarinin bulundugu goruldd. Bu
mutasyonlardan F104V(n=1), L149I1(n=1), A411V(n=1), R673Q(n=1), A736V(n=1) ve

A790V(n=3) mutasyonlari galismaya alinan susglardan yalnizca flukonazole direngli

olanlarda saptandi. ATCC14053 C. albicans susuna ait TAC1 dizisi referans olarak

alindiginda incelenen suslarda gézlenen mutasyonlar, tablo-6'da gésterilmistir.

Arastirilan 17 C. albicans susunun TAC1 bdlgelerinde dizi analiziyle belirlenen

nukleotid degisiklikleri sekil-2’de, amino asit degisiklikleri ise sekil-3‘te izlenmektedir.

Tablo-5. Calismaya alinan C. albicans suslarinin TAC1 gen dizilerinin elde

edilebilme orani

. L L o Elde edilen
Sus No Dizi analizi ile Dizinin Dizinin nikleotid dizisi
saptanan basindan kayip | sonundan kayip orani*
Nukleotid Sayisi %

ATCC14053 2946 - - 100,00
533 2946 - - 100,00
565 2946 - - 100,00
644 2823 123 - 95,82
1221 2946 - - 100,00
1453 2832 114 - 96,13
2157 2946 - - 100,00
348 2946 - - 100,00
1978 2946 - - 100,00
93-05 2736 135 75 92,87
813 2946 - - 100,00
DSY?292 2946 - - 100,00
H1 2946 - - 100,00
H2 2946 - - 100,00
H3 2946 - - 100,00
B 2946 - - 100,00
960 2946 - - 100,00

*TAC1 gen uzunlugu 2946 nikleotid
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Tablo-6. ATCC14053 C. albicans’a ait dizi referans alindiginda ¢alisilan

suglarda gorulen TAC1 mutasyonlari

Sus No FIUko&nggeoﬁﬁar““k Amino Asit Degisimi**
ATCC14053 Duyarli - (Referans dizi)
533 Duyarl N396S D776N S896N
565 Duyarl S108N N396S D776N S896N E945G
644 Duyarl S108N M170V N396S D776N P941L
K87N M1701 N174D F189S N396S
1221 Duyarli D776N S896N
1453 Duyarl F189S N396S 1558V D776N P941L
K87N N174D F189S S290C A377V
2157 Duyarl N396S N772K D776N S896N
L5R F189S T353S N396S N772K D776N
348 Ki-Du T782A Q829E T885K S896N
1978 Ki-Du N396S D776N
93-05 Ki-Du N396S D776N
F189S N396S 1558V N772K D776N
813 Ki-Du Q829E R869Q S896N P941L
L1491 N174D F189S N396S A411V 1558V
DSY292 Direndli A790V Q829E S896N P941L
H1 Direncli S108N N396S D776N A790V S896N
S108N M170V N396S D776N A790V
H2 Direncli S896N
H3 Direngli F104V N396S A736V D776N
S108N M170V N396S R673Q D776N
B Direncli S896N P941L
960 Direngli N396S D776N Q829E

*Ki-Du: Kismi inhibisyon etkisi gosteren duyarli
**Koyu yazilan mutasyonlar sadece direncli suslarda géralmustar.
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Sekil-2. incelenen C. albicans suslarinin TAC1 gen bélgelerinde dizi analizi

sonucunda saptanan nukleotid degisiklikleri
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Sekil-3. incelenen C. albicans suslarinin TAC1 gen bélgelerinde dizi analizi

sonucunda saptanan amino asit degisiklikleri
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6.2. MRR1 PZT - Dizi Analizi Sonuglari

6.2.1. MRR1 PZT Sonuglari

Calisilan C. albicans suslarinin timunde, PZT ile 3327 bazlik MRR1 bdlgesi
cogaltildi ve dizi analizi yapilmak uzere gonderildi. Yapilan PZT sonrasi elde edilen

artnlerin jel géruntileri, sekil-4’de izlenmektedir.

1eppe
{ csoriooLy
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3500 '

Sekil-4. Calisilan C.albicans suslarina ait 3227 baz uzunlugundaki MRR1 gen

bolgelerinin agaroz jel elektroforez gérintileri

6.2.2. MRR1 Dizi Analizi Sonuglari

Dizi analizi sonucunda incelenen 17 C. albicans susundan yalnizca ikisine ait
MRR1 dizilerinin tamami elde edilebildi. 13 susa ait dizilerin basinda, sonunda ya da
her iki tarafinda kayiplar oldugu goérulda. Diger iki susa ait MRR1 gen dizisi ise, dizi
analizi yapilmak Uzere iki defa PZT Granu gonderildigi halde belirlenemedi. Gelen
sonuglar incelendiginde, 491. nukleotidden sonra 1221 no’lu susta 24 nukleotidlik,
533, 565, 2157, 1978, 813, H1, H2, H3 ve B suslarinda ise 12 niukleotidlik insersiyon
dizileri oldugu goruldu. Her susa ait MRR1 gen dizisinin elde edilebilen miktari
tablo-7’de gosterilmigtir.

Dizi analiziyle elde edilen nukleotid dizileri amino asit dizilerine ¢evrildi. Amino
asit dizileri, flukonazole duyarli ATCC14053 C. albicans susuna ait dizi ve dizi analizi
sonucunda bu dizinin tamaminin elde edilememesi nedeniyle, flukonazol duyarli
yabanil C. albicans olan SC5314’Un “Candida Genome Database’den saglanan

MRR1 dizisinin amino asit dizisine g¢evrilmesiyle elde edilen dizi ile karsilastiridi.
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Nokta mutasyonlar belirlendi. Nukleotid dizilerinde go6rilen ancak amino asit

degisikligine neden olmayan sessiz mutasyonlar dikkate alinmadi.

Tablo-7. Calismaya alinan C. albicans suslarinin MRR1 gen dizilerinin elde

edilebilme orani

. L N o Elde edilen
Sus No Dizi analizi ile Dizinin Dizinin nikleotid dizisi

saptanan basindan kayip | sonundan kayip orani*

Nukleotid Sayisi %

ATCC14053 2667 648 12 80,16
533 3165 81 93 94,79
565 3318 12 9 99,37
644 - 0,00
1221 3225 117 9 96,24
1453 3327 - - 100,00
2157 2856 483 - 85,53
348 - 0,00
1978 3252 87 - 97,39
93-05 3327 - - 100,00
813 3315 15 9 99,28
DSY292 2655 672 - 79,80
H1 3261 78 - 97,66
H2 3207 132 - 96,05
H3 2712 615 - 81,51
B 3216 123 - 96,32
960 3236 15 76 97,26

*MRR1 gen bolesinin uzunlugu 491. niikleotidden sonra gorilen insersiyon dizisinin varligina
ya da yokluguna goére degismektedir. Yiizdeler bu durum dikkate alinarak hesaplanmistir.

6.2.2.1. SC5314 C. albicans Susu Referans Alindiginda MRR1 Dizi Analizi
Sonugclari

Calgilan suglara ait MRR1 dizi analizi sonuglari, flukonazol duyarli yabanil
C. albicans SC5314’e ait dizi ile karsilastirildiginda, flukonazole duyarl C. albicans
suslarinin MRR1 bdlgelerinde 13M, P19L, G75R, V127A, S168P, L171P, V341E,
N5141, K531l, Y532N, 1538M, L592F, NO937K, E1020Q, F1032L, S10S7L
mutasyonlari ve flukonazole kismi inhibisyon etkisi gosteren duyarli C. albicans
suglarinin bu bdlgelerinde S161, T73K, L171P, L592F, E1020Q mutasyonlari
saptandi.

Flukonazole direncli C. albicans suslarinin MRR1 dizileri ayni dizi ile
karsilastirildiginda ise, G75R, S168P, L248V, H574V, P683H, N937K, E1020Q,
F1032L, S1037L, S1039F, S1041L, T1065R, P1066A, A1068D, L1069F ve N1071K
mutasyonlari belirlendi. Bu mutasyonlardan H574R(n=2), P683H(n=1), S1039F(n=1),
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S1041L(n=1), T1065R(n=1), P1066A(n=1), A1068D(n=1), L1069F(n=1) ve N1071K

(n=1) mutasyonlari

olanlarda goruldu.

calismaya alinan suslardan vyalnizca flukonazole direngli

SC5314 C. albicans susunun MRR1 dizisi referans olarak alindiginda diger

suslarda gb6zlenen mutasyonlar, tablo-8'de gosterilmistir.

Tablo-8. SC5314 C. albicans’a ait dizi referans alindiinda ¢alisilan suslarda

gorulen MRR1 mutasyonlari

Flukonazole Duyarlilik

Sus No v Amino Asit Degigimi**
Kategorisi*

ATCC14053 Duyarli L248V V341E N746S E1020Q

G75R S168P N937K E1020Q F1032L
533 Duyarh S1037L

P19L G75R S168P N937K E1020Q
565 Duyarli F1032L S1037L

V127A L171P V341E N514I K531 Y532N
1221 Duyarli 1538M E1020Q
1453 Duyarli I3M L248V V341E E1020Q
2157 Duyarl L171P L248V L592F E1020Q
1978 Ki-Du T73K E1020Q
93-05 Ki-Du L171P L592F
813 Ki-Du S161 T73K L171P E1020Q
DSY292 Direncli P683H

G75R S168P H574R N937K E1020Q
H1 Direncli F1032L S1037L

G75R S168P H574R N937K E1020Q
H2 Direncli F1032L S1037L
H3 Direncli L248V E1020Q

G75R S168P N937K E1020Q F1032L
B Direngli S1037L

S1039F S1041L T1065R P1066A
960 Direngli

A1068D L1069F N1071K

*Ki-Du: Kismi inhibisyon etkisi gosteren duyarli
**Koyu yazilan mutasyonlar sadece direngli suslarda géralmastar.
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6.2.2.2. ATCC14053 C. albicans Susu Referans Alindiginda MRR1 Dizi
Analizi Sonuglari

Arastinlan suslarin dizi analizi sonucunda elde edilen MRR1 dizileri,
arastirmanin planlanma asamasinda 6n goruldigu sekilde flukonazole duyarli sus
olan ATCC14053’Un dizisi ile karsilastinldiginda, s6z konusu susa ait nukleotid
dizisindeki eksiklige bagh olarak, bastan ilk 216 amino asit ve sondan dort amino asit
degerlendiriliemedi. Bununla beraber elde edilen kisim referans olarak alindiginda,
cahsilan susglarin MRR1 bolgelerinde asagida belirtilen amino asit degisiklikleri
bulundu:

ATCC14053 ile karsilastinlldiginda flukonazole duyarli C. albicans suslarinda
gorulen mutasyonlar sirasiyla V248L, E341V, N514l, K531I, Y532N, I538M, L592F,
S746N, N937K, Q1020E, F1032L, S1037L seklinde oldu. Kismi inhibisyon etkisi
gOsteren duyarli C. albicans suslarinda goérulen mutasyonlar ise V248L, E341V,
L592F, S746N ve Q1020E idi.

Flukonazole direncli grupta belirlenen mutasyonlar V248L, E341V, H574R,
P83H, S746N, N937K, Q1020E, F1032L, F1037L, S1039F, S1041L, T1065R,
P1066A, A1068D, L1069F, N1071K olarak siralandi.

Sadece direngli suglarda gézlenen mutasyonlar agisindan, referans dizi olarak
SC5314’e ait dizinin kullaniimasi ile ATCC14053’e ait dizinin kullaniimasi arasinda bir
fark olmadi§i gorildi. Her iki durumda da sadece direngli suslarda gdzlenen
mutasyonlar H574V, P683H, S1039F, S1041L, T1065R, P1066A, A1068D, L1069F
ve N1071K seklinde belirlendi.

Calisilan susglarin  MRR1 dizilerinin ATCC14053 susuna ait dizi ile

kargilastirildiginda bulunan mutasyonlar tablo-9’da gosterilmigtir.
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Tablo-9. ATCC14053 C. albicans susuna ait dizi referans alindiginda galigilan

suslarda gérilen MRR1 mutasyonlari

Sus No Flukor@?ggeoﬁggar““k Amino Asit Degisimi**

ATCC14053 Duyarli - (Referans dizi)

V248L E341V S746N N937K F1032L
533 Duyarli S1037L

V248L E341V S746N N937K F1032L
565 Duyarh S1037L
1291 Duyarli V248L N5141 K5311 Y532N 1538M S746N
1453 Duyarli S746N
2157 Duyarl E341V L592F S746N
1978 Ki-Du V248L E341V S746N
93-05 Ki-Du V248L E341V L592F S746N Q1020E
813 Ki-Du V248L E341V S746N
DSY292 Direncli V248L E341V P683H S746N Q1020E

V248L E341V H574R S746N N937K
H1 Direncli F1032L S1037L

V248L E341V H574R S746N N937K
H2 Direncli F1032L S1037L
H3 Direncli E341V S746N

V248L E341V S746N N937K F1032L
B Direncli S1037L

V248L E341V S746N Q1020E S1039F
960 Direncli S1041L T1065R P1066A A1068D

L1069F N1071K

*Ki-Du: Kismi inhibisyon etkisi gosteren duyarli
*Koyu yazilan mutasyonlar sadece direngli suglarda gértlmustar.

6.2.2.3. DSY292 C. albicans Susu Referans Alindiginda MRR1 Dizi Analizi
Sonuglari

Calismaya alinan flukonazole direngli suglardan DSY292'nin daha onceki
yayinlarda MRR1 gen bdlgesinde P683H mutasyonuna sahip oldugu ve MDR1 atilim
pompasini fazla eksprese ettigi bildirilmis olmasi nedeniyle, bu sus da referans olarak
alindi. Ancak s6z konusu susa ait dizi analizi ile elde edilen nikleotid dizisindeki

eksikliklerden dolayi, ilk 224 amino asit dederlendirilemedi. DSY292 susuna ait
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MRR1 dizisi referans olarak alindiginda, calismaya alinan suslarda belirlenen

mutasyonlar tablo-10’da gosterilmigtir.

Tablo-10. Flukonazole direngli

DSY292 C. albicans’a ait dizi

alindiginda galigilan suslarda gorilen MRR1 mutasyonlari

referans

Sus No Flukor&iiggeoﬁ;}k’ar““k Amino Asit Degigimi**

ATCC14053 Duyarli L248V V341E N746S E1020Q

G75R S168P N937K E1020Q F1032L
533 Duyarli S1037L

P19L G75R S168P N937K E1020Q
565 Duyarl F1032L S1037L

V127A L171P V341E N5141 K531] Y532N
1221 Duyarli 1538M E1020Q
1453 Duyarl I3M L248V V341E E1020Q
2157 Duyarl L171P L248V L592F E1020Q
1978 Ki-DU T73K E1020Q
93-05 Ki-Du L171P L592F
813 Ki-Du S161 T73K L171P E1020Q
DSY292 Direncli - (Referans dizi)

G75R S168P H574R N937K E1020Q
H1 Direncli F1032L S1037L

G75R S168P H574R N937K E1020Q
H2 Direncli F1032L S1037L
H3 Direngli L248V E1020Q

G75R S168P N937K E1020Q F1032L
B Direncli S1037L

S1039F S1041L T1065R P1066A
960 Direncli A1068D L1069F N1071K

*Ki-Du: Kismi inhibisyon etkisi gosteren duyarli
**Koyu yazilan mutasyonlar sadece direngli suslarda géralmustur.

Calismaya alinan 15 C. albicans susunun MRR1 bdlgelerinin dizi analiziyle

saptanan nukleotid dizileri sekil-5'te, amino asit dizileri ise sekil-6‘'da SC5314’e ait dizi

beraberinde izlenmektedir.
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Sekil-5. Calismaya alinan 15 C. albicans susunun MRR1 gen bdlgesinde dizi

analizi sonucunda saptanan nukleotid degisiklikleri

1221 sugunda 492. pozisyonunda bulunan 24 nukleotid uzunlugundaki

insersiyon dizisi, diger suslara ait dizilerde sekil Ustinde gosterilen cetvele gore

kaymaya neden olmaktadir.
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Sekil-6. Calismaya alinan 15 C. albicans susunun MRR1 gen bdlgesinde dizi

analizi sonucunda saptanan amino asit degisiklikleri

1221 no’lu susta bulunan 8 aminoasit uzunlugundaki insersiyon dizisi, diger

suglara ait dizilerde sekil Ustinde gosterilen cetvele gore kaymaya neden olmaktadir.

164. amino asitten sonraki mutasyonlar, literatirde bildirilen mutasyonlar ile

karsilastirilirken, cetvele gore belirlenen amino asit sayisindan 8 g¢ikartiimalidir.
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7. TARTISMA

Son birka¢g on yilda, kanser kemoterapisi, organ transplantasyonu gibi
nedenlerle bagisik yaniti baskilayici tedavi alan hastalarin ve AIDS hastalarinin
sayisinin artmasina paralel olarak, firsat¢i mantar infeksiyonlarinin sikhginin arttigi
bildiriimektedir. Bu infeksiyonlardan en sik sorumlu olan mantarlar Candida turleri
olup, maya benzeri bu mantarlar hastane kdkenli KDI'nin ABD’de dérdiincii, Avrupa
ulkelerinde ise altinci en sik nedeni olarak rapor edilmektedir. Farkli ¢calismalarda
Candida turleri ile olugan KDI ve invazif infeksiyonlarin mortalitesinin %30-50 oldugu
gOsterilmistir (2—6,69,70).

Candida turleri tarafindan olusturulan infeksiyonlardan en sik sorumlu tir
olarak kargsimiza C. albicans c¢ikmaktadir. C. albicans gunumuzde, diger tirlerle
meydana gelen infeksiyonlarin sayisinda gorulen artiga ragmen, her tirli Candida
infeksiyonundan en sik soyutlanan tir olmaya ve en 6énemli insan patojeni mantar
olmaya devam etmektedir (1,21,23,69,70).

C. albicans’in neden oldugu infeksiyonlarin dnlenmesinde ve tedavisinde
kullanilan sinirh sayida antifungal ilag bulunmakta olup, bunlardan flukonazol, oral
kullanilabilmesi, yan etkilerinin az olmasi, genellikle iyi tolere edilmesi gibi nedenlerle
halen ilk ve en sik tercih edilen ajanlardan biridir. C.albicans’da flukonazole direng
genel olarak nadir (%1-2.3) goérulmekle beraber, yukarida belirtilen nedenlerle
bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda, uzun sureli ve sik kullanim sonrasinda
direng gelisebildigi bildirilmistir (3,8,9,56).

C.albicans’da flukonazole direng gelisimi dort farkli mekanizma ile ortaya
cikmaktadir. Bu mekanizmalar Cdr1, Cdr2 ve Mdr1 pompalar ile antifungal
molekullerinin hicre digina atimasi, ilacin hedefi olan lanosterol demetilaz
enziminde degisim, bu enzimi sentezleyen ERG11 geninin fazla ekspresyonu ve
ilacin bloke ettigi metabolik yollara alternatif metabolik yollarin kullaniimasi olarak
siralanabilir. Bu mekanizmalardan bir ya da fazlasi beraber c¢aligabilmekte ve
basamak tarzi bir diren¢ paterni gostermektedir (8—11).

Flukonazole direncli C. albicans suslar ile yapilan c¢alismalar, flukonazol
direncine en sik rol oynayan mekanizmanin atiim pompalarinin asiri ekspresyonu
sonucunda ilacin hicre disina taginmasi oldugunu gostermistir (10).

Direncli suglarda atilim pompalarinin fazla ekspresyonunun mekanizmalari

arastirildiginda, bu pompalari kodlayan genlerin promoter bdlgeleri ve bu promoter
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bolgelere baglanan transkripsiyon faktorleri 6n plana c¢ikmistir. Promoter
bdlgelerdeki mutasyonlarin fonksiyon kaybina yol ac¢tigi bununla beraber promoter
bdlgeler Uzerinde saptanan DRE, BRE gibi gesitli yanit elemanlarinin transkripsiyon
faktorleri ile uyarilmasinin ise pompalarin asiri ekspresyonuna neden oldugu
bildirilmistir. Bu elemanlari taniyan ve atilim pompa genlerinin regulasyonunu
dizenleyen Taclp, Mrrlp, Mcmlp, Caplp ve NDT80 gibi c¢esitli transkripsiyon
faktorleri tanimlanmigtir. Bunlardan Taclp CDR1 ve CDR2 genlerine 6zgin iken
Mrrlp, Mcmlp ve Caplp MDR1 genine 6zgundur. NDT80’in ise baglica CDR1
‘promoter’ine baglanmakla beraber CDR2 ve MDR1’in “promoter” bdlgelerine de
baglanabildigi gosterilmistir. Caplp, oksidatif strese yanitta dnemli olmaktadir, CAP1
geninin delesyonu flukonazol direncinin kaybina sebep olmamigstir. NDT80 Uzerine
calisan arastirmacilar, flukonazol direncine katkida bulunduguna dair kanita
ulasamamigtir. Mcm1p, C. albicans metabolizmasinda birden fazla fonksiyonu
bulunan MADS Box ailesinden bir transkripsiyon faktdradir. MDR1 lzerinde etkisi
oldugundan kusku duyulmamakla beraber, yagsamsal nitelikli oldugu igin eksikliginin
net sonucu degerlendiriiememektedir ve flukonazol direncindeki roli tam olarak
aydinlatilamamistir. Tanimlanan transkripsiyon faktérlerinden, atiim pompalarinin
asir ekspresyonu sonucunda ve flukonazol direncinde dogrudan rol oynadigi net
olarak gosterilenler CDR1 ve CDR2 icin Taclp, MDRL1 igin ise Mrrip’dir. Atihm
pompalarinin fazla ekspresyonu ile ortaya c¢ikan flukonazol direncinde, bu
transkripsiyon faktorlerini kodlayan genlerde heterozigotlugun kaybi beraberinde
fonksiyon kazandirici tipteki nokta mutasyonlarinin rol oynadigi gosterilmistir (58—
62,71-77).

Coste ve arkadaslari yaptiklari gesitli arastirmalarda TAC1 genini incelemis
ve ardisik yayinlarda 12 farkh pozisyonda 17 adet fonksiyon kazandirici nitelikte
nokta mutasyon tanimlamistir (58,59,71,72). Buna ek olarak Siikala ve arkadaslari,
TAC1 geninde bes pozisyonda alti tane daha benzer ozellikte mutasyon bildirmistir
(60). MRR1 geni uzerine ¢alisan Dunkel ve arkadaslari, yaptiklari arastirmalarda bu
gen uzerinde 13 pozisyonda 14 fonksiyon kazandirici nokta mutasyon tanimlamistir
(62). Her iki gende tanimlanan fonksiyon kazandirici mutasyonlar tablo-11’de
gOsterilmigtir.

Bu calismada, Cdr1, Cdr2 ve Mdr1 atilim pompalarini eksprese etme
duzeyleri onceki galismalarda belirlenmis, yedisi flukonazole duyarl, dordu kismi

inhibisyon etkisi gdsteren duyarli, altisi direngli olmak Uzere toplam 17 C.albicans
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susuna ait TAC1 ve MRR1 gen bolgeleri, PZT ve dizi analizi yontemi ile incelenmis,

flukonazol direncine neden olabilecek nokta mutasyonlari arastiriimigtir.
Tablo-11. TAC1 ve MRR1 genlerinde

kazandirici mutasyonlar ve amino asit degisimleri (59,60,62)

TAC1 Mutasyon Pozisyon Degisim

1 S108N 108 Serin Asparajin
2 T225A 225 Treonin Alanin

3 W239L 239 Triptofan | L6sin

4 P276L 276 Prolin LAsin

5 S290C 290 Serin Sistein

6 E461K 461 Glutamat |Lizin

7 R673Q 673 Arjinin Glutamin
8 R693K 693 Arjinin Lizin

9 A736C 736 Alanin Sistein
10 A736V 736 Alanin Valin

11 A736T 736 Alanin Treonin
12 N740D 740 Asparajin | Aspartat
13 N740S 740 Asparajin | Serin

14 H741Y 741 Histidin Tirozin
15 1794V 794 Izolgsin | Valin

16 E841G 841 Glutamat |Glisin

17 N972D 972 Asparajin | Aspartat
18 N972S 972 Asparajin | Serin

19 N972l 972 Asparajin | izolésin
20 F973S 973 Fenilalanin | Serin
21 N977D 977 Asparajin | Aspartat
22 G980E 980 Glisin Glutamat
23 G980W 980 Glisin Triptofan

MRR1 Mutasyon Pozisyon Degisim

1 K335N 335 Lizin Asparajin
2 Q350L 350 Glutamin |L&sin

3 T360I 360 Treonin izol6sin
4 T381l 381 Treonin |izol8sin
5 P683H 683 Prolin Histidin
6 P683S 683 Prolin Serin

7 N803D 803 Asparajin | Aspartat
8 R873T 873 Arjinin Treonin
9 G878E 878 Glisin Glutamat
10 A880E 880 Alanin Glutamat
11 W893R 893 Triptofan | Arjinin

12 T896I 896 Treonin izoldsin
13 G997V 997 Glisin Valin

14 L998F 998 LGsin Fenilalanin

literattirde bildirilen fonksiyon
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Dizi analizi sonucunda, TAC1 geninde belirlenen mutasyonlardan F104V,
L1491, A411V, R673Q, A736V ve A790V mutasyonlari, sadece g¢alismaya alinan
flukonazole direngli suglar olan DSY292, H1, H2, H3, B ve 960 suslarinda gosterilmis
ve flukonazol direncindeki rolleri tartisilmistir. Direngli suslarin flukonazol MiK
degerleri, ATCC14053 susuna goére atilim pompalarini ekspresyon oranlari ve
sadece bu suglarda saptanan mutasyonlar Tablo-12'de gosterilmistir.

F104V ve A736V mutasyonlari, mikrodilisyon yéntemi ile flukonazol MIK
degeri 32 pg/ml olarak belirlenen ve sirasiyla CDR1, CDR2 ve MRR1 genlerini
ATCC14053 susuna gore 28.4, 33.9 ve 1.0 kat eksprese eden H3 susunda
belirlenmistir. Bu degerler, gorulen flukonazol direncinden Mdr1 pompasindan ziyade

Cdr1-2 pompalarinin agiri ekspresyonunun sorumlu oldugunu isaret etmektedir, bu

Tablo-12. Flukonazol direncli suslarin MiK degerleri, ATCC14053 susuna gdre

atilim pompalarini ekspresyon oranlari ve saptanan mutasyonlar

Sus No Flukonazol CDR1 CDR2 MDR1 Saptanan Saptanan
MIK degeri ekspresyon | ekspresyon | ekspresyon TAC1 MRR1
(Mikrodilisyon | orani*SS oranixSS oranixSS | mutasyonu* | mutasyonu*
yontemi ile)
pg/ml
L1409l
DSY292 >64 - - 19.0+15 A411V P683H
A790V
H1 64 46x05 4.0x0.1 33.3x49 A790V H574R
H2 16 40£05 3.7£0.2 1.7+£0.2 A790V H574R
F104V
H3 32 284+49 | 33.9+£23 1.0+£0.1 A736V -
B 32 320x57 | 47.2+£20 1.7+£0.3 R673Q -
S1039F
S1041L
T1065R
960 8 16+04 2.6+0.2 1.2+0.1 - P1066A
A1068D
L1069F
N1071K

*Daha 6nce literatirde flukonazol direncine neden oldugu bildirilen mutasyonlar koyu

yazilmistir

nedenle CDR1 ve CDR2 genlerinin transkripsiyon faktorii olan TAC1 geninde gorulen
F104V ve A736V mutasyonlarinin 6nemli oldugu dustntlmastir. Bu mutasyonlardan
A736V, Coste ve arkadaslari tarafindan TAC1 geninde hiperaktiviteye ve flukonazol

direncine neden oldugu gosteriimig bir mutasyondur (72). Diger taraftan F104V
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mutasyonu, yine ayni aragtirmacilarin daha onceki bir yayininda belirlenmis bir
varyasyon olup, flukonazol direnci ile iligkilendirilmemigtir (71).

Dunkel ve arkadasglar (62) tarafindan MRR1 gen boélgesinde P683H
mutasyonuna sahip oldugu ve Mdr1 atilim pompasini fazla eksprese ettigi bildirilen
DSY292 susunun TAC1 geninde L149Il, A411V ve A790V mutasyonlari saptanmigtir.
Bu susta gortlen flukonazol direncine MRR1 genindeki P683H mutasyonunun neden
oldugu bilindiginden, bulunan TAC1 mutasyonlarinin hiperaktiviteye neden olan
fonksiyon kazandirici tipte mutasyonlar olma olasiligi1 zayif olarak degerlendirilmistir.

A790V mutasyonu, DSY292’'nin yani sira, H1 ve H2 suslarinda da
gérilmistir. H1 susunun flukonazol MiK degeri 64 pg/ml ve CDR1, CDR2 ile MDR1
genlerini ekspresyon duzeyleri ATCC14053 susuna gore sirasiyla 4.6, 4.0 ve 33.3 kat
fazla olarak belirlenmigtir (78). Ayni c¢alismada (78) duyarli suslardaki CDR1 ve
CDR2 genlerinin ekspresyon duzeylerinin dahi ATCC14053 susuna gore 4.8 ve 8.4
kat fazla olabildigi gosterildiginden, bu susta flukonazol direncinden Mdr1 atilim
pompasinin fazla ekspresyonunun sorumlu oldugu dusunulmastar.

A790V mutasyonunun goéruldigu diger flukonazole direncli sus olan H2'nin
onceki calismada elde edilen MIK ve atilim pompa ekspresyon degerleri
incelendiginde (MiK = 16 pug/ml, CDR1, CDR2 ve MDR1 ekspresyonu sirasiyla 4.0,
3.7 ve 1.7) bu susun atihm pompalarini ekspresyon duzeylerinin, flukonazol duyarli
ve kismi inhibisyon etkisi gdsteren duyarli gruplardan ¢ok yuksek olmadigi gorulmus,
bu susta olasilikla atilim pompalarinin asiri ekspresyonu disinda bir mekanizmanin
direngten sorumlu olabilece@i dustunulmustir. A790V mutasyonu, goruldigu U¢ sus
dikkate alindiginda, asiri ekspresyona neden olan bir TAC1 mutasyonu olarak
degerlendiriimemigtir.

Calismamizda, yalnizca flukonazole direncli suslarda belirlenen diger TAC1
mutasyonu R673Q olup, B susunda gosterilmistir. B susunun flukonazol MiK degeri
32 ug/ml, ATCC14053 susuna gore atihm pompalarini ekspresyon oranlari ise 32.0
(CDR1), 47.2 (CDR2) ve 1.7 (MDR1) seklindedir (78). Bu susta her iki CDR geninin
diger suslara gore 6nemli miktarda fazla eksprese edilmesi, ortak transkripsiyon
faktorleri olan TAC1’de olasi bir hiperaktivasyona isaret etmekte olup, gorilen R673Q
mutasyonunun buna neden olabilecegi dusunulmustir. Bu bulgumuz, s6z konusu
mutasyonun fonksiyon kazandirici nokta mutasyonu olarak bildirildigi makalelerin

verileri ile uyumludur (59,60).
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Calismaya alinan flukonazol direngli suslarin MRR1 bdlgeleri incelendiginde
ise duyarl susglardan farkli olarak, H574V, P683H, S1039F, S1041L, T1065R,
P1066A, A1068D, L1069F ve N1071K mutasyonlari saptanmigtir.

Bu mutasyonlardan sadece DSY292 susunda gorulen P683H mutasyonu daha
once literatirde MRR1'de hiperaktivasyona ve MRR1 geninin asiri ekspresyonu
sonucunda flukonazol direncine neden oldugu bildiriimis bir mutasyondur (62). Bu
mutasyonun c¢alismamizda saptanmasi, uygulanan yontemin dogrulugunu
gOstermesi agisindan 6nemlidir.

Calismaya alinan direngli suslardan MDR1 ekspresyon orani diger suslara
gére oldukca yiiksek olan H1 susunda (MiK = 64 ug/ml, CDR1, CDR2 ve MDR1
ekspresyon oranlari sirasiyla 4.6, 4.0 ve 33.3), H574R mutasyonu belirlenmis ancak
ayni mutasyonun, atihm pompa ekspresyon oranlari fazla yiiksek olmayan H2 (MiK =
16 pg/ml, CDR1 ekspresyon orani = 4.0, CDR2 ekspresyon orani = 3.7, MDR1
ekspresyon orani = 1.7) susunda da bulunmasi nedeniyle bu mutasyonun, MRR1
igin fonksiyon kazandirici mutasyon olmadigi dusunulmastir. Bu susta amino asit
dizisinin ilk 26’si degerlendiriliememis, ancak bugline kadar MRR1 geninin bu
kisminda tanimlanmis fonksiyon kazandirici bir mutasyon bildiriimemistir. Bu bilgiler
IsIginda s6z konusu susta flukonazol direncinden, izlenemeyen 26 amino asitlik
bolgede gorulen bir mutasyonun sorumlu olma olasiigi dusik olarak
degerlendirilmigtir. Bu susta gorilen MDR1 asiri ekspresyonuna, s6z konusu gene ait
henlz tanimlanmamis Mrrl disindaki transkripsiyon faktorlerinin ya da pompa
geninin transkripsiyon faktoriune gerek duymaksizin asiri eksprese olmasinin neden
olabilecegi dustunulmustur.

S1039F, S1041L, T1065R, P1066A, A1l068D, L1069F ve N1071K
mutasyonlari arka arkaya pozisyonlarda 960 no’lu susta gdzlenmistir. incelenen
yayinlarda ve bu calismada degerlendirilen diger suslarda MRR1 gen bdlgesinde bu
sekilde asiri degisken bir bolge gorulmemesi nedeniyle bu mutasyonlara kusku ile
yaklasiimistir. Ozellikle s6z konusu susun MIK degeri ve CDR1-2/MDR1 ekspresyon
oranlarina bakildiginda (Tablo-12), gdézlenen flukonazol direncinin baska
mekanizmalar ile ortaya c¢ikmis olma olasiigi agirhk kazanmigtir. S6z konusu
mutasyonlarin, genin asiri ekspresyonuna neden olup olmadiginin kesin olarak
belirlenmesi ancak klonlama ¢alismalari ile mimkudndur.

Calismaya alinan flukonazol direngli klinik izolatlarin ERG11 genleri daha 6nce

iki farkh arastima ile incelenmigtir. ERG11 ekspresyon duzeylerinin belirlendigi
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arastirma sonucunda (79) flukonazol direnci gosteren suglarin hi¢ birinde ERG11
asirt ekspresyonu bulunmamistir. S6z konusu suslarin  ERG11 bdlgelerinin
incelendigi calismada (80) ise, literatirde flukonazol direncine neden oldugu
gOsterilmis gesitli ERG11 mutasyonlari saptanmistir (H1, H2 ve B suslarinda K143V,
V488l; H3 susunda G464S, G465S). Bu mutasyonlar, bizim bulgularimizla beraber
degerlendirildiginde, CDR1 ve CDR2 genlerinin asiri ekspresyonuna neden olan
TAC1 mutasyonlari iceren H3 ve B suslarinda, ERG11 geninde baglanmayi veya Ug
boyutlu yapiyi degistiren mutasyonlarin da es zamanl olarak bulundugu goraimustar.
Bu durum literatirde bildirilen, ayni susta birden fazla flukonazol direng
mekanizmasinin birlikte aktif olabilecedi yonundeki bulguyu desteklemektedir (10,11).
Ayrica bizim arastirmamiz ile TAC1 ve MRR1 bdlgelerinde mutasyon saptanmayan
H1 ve H2 suslarinda gorulen flukonazol direncinden, bu calismayla ERG11
bolgelerinde saptanan K143V, V488 mutasyonlarinin  sorumlu olabilecegi
disundlmustir. Ancak ERG11 geninde gorulen bu mutasyonlar, H1 ve H2'de gortlen
flukonazol direncini aciklasa da, H1 susunda goérilen MDR1 asiri ekspresyonunu
aciklamamaktadir. Yapilan arastirmalar ile, TAC1, MRR1 ve ERG11 genlerinin hic
birinde mutasyon saptanmayan ve ERG11 genini asiri eksprese etmedigi gosterilen
960 no’lu susta izlenen flukonazol direncinin mekanizmasi aydinlatilamamig, bu
susta flukonazol ile bloke edilen yolaklara alternatif metabolik yolaklarin aktif

olabilecegi dugunulmusgtur.
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8. SONUC VE ONERILER

Bulgularin i1s1dinda, ¢alismaya alinan flukonazol direngli klinik izolatlarimizdan
CDR1 ve CDR2 genlerini digerlerine gore buyuk Ol¢lide fazla eksprese ettigi
saptanmig H3 ve B’de, gorulen asir ekspresyona TAC1 genlerinde saptanan A736V
ve R673Q mutasyonlarinin neden oldugu sonucuna variimigtir.

MDR1 genini asiri eksprese ettigi bilinen H1 susumuzda, bu durumu aciklayan
0zgun bir nokta mutasyonu saptanmamistir. Bu susta gorulen Mdr1 pompasinin agiri
ekspresyonunun agiklanabilmesi igin, transkripsiyon faktéri Mrr1’i kodlayan gende
gorulen fonksiyon kazandirici mutasyonlar disindaki nedenler veya diger MDR1
transkripsiyon faktorlerindeki mutasyonlar arastiriimahdir.

Atihm pompa genlerini ekspresyon duizeyleri, flukonazol duyarli ve kismi
inhibisyon etkisi gosteren duyarl suslarla yakin olan H2 ve 960 suslarinda, gen
ekspresyon duzeyleriyle paralel olarak, asiri ekspresyona neden oldugu bildirilen
herhangi bir mutasyon saptanmamistir. H2 susunda goérilen direng ERG11 geninde
var oldugu bilinen mutasyonlara baglanabilir ancak 960 no’lu susta gorulen direncin
nedenini aydinlatmak icin flukonazol direncine neden oldugu bilinen diger

mekanizmalarin aragtirilmasi uygun olacaktir.
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