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OZET

Doktora Tezi

MIKROBIYAL KONDROITIN SULFATIN ANTIFUNGAL ETKISININ CESITLI
CANDIDA SUSLARINDA FARKLI ANTIMIKROBIYAL TEST YONTEMLERI
KULLANILARAK KARSILASTIRILMASI
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Inonii Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisi
Biyoloji Anabilim Dali

XIII+119 sayfa
2022

Danigman: Dog. Dr. Ayse Sebnem ERENLER

Kondroitin siilfat (KS), hiicre yiizeyinin ve hiicrelerarasi matriksin énemli bir bilesenidir.
N-asetilgalaktozamin ve glukuronik asitin tekrarlayan disakkarit {initelerinden olusan bir
glikozaminoglikandir (GAG)’dir. Tip, veterinerlik, eczacilik ve kozmetik gibi alanlarda
yaygin kullanima sahiptir. Tezimizde, biyoteknolojik yontemler kullanilarak rekombinant
E. coli (C2987) susundan iirettigimiz Mikrobiyal KS’nin, mantar enfeksiyonlarinin
tedavisinde antifungal ajan olarak kullanilabilirligi arastirilmistir. Bu amagla,yaygin
enfeksiyon tilirlerinden, Candida albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida
parapsilosis ve Candida krusei ¢alisilmis, her tiir icin Minimum Inhibitér Konsantrasyon
(MIK) degerleri belirlenmistir. Sonug olarak, Mikrobiyal KS’nin ¢ogu mantar tiirii
iizerinde belirgin antifungal etkinligi oldugu kanitlanmistir.

Vajinal flora, ~%75'ini Lactobacillus, ~%?25'ni de diger mikroorganizmalarin olusturdugu
250’den fazla mikroorganizmanin bulundugu karmasik bir mikrobiotadir. Buradaki dogal
ortamin ¢esitli nedenlerle bozulmasi vajinal dokudaki GAG’larin da yapisini bozarak
enfeksiyon etkeni patojenlere karsi savunmasiz hale getirmektedir. Mikrobiyal KS
biyouyumlu, toksik olmayan ve antialerjik 6zellikleri nedeni ile ve polianyonik bir polimer
olarak onemli bir antifungal ajan potansiyeli tagimaktadir. Caligmamizin sonucunda
antifungal aktivitesi belirlenen Mikrobiyal KS hem vajinal bag dokudaki GAG yapisin
destekleyecek hem de burada olusabilecek muhtemel Candidal enfeksiyonlarinin oniine
gecebilecektir.

Uyguladigimiz antifungal testlerin sonuglari, Mikrobiyal KS’nin inhibitor etkisinin C.
albicans ve C. parapsilosis ve C. krusei’ye karst daha kuvvetli oldugunu gostermistir.
Bunu C. tropicalis takip etmektedir. Sonug olarak, iirettigimiz Mikrobiyal KS vajinal bag
dokudaki GAG yapisin1 destekleyecek ve olusabilecek Candidal enfeksiyonlarin Oniine
gecebilecek potansiyeli tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Mikrobiyal Kondroitin Siilfat, Antifungal aktivite, Vajinal
kandidiyazis, Candida spp.
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Chondroitin sulfate (CS) is an essential component of the cell surface and extracellular
matrix. It is a glycosaminoglycan (GAG) composed of repeating disaccharide units of N-
acetylgalactosamine and glucuronic acid. It is widely used in medicine, veterinary
medicine, pharmacy, and cosmetics. In this thesis, the usability of Microbial CS, which we
produced from recombinant E. coli (C2987) strain using biotechnological methods, was
investigated as an antifungal agent in treating fungal infections. For this purpose, Candida
albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida parapsilosis, and Candida krusei
were studied, and Minimum Inhibitory Concentration (MIC) values were determined for
each species. In conclusion, Microbial CS has shown significant antifungal activity against
most yeast strains.

Vaginal flora is a complex microbiota of more than 250 microorganisms, of which ~75%
is Lactobacillus, and ~25% is other microorganisms. The deterioration of the natural
environment here for various reasons also disrupts the structure of GAGs in the vaginal
tissue, making it vulnerable to infectious pathogens. Microbial CS has the potential to be
an important antifungal agent due to its biocompatible, nontoxic, and antiallergic
properties and as a polyanionic polymer. Microbial CS, whose antifungal activity was
determined as a result of our study, will both support the GAG structure in the vaginal
connective tissue and prevent possible Candidal infections that may occur here.

The results of the antifungal tests we performed showed that the inhibitory effect of
Microbial CS was more substantial against C. albicans, C. parapsilosis and C. krusei,
followed by C. tropicalis. As a result, Microbial CS we produce can support the GAG
structure in the vaginal connective tissue and prevent Candidal infections.

Keywords: Microbial Chondroitin Sulfate, Antifungal activity, Vaginal candidiasis,
Candida spp.
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1. GIRIS

1.1 Mikrobiyal Kondroitin Siilfat

Kondroitin Siilfat (KS), g- (1 — 3) glikozidik baglar ile baglanmis N-asetil-galaktozaminin
(GalNAc) ve glukuronik asitin (GlcA) tekrarlayan disakkarit birimlerinden olusan farkli
siilfat desenleri gosterebilen polimerik bir karbonhidrattir. KS, antienflamatuar,
antikoagiilan, antitrombotik, antioksidan etkiye sahip, kemik ve kikirdak olusumunu
destekleyen, kemik iyilesmesini artiran, timor biiylimesini ve metastazi engelleyen, kan
lipidlerini diizenleyen, santral sinir sisteminin onarimini ve rejenerasyonunu saglayan
ekstraselliiler matriksin 6nemli bir bilesenidir (Erin ve dig, 2018; Bobula ve dig, 2018;
Bougatef ve dig, 2018; Yu ve dig, 2017). KS’nin ¢esitli biyomedikal alanlardaki bu hayati
rolii ve yaygin kullanimi, tiim diinyada KS’nin iiretimini cazip bir arastirma konusu haline
getirmistir. Cesitli Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin ve mantarlarin, patogenezi
devam ettirmek amach konak¢i Glikozaminoglikan (GAG) yapisimi taklit ederek
olusturdugu kapsiiler polisakkaritin {iretilmesiyle Mikrobiyal KS elde edilmektedir
(Schiraldi ve dig, 2010). Dolayisiyla, mikroorganizmanin bu o&zellikleri kullanilarak,

KS’nin mikrobiyal fermentesyon sonucu iiretimi gergeklestirilmektedir.

Ticari olarak temin edilen GAG'larin ¢ogu, kanathlar, yumusakgalar, kopek baligi
kikirdagi, domuz, koyun ve diger memelilerin trakea ve nazal septalar1 gibi hayvansal
kaynaklardan elde edilmektedir. Ancak, Sigir siingerimsi ensefalopati (BSE), H7N9 kus
gribi ve diger gida zinciri krizlerinden kaynaklanan ve arakonak olarak ¢esitli hayvanlar
iizerinden bulasa sebep olan c¢esitli patojenlerin varliginin bir sonucu olarak, bu
glikokonjugatlarin  kaynagi olarak mikroorganizma ve deniz organizmalarinin
arastirilmasina ilgi artmistir (Shi ve dig, 2014; Schiraldi ve dig, 2010). Son zamanlarda,
arastirmacilarin ¢ogu hayvansal kaynakli KS’nin tagiyabilecegi tiim bu riskleri gézoniine
alarak, KS'min iretimini, ¢esitli mikrobiyal kaynaklardan biyoteknolojik olarak veya
kimyasal sentez yontemleri kullanarak saglamaktadir. Dolayisiyla, arastirmacilar diisiik
iriin verimi ve {riin kalitesi, nihai iiriindeki kusurlar, karmasik ve pahali saflagtirma

yontemleri, sterilizasyondaki dezavantajlar, biiyiik miktarlarda organik kimyasallar ve



protein atiklarindan kaynaklanan ciddi kirlilik gibi ¢esitli dezavantajlar1 elimine etmek i¢in
esas olarak daha verimli yontemler olarak diisiindiikleri iki ana yol izlemektedirler.
Bunlardan biri, enzimatik reaksiyonlarla sentetik KS iiretmek, digeri ise fermentatif liretim
stirecleriyle Mikrobiyal KS iiretmektir. Kimyasal sentez yontemleri birden fazla adim
icermektedir ve saflik orami diisiiktiir. Ancak, Mikrobiyal fermentatif iiretim siirecleri ile
daha saf, kaliteli ve verimli KS elde edilmektedir (Badri ve dig, 2021; Jolly ve dig, 2010).

Cizelge 1.1°te KS iiretilen bakteriler ve mL’de tirettikler KS miktarlart verilmistir.

Cizelge 1.1: KS iireten bakteriler ve iirettikleri KS miktarlart (Jolly ve dig, 2010)

Bacillus cereus 8.6
Bacillus circulans 11.7
Bacillus coagulans 8.5
Bacillus licheniformis 9.0
Bacillus megaterium 8.8
Bacillus subtilis 8.9
Lactobacillus acidophilus 8.9
Corynebacterium glutamicum 80.8
Microbacterium arborescens 8.0
Micrococcus varians 8.7
Monascus purpureus 10.1
Streptomyces 8.3
Olivochromogenes -
Streptomyces rubginosus 8.0
Escherichia coli 8.8



1.2 Glikozaminoglikanlar (GAG)

Glikanlar (polisakkaritler), hiicrelerin dort temel bileseninden biridir ve aynm1 zamanda
dogadaki biyopolimerlerin en bol ve c¢esitli olanidir. Biyolojik sistemlerdeki kiitle ve
yapisal ¢esitliligin 6nemli miktarini olusturmaktadir (Ohtsubo ve Marth, 2006). Glikanlar,
hem bakterilerde hem de Okaryotik hiicrelerde 6nemli yapisal islevlere sahiptir. Hiicre
yapismasi, tanima, reseptor aktivasyonu, sinyal iletimi ve endositoz gibi bircok 6nemli
biyolojik siirecte yer almaktadir. Bakteriyel glikanlar farkli hiicre duvari yapilarindan
kaynaklandig1 diisiiniilen bir ¢esitlilik gdstermekte ve viriilans, ozmoproteksiyon faktorleri

olarak islev gormektedir (Herget ve dig, 2008).

Glikozaminoglikanlar hiicre biiyiimesinde ve c¢ogalmasinin diizenlenmesinde, hiicre
yapismasinin tesvik edilmesinde, pihtilasmayr 6nlemede ve yara onariminda onemli rol
oynamaktadir. Glikozaminoglikanlar ¢ekirdek disakkarit birimlerine gore siniflandirilarak
4 ana gruba ayrilmaktadir. Bunlar heparin/heparan siilfat, kondroitin siilfat/dermatan siilfat,

keratan stilfat ve hiyaliironik asit olarak tanimlanmaktadir (Casale ve Crane, 2021).

"Gliko-" Oneki, bir aminoglikan veya amino sekere (N-asetilglukosamin veya N-
asetilgalaktozamin) bagli galaktoz veya iironik seker (glukuronik asit veya iduronik asit)
anlamina gelmektedir. Memeli hiicrelerindeki GAG biyosentezi, hiicresel sitoplazmada bes
iiridin difosfat (UDP) tiirevli aktive edilmis sekerlerin sentezi ile baslar. Bu UDP ile aktive
olan sekerler daha sonra daha fazla modifikasyon ic¢in bir antiporter transmembran
tasiyicist  yoluyla  sitoplazmadan  Golgi  aparatina  tasmir.  Istisna  olarak
glikozaminoglikanlardan hiyaliironik asit (HA) golgi aparatinda modifikasyona ve
stilfasyona ugramak yerine, HA oncii sekerleri sitoplazmadan plazma membranina taginir
ve bu da siilfatlama olmaksizin HA iiretimine yol agar. Diger tim GAG'lar, Golgi aygitinin
icinde ve c¢evresinde fonksiyonel gruplarin siilfatlanmasi da dahil ek modifikasyonlar
gecirmektedir. Monosakkaritlerin tipindeki farkliliklar ve siilfatlama modeli ile ilgili
modifikasyonlar; GAG’lari, hiyaliironik asit, heparin/heparan stlfat, kondroitin
stilfat/dermatan siilfat ve keratan stilfat gibi dort farkli kategoriye ayirmaktadir (Cizelge

1.2.) (Casale ve Crane, 2021).



Cizelge 1.2: Glikozaminoglikan ¢esitlerinin yapis1 ve bu yapiy1 olusturan disakkarit

birimleri (Casale ve Crane, 2021)

Heksuronik asit Heksozamin
Hiyaliironik asit Glukuronik asit N-Asetil Glukozamin
Kondroitin sulfat Glukuronik asit N-Asetil Galaktozamin

Dermatan siilfat

stilfatlr)

Iduronik asit veya

(2. ve/veya 3. Karbon

(4. ve/veya 6. Karbon
stlfatlr)

N-Asetil Glaktozamin

il g5 (4. Karbon siilfatli)
Heparan siilfat ve Iduronik asit veya N-Asetil veya N-siilfat
Heparin Glukuronik asit Glukozamin
(6. Karbon stilfatl1)
Keratan siilfat Galaktoz N-Asetil Glukozamin

(6. Karbon stilfatli)

1.2.1 Hiyaliironik asit

Hiyaliironik asit (HA), hiicre dis1 matriksteki en bol bulunan yapisinda siilfat bulunmayan,
en basit yapidaki GAG'dir. Diger GAG'lar gibi Golgi aygitindaki fonksiyonel gruplarin
ilave stilfatlanmasini  gerektirmez. Sirasiyla baghh  glukuronik asit ve N-
asetilglukozamin’den olusan dogrusal bir polisakkarittir (Gerdin ve Héllgren, 1997). Bu
monosakkarit yapi taslari hiicre sitoplazmasinda sentezlenmekte ve HA sentezi ig¢in
diflizyon yoluyla plazma zarma alinmaktadir. HA, plazma zari i¢inde sentezlendikten
sonra, diger GAG’lardan farkli olarak, hiicreden hiicre disi bosluga degistirilmeden

salgilanir (Casale ve Crane, 2021).

HA, viicut dokularinda her yerde bulunmaktadir ve en iyi su molekiillerini ¢ekme

kabiliyeti ile bilinmektedir. HA'min son derece polar yapist nedeniyle suda kendi



agirhgmmin - 10.000 katim1  baglayabilmektedir. Bu nedenle sinovyal eklemlerin
yaglanmasinda ve yara iyilesme siireclerinde kilit rol oynamaktadir. HA ayrica klinisyenler
tarafindan doku rejenerasyonunu ve cilt onarimini desteklemek i¢in eksojen olarak

kullanilmaktadir (Litwiniuk ve dig, 2016).

1.2.2 Heparan siilfat ve heparin

Heparin ve heparan siilfat, N-asetilglukozamin ve heksuronik asitin tekrarlayan disakkarit
iinitelerinden olusmaktadir. Heparin ve heparan siilfatin glukozamin bilesigi lizerinde
bulunan cesitli hidroksil gruplarinin veya amino grubunun siilfatlanmasi, biyolojik islevini
belirlemektedir. Bu fonksiyonel gruplar sayesinde c¢esitli proteinler, sitokinler ve biiylime
faktorleri ile etkilesime girme yetenegi kazanmaktadir. Heparin, heparan siilfatin modifiye
edilmis seklidir ve heparan siilfatin asinn stilfath bir hiicre i¢i varyantidir. Heparin aym
zamanda hastalarda yaygin olarak antikoagiilan olarak kullanilmaktadir (Souza-Fernandes

ve dig, 2006).

Heparan siilfat, birgok biyoaktif rolii ve kanser tedavisi i¢in farmakolojik bir hedef olarak
potansiyel kullanimi1 nedeniyle en iyi ¢alisilmis GAG'lardan biridir. Heparan siilfat, hiicre
dis1 matriks (ECM) organizasyonu saglamakta, ayni zamanda reseptorler ve ligandlar
arasinda bir koprii gorevi gorerek hiicresel biiylime faktorii sinyallemesinin
modiilasyonunu saglamaktadir. Hiicre dis1 matrikste, heparan siilfat, hiicreden hiicreye ve
hiicreden hiicre dis1 matrikse yapismayi tesvik etmek icin kolajen, laminin ve fibronektin
dahil bircok bilesikle etkilesime girmektedir. Hiicre dist matrikste heparan siilfatin
bozulmasi, malign hiicrelerin gociine ve metastaza yol agar. Bu mekanizma, kanser
metastazinin 6nlenmesi i¢in heparan siilfatt uygulanabilir farmakolojik hedefler haline
getirmektedir (Casale ve Crane 2021). Heparan siilfat ayrica hiicresel biliylime faktorii
sinyallesmesinde onemli bir rol oynamaktadir. Heparin, ayn1 zamanda bir antikoagiilan
olarak kullanilmasiyla GAG'larin bilinen en eski biyolojik roliinii temsil etmektedir

(Knelson ve dig, 2014; Jin ve dig, 1997).

1.2.3 Keratan siilfat

Keratan siilfat, galaktoz ve N-asetilglukozaminden olusan disakkarit tekrarindan
olusmaktadir. Keratan siilfat, hem kornea hem de sinir sisteminde 6nemli islevsel role
sahiptir. Kornea, viicutta bilinen en zengin keratan siilfat kaynagini olusturmakta ve bunu
beyin dokusu izlemektedir. Keratan siilfat, korneada optik netlik i¢in gerekli olan kolajen

fibril araliginin diizenlenmesini saglamaktadir (Funderburgh 2000). Bunun yani sira, su
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molekiilleri ile etkilesimine dayali olarak kornea hidrasyonunun optimizasyonunu
gergeklestirmektedir. Diger GAG'larda oldugu gibi, keratan siilfatin siilfatlasma derecesi
fonksiyonel durumunu belirlemektedir. Keratan siilfatin spesifik genetik mutasyonlara
bagli anormal siilfatlasma paternleri, korneanin opasitesinin artmasina ve sonugta gérme
bozukluklarina neden olmaktadir. Keratan siilfat ayrica sinir dokusunun gelisiminde

onemli bir diizenleyicidir (Funderburgh 2000, 2002).

1.2.4 Dermatan siilfat

Dermatan siilfat (DS), yapisal olarak HS'ye benzer. Disakkarit zincirleri, 50-200 tekrar
iceren N-asetilgalaktozamin ve heksuronik asitlerden olugsmaktadir (iduronik asit veya
glukuronik asit). Heparan siilfat ve Heparine benzer sekilde, Golgi aygitinda yer alan
DS'nin siilfatlasma modeli, ortaya ¢ikan bilesigin biyolojik aktivitesini belirlemektedir.
Kikirdakta, ciltte ve aortta bol miktarda bulunmaktadir. Bunlarin disinda, beyin, akciger,
karaciger, bobrek ve kalp gibi ¢esitli dokularda bulunmaktadirlar. Hiicre dis1 matrikslerin
toplanmasi, biiyiime faktorleri, baglama yoluyla sinyal iletimi, pihtilasma ve yara

tyilesmesinde gorev almaktadir (Neill ve dig, 2015; Mizumoto, 2017).

1.2.5 Kondroitin siilfat

Kondroitin siilfat (KS), insanlarda, diger memelilerde ve omurgasizlarda ve ayrica bazi
bakterilerde yaygin olarak bulunan, B-(1—3) glikozidik baglar ile baglanms, farkli karbon
pozisyonlarinda siilfatlanmis (Siilfatsiz  KS, KS-O'dur), N-asetilgalaktozamin ve
glukuronik asitin tekrarlayan disakkarit zincirlerinden olusan bir GAG’dir (Sekil 1.1.). KS,
hem hiicre ylizeyinin hem de hiicre dis1 matriksin 6nemli bir bileseni olmakla beraber,
direng ve elastikiyet gibi kikirdagin 6nemli biyomekanik 6zelliklerinin ¢ogundan sorumlu
polimerik karbonhidrattir. (Henrotin ve dig, 2010). Tasiyic1 proteinlere bagli olan KS’nin
polisakkarit zincirleri sayist 10 ile 200 arasinda degisen tekrarli birimlerden olusmaktadir.
KS, eklem kikirdaginda en ¢ok bulunan GAG’dir (Akgiin ve Ogiit, 2002). KS viicutta
bulundugu dokuya gore ¢esitli siilfat desenlerine sahiptir ve siilfatlasma modeline bagh
olarak biyolojik aktivitesi deg§ismektedir. Bag dokusu hiicre dis1 matriksinin, elastikiyetini
ve diger islevlerini saglayan dnemli bir bilesendir. KS, nispeten yiiksek molekiiler agirlik

ve yiik yogunlugu ile heterojen GAG ailesinin bir iiyesidir (Tuan, 2004).



Kondroitin siilfat (KS)
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Sekil 1.1: Kondroitin siilfatin kimyasal formiilii (Wang ve dig. 2016)

KS, diger biyomolekiillerle spesifik etkilesimlere imkan veren bir fonksiyonel grup
cesitliligine sahiptir. Bu tiir etkilesimler, farklilasma ve gelisme dahil olmak iizere birgok
Oonemli hiicresel silireci diizenlemekte ve KS'nin saglik ve hastaliktaki roliini
belirlemektedir (Badri ve dig. 2021). KS, klinikte yaygin olarak osteoartrit tedavisinde
kullanilmaktadir. Klinik deneyler, radyografik eklem bulgularina dayali olarak osteoartritte
(OA) 1yilestirici etkisinin yani sira semptomatik agri kesici 6zelligini de belgelemektedir.
KS’nin bu klinik etkilerini olusturan bir¢ok mekanizma vardir. KS’nin OA'daki agri
giderici Ozellikleri, OA'da asir1 aktif olan niikleer faktor-kappa-B yolunun zayiflamasina
neden olan anti-inflamatuar o6zellikleri ile ilgilidir (Canas ve dig, 2010). OA'nin
patofizyolojik nedenlerinden biri, eklemlerdeki eklem kikirdagindan KS’nin kaybiyla
ilgilidir, bu da kikirdak ve subkondral kemigin iltihaplanmasina ve katabolizmasina yol
acmaktadir. KS’ nin anabolik etkisi, daha fazla doku hasarini ve sinovyal dokularin yeniden

sekillenmesini 6nlemektedir (Casale ve Crane, 2021).

KS, bag dokusu metabolizmasinda yer alan hiicre dis1 proteazlarin bir inhibitoriidiir.
Anabolik aktiviteyi arttirarak ekstraseliiler matriksin asir1 bozulmasini engellemektedir.
Boylece, hiicreler arasi boslugun biitlinliiglinii koruyarak yapisal bir modiilatér gorevi
gormektedir (Bayliss ve dig, 1999). Bu nedenle, KS'nin azalmasi, ECM bilesenlerinin daha
yiiksek bir bozunmasi ve diizensizligi ile proteazlarindaki artisla iligkilendirilebilir. Vajinal
dokunun ekstraseliiler matriksinde bulunan siilfatlanmis GAG’larda dermatan siilfat
baskindir ve bunu KS ve heparan siilfat takip etmektedir. Yapilan bir g¢aligmada,
postmenopozal kadinlarda premenopozal kadinlara gore, kondroitin siilfatla birlikte
heparan siilfat ve dermatan siilfatin da anlamli derecede azaldig1 goriilmektedir. KS ve
diger GAG’larda belirlenen bu azalmanin dogumlarla birlikte meydana gelen doku kayb1
ve hasarindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir (Bezerra ve dig, 2004). Yapilan bagska bir
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calismada, vajinal kuruluga sahip olan hastalarda tedavi amacl glukozamin siilfat ve KS
igerikli preperat kullanilmis ve hastalarda 6nemli miktarda iyilesme gozlenmistir (Torella

ve dig, 2016).

Ostrojenler, laktobasiller tarafindan kullanilan glikojenin sentezi ve birikiminin yam sira
vajinal epitelinin biiylimesini ve olgunlagsmasini desteklemekte ve ayrica bagisiklik
faktorlerinin (immiinoglobulinler) ve GAG’larin (hiyaliironik asit, kondroitin siilfat,
glikoproteinler) sentezini saglamaktadir. Vajinal epitelden glikojenin salinma siireci, vajen
epitelinin ara katmanlarinin olusumuna ve yenilenmesine katkida bulunan progesteronun
etkilerine baglidir (Orazov ve dig, 2020; Tyuzikov ve dig, 2018). Bununla birlikte,
kadinlarda iiretranin ve mesanenin dogal antibakteriyel korumasi, progesteron olmadan
imkansizdir. Bu durum Ostrojenlerin mesanenin iirotelyumundaki GAG’larin sentezini
etkilemesiyle iliskilidir, progesteron, GAG’larin iirotelyumdan mesane liimenine

salinmasin saglamaktadir (Orazov ve dig, 2020; Clemons ve dig, 2002).

1.3 Kondroitin Siilfatin Biyosentezi

Kondroitin siilfat proteoglikanlar (KSPG'ler), sayisiz biyolojik ve patofizyolojik olayi
iceren diizenleyici ortami1 olusturan temel hiicre i¢i ve hiicre dis1 bilesenlerdir. KSPG'lerin
cesitli  islevleri, esas olarak  polisakkarit  kisimlarimin, kondroitin  siilfat
glikozaminoglikanlarinin (KS-GAG) yapisal degiskenligine baglhidir (Mikami ve Kitagawa,
2013). Bu islevleri anlamak i¢cin KS biyosentezi ve katabolik siireclerin anlagilmasi
gerekmektedir. Cesitli dokulardaki KS =zincirlerinin boyutu ve sayisi, ayni zamanda
stilfatlasma konumu ve derecesi de dnemli 6l¢iide degismektedir. Bu tiir yapisal ¢esitlilik,

KS'lerin ¢ok yonlii islevlerine katkida bulunmaktadir (Mikami ve Kitagawa, 2013).

KS zincirlerinin birlesmesi endoplazmik retikulum ve Golgi kompartmanlarinda meydana
gelmektedir. KS zinciri, GAG-protein baglant1 bolgesi olarak adlandirilan GlcABI1-
3GalB1-3Galp1-4Xylp1-O-Ser'in sentezi ile baslatilir ve farkli ¢ekirdek proteinlere
gomilii serin kalintilarina kovalent baglarla baglanarak devam etmektedir (Uyama ve dig,
2007; Silbert ve Sugumaran, 2002; Sugahara ve Kitagawa, 2000). Baglant1 bdlgesinin
tetrasakkarit yapisi, tek tek monosakkarit birimlerinin, tek Xyl (ksiloz), iki ardisik Gal
(galaktoz) ve tek GIcA (Glukuronik asit) tortusunun spesifik glikosiltransferazlar
tarafindan sirayla adim adim eklenmesi yoluyla birlestirilmektedir. GalNAc (N —
asetilgalaktozamin) transferaz I enzimi tarafindan tetrasakkarit baglanti bolgesindeki

indirgeyici olmayan terminal GIcA tortusuna ilk GalNAc transferi, kondroitin omurgasinin
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sentezini baslatmaktadir. (Bai ve dig, 2001; Kitagawa ve dig, 1998). Kondroitin omurgast,
stilfatlama ve epimerizasyon ile modifiye edilmektedir (Malmstrom ve dig, 2012; Uyama
ve dig, 2007; Kusche-Gullberg ve Kjellén 2003). Coklu siilfotransferazlar tarafindan, esas
olarak GIlcA'nin C-2 pozisyonunda ve GalNAc kalntilarinin C-4 ve/veya C-6
pozisyonlarinda siilfat gruplar1 eklenebilmektedir. Sonu¢ olarak, disakkarit birimlerinin
cesitli kombinasyonlar1 ile KS-O, KS-A, KS-C, KS -E ve vb. ¢esitli KS yapilan
olugmaktadir (Sekil 1.2.). Ayrica GlcA'nin iduronik aside (IdoA) epimerizasyonu ile de KS
dermatan stilfata doniistiiriilebilmektedir (Pacheco ve dig, 2009; Maccarana ve dig, 2006).
KS biyosentezinden sorumlu her biyosentetik enzim, hiicre tipine 6zgili ekspresyon paterni
gosterdiginden, tek bir tiirden izole edilen KS zincirlerinde bile 6nemli 6l¢iide heterojenlik

mevcuttur, bu da potansiyel olarak KSPG'lerin fonksiyonel ¢esitliligine yol agmaktadir.

(a) (b)

 Kondroitin siilfat (-4GlcAB1-3GaINACBL-), Disaldarit sdifat deseni
Cesit Disakkarit iinitesi
{QJ FOJ\_'—O—{_H- KS-A Gle1-3GalNAc (48)
Ks-C GlcA-GalNAc(65)
KS-B GleA(25)-GalNAc(4S)
Q = GIcA |_I = GaINAc KS-D GleA(25)-GaINAc(65)
< KS-E GlcA-GalNAc(45,69)
Ks-K GIcA(35)-GaINAc(4S)
KS-L GlcA(35)-GalNAc(6S)

o : KSR GleA(28,38)-GalNAc

HOOC KSM  GleA(35)-GalNAC(4S,65)
KS-S  GleA(25,35)-GalNAc(4S/H65/H)

09 3AcHN KS-T  GleA(2S)-GalNAC(4S,65)

Sekil 1.2: (a) Kondroitin siilfatin yapisal formiilasyonu, (b) Kondroitin siilfatin ¢esitleri
(Vessella ve dig, 2021)

KS zincirlerinin tekrarlayan disakkarit bolgesindeki indirgeyici olmayan terminal seker
kalintilarinin yapisal ozellikleri, zincir uzamasinin nasil sona erdigi hakkinda fikir
verebilir. Ornegin, sigan KSPG agrekan preparatlart {izerindeki KS zincirlerinin kimyasal
analizi, biiyiilk ¢cogunlugunun, i¢ disakkaritlerdekinden 60 kat daha fazla olan 4,6- O-
disiilfatlanmis GalNAc kalintilar ile sonlandigimi gostermektedir (Midura ve dig, 1995).
Ilging bir sekilde, insanlarda intrauterin hayattan 72 yasina kadar diz kikirdaklarindan izole
edilen insan agrekan preparatlarinin KS zincirlerinde, 4,6- O ile biten zincirlerin orani-
distilfatlanmis GalNAc kalintis1t 15 yasindan sonra kademeli olarak artarken, ortalama

zincir uzunluklan yasla birlikte giderek kisalmaktadir (Plaas ve dig, 1999). Bu bulgular,
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GalNAc kalintilarinin 4,6- O- distilfasyonunun, KS zincir sonlandirmasinda indirgeyici

olmayan ugta énemli bir rolii olabilecegini gostermektedir.

KS biyosentezinin aksine, memelilerde KS zincirlerinin katabolizmasimin altinda yatan
mekanizmalar iyi anlagilmamigtir. KS bozulmasinin agirlikli olarak lizozomlarda meydana
geldigi diisiiniilmektedir (Prabhakar ve Sasisekharan, 2006). KS polisakkaritlerinin
parcalanmasi, baslangicta endo-tip hidrolazlar tarafindan katalize edilir ve daha sonra
ortaya cikan oligosakkarit tiriinleri, monosakkarit parcalarini serbest birakmak icin
ekzolitik glikosidazlar ve siilfatazlar tarafindan sirayla indirgeyici olmayan ugtan

pargalanir (Prabhakar ve Sasisekharan, 2006).

KS ¢esitliligi, genellikle, GaNAc'in C-4 ve C-6'sindaki ve GlcA'nin C-2 ve C-3'tindeki OH
gruplarinin yerini alan siilfat gruplariyla saglanmaktadir. KS siniflandirmasi ve tipi, siilfat
grubu yerlesimine baghdir (Cizelge 1.3.) (Shi ve dig, 2014; Malavaki ve dig, 2008; Volpi,
2004). Zincir boyutunun ve siilfat deseninin elde edildikleri kaynaga gore degistigi
bilinmektedir. Mevcut veriler trakeal KS'nin KS-C (20-25 kDa) oldugunu gostermektedir.
Kopekbaligindan elde edilen KS'in ise KS-D olup 50-80 kDa biiylikte oldugu
bilinmektedir. Bununla birlikte, herhangi bir KS zinciri, tek bir doku kaynagindan bile
olsa, boyuta gore heterojendir. Ayrica, KS'nin bilesimi ve konsantrasyonu organizma ve
dokuya baglidir, Bu nedenle karasal ve deniz kaynakli KS, ¢esitli zincir uzunluklar1 ve
asirt siilfatlanmms disakkaritler icermektedir. Ornegin kdpek baligi KS-D, kalamar ve
somon KS-E, timsah KS-E ve tavuk farkli oranlarda KS-A ve KS-E icermektedir
(Schiraldi ve dig, 2010; Malavaki ve dig, 2008; Garnjanagoonchorn ve dig, 2007).
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Cizelge 1.3: Kondroitin siilfat ¢esitleri ve siilfatlanma modelleri (Shi ve dig, 2014)

KS KiMYASAL YAPI
CH,0H
KS-O  Di-0s COOI-I Q -4)GIcA(1-3)GalNAC(p1-
< ; j NHAc
O Unit
CH,0H
KS-A Di-A W HU:;SO' -4)GIcA(p1-3)GalNAc4S(8”
< : ﬂ NHAc
A Unit
CH,OH
KS-B  Di-B COOI-I HO3SO ° -4)GlcA2S(#1-3)GalNACAS(41-
‘ : ﬂ NHAc
0OSO3H B Unit
CH20303H
KS-C Di-C coou ’ -4)GlcA(f1-3)GalNAc6S(/1-
< : >I NHAc
C Unit
CH20503HI
KS-D  Di-diSg COOH HO o -4)GIcA2S(/1-3)GalNAC6S(f1-
o o)
OH
o)
I OSO;H D Unit
CH20503H
o HO,SO '
KS-E  Di-diSg 3 -4)GIcA(f1-3)GalNAc4S, 65(/1-
o)
|
Di-triS -4)GIcA2S(f1-3)GalNACAS, 6S(f1-

OSO;H

E Unit

11

NHAc



Cizelge 1.3. Devami

-4)GIcA2S(41-3)GalNACc4S, 6S(/1-

o -4)GlcA(a1-3Fuc)(f1-3)GalNAc4S (1

NHAc

KS KIMYASAL YAPI
CH0SO3H
KS-E  Di-triS COOR HO;SO fo)
0 o
OH NHAc
o}
| OSO3H  E Unit
CH,R
KS-F RO
o
CH,OSOgH
HO,SO
KS-M
o
| M Unit
KS-K
cu,oso_m
KS-L
1<°:3°="' } NHAc
L Unit
CH,0SO0H
KS-L  Di-tetraS HO,80 o
0. —o
OSO;H NHAc

o
I OSO;H | Unit

-4)GIcA3S(f1-3)GalNAc4S, 65(41-

-4)GIcA3S(/1-3)GalNAcAS(f1-

-4)GIcA3S(/1-3)GalNAC6S(41-

-8)GIcA2S, 35(f1-3)GalNAC4S, 65(f1-
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1.4 Mikroorganizmalarin Hiicre Yiizey Polisakkaritleri

Baz1 bakteri ve mantarlar KS yada KS benzeri bilesikler iiretebilmektedir. Mikrobiyal
kapstiler polisakkaritlerin bu GAG’a yapisal benzerligi, bu bakterileri ideal KS kaynagi
haline getirmektedir. KS yada KS benzeri bilesikleri iiretebilen mikroorganizmalarin,
insanlar ve hayvanlar i¢in glivenli olmasi, avantajli fermentasyon kosullarina sahip olmasi,
genetik materyallerinin tanimlanmis olmasi ve ¢ok sayida KS veya analoglarini iiretebilme
yetenekleri bu mikroorganizmalarn tercih edilir kilmistir (Shi ve dig, 2014; Jolly ve dig,
2010).

Hiicre yiizeyi polisakkaritleri, c¢esitli bakteri tiirleri tarafindan {retilen karmagsik
karbonhidratlardir. Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriler, hiicre zarina kovalent olarak
bagli ayr1 bir kapsiil veya hiicre ylizeyine zayif bir sekilde bagli hiicre dis1 polisakkaritler
tiretirler. Hiicre yilizeyindeki bu ¢esitli polisakkaritler, genellikle bir konakg¢ida
immiinojenik bir tepki bagslatan antijenik belirleyicileri icermekte ve bakteriyofajlar gibi
patojenler icin tanima elemanlar1 saglamaktadirlar (Casale ve Crane, 2021). Hiicre yiizey
polisakkaritleri, hiicre ylizeyine baglanma tipine ve davranislarina gore li¢ kategoride
siniflandirilmaktadir. Bunlar, lipopolisakkaritler (LPS), kapsiiler polisakkaritler (KPS) ve
ekzopolisakkaritlerin (EPS) pargasi olan O antijenleridir (Sekil 1.3.). EPS'ler genellikle
hiicrenin etrafinda amorf bir tabaka olustururlar ve hiicre yiizeyine kovalent olarak bagli
degildirler ve bu nedenle ¢evre ortama salinmaktadirlar. LPS'ler, Gram-negatif bakterilerin
dis hiicre zarindaki O antijenlerine giiclii bir sekilde bagli bir oligosakkarit ¢ekirdek ve bir
lipid bilesenden (lipid-A) olusmaktadir. KPS'ler, hiicre zarinda ya fosfolipidlere ya da
lipid-A molekiillerine kovalent olarak baghdirlar. Ancak polisakkarit ile fosfolipid zar
arasindaki fosfodiester baginin kararsizliginin bir sonucu olarak ¢evre ortama salinabilirler

(Schiraldi ve dig, 2010).
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a) E. coli elektron mikroskop gérintisi b) Hiicre duvar yapisi

Lipopolisakkarit
(endotoksin)

Dig membran
Peptidoglikan

ic membran

d) Lipid A

o
O=p-0H

0 HO

HO W
HO

O-spesifik zincir Kor bilge Lipid A o

Sekil 1.3: E.coli bakterisinin a)Elektron mikroskop goriintiisii b) Hiicre duvar yapisinin, c)
Lipopolisakkarit yapisinin, ve d) Lipid A’nin sematik goriintiisii (Giuliani ve dig, 2010)
Tipik olarak, kapsiil, cesitli sekillerde ikame edilmis bir anyonik polisakkaritten
olusmaktadir, ancak yiiksiiz polimerlerle birlikte proteinler de tagimaktadir. KPS, ¢evresel
streslere direng, ylizeylere yapisma ve patogenez dahil olmak tizere cesitli biyolojik
aktivitelere sahiptir. (Whitfield ve Roberts, 1999; Roberts, 1996). Birka¢ patojenik
bakterinin sahip oldugu KPS'nin, konak¢ida hiicre i¢i sagkalimi sagladigi ve
enfeksiyonlarda 6nemli bir viriilans faktorii oldugu belirlenmistir (Mellata ve dig, 2003).
Kapsiiliin, bakterileri fagositlerin bakterisidal etkisine ve konak¢i savunmalarina karsi
korudugu diisiiniilmektedir (DeAngelis ve Padgett-McCue, 2000). Ancak, Streptococcus,
Pasteurella ve Escherichia'nin kapsiiler mutantlarinin konak¢i savunmalarina direnemedigi
kanitlanmistir (Chung ve dig, 2001; Wessels ve dig, 1994). Bu durumda kapsiil, GAG
benzeri polimerlerden olusmaktadir. Bu kosullarda, kapsiiliin kimyasal yapist konake1
GAGlara ¢ok benzer oldugundan antikor yanit1 ¢ok sinirli olmaktadir. Birka¢ gram-pozitif
ve gram-negatif bakteri patojenitelerini ve bulagiciliklarimi artirmak ig¢in bu molekiiler

taklit stratejisini kullanmaktadirlar (Schiraldi ve dig, 2010).

1.5 E. coli Kapsiiler Polisakkariti

Kapsiil tireten E. coli suslari, kapsiillenmis Gram-negatif bakterilerin modelleri olarak

kabul edilmis ve kapsamli bir sekilde incelenmistir. Kapsiiler antijenleri, oligosakkaridik
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bilesim, dallanma ve yiik yogunlugu bakimindan farklilik gosteren asidik polisakkaritlerdir
(Sekil 1.4). Bu tiiriin tasidig1 kapsiiler polisakkaritler, yapisal 6zellikleri ve zenginlikleri
acisindan karakteristiktir. Bazi durumlarda kapsiillerin yapisi, konak¢1 tarafindan ifade
edilen yapilara benzer veya bunlarla iligkilidir. Bu tiire ait E. coli K4 ve K5 suslarin
kapsiiler polisakkaritleri, sirasiyla siilfatlanmamis kondroitine ve heparine benzeyen
polisakkaritleri ifade etmektedir. Bu kapsiiller ayrica ¢ok zayif immiinojeniktir ve enfekte
olmus bireyler diisiik bir antikor tepkisi gostermektedirler (Roberts, 1996; Sutherland,
1988).

Bir iiropatojenik bir sus olan E. coli O5:K4:H4'nin, bakteri kapsiiliinden kapsiiler K4
polisakkaritlerini (K4 KPS) ilk kez 1988 yilinda Rodriguez ve arkadaslar izole ederek
karakterize etmistir. Bu susun tekrarlayan disakkarit birimi GlcA ve GalNAc tarafindan
olusturulan bir kapsiiler polisakkarit ve siilfatlanmamis kondroitininkine benzer bir
omurgaya sahip fruktozun B-bagli terminal furanoz kalintisin1 sentezledigi bildirilmistir

(Rrodriguez ve dig, 1988).

Kapsiil {
polisakkarit
Lipopolisakkarit {

Dis zar{

Periplazma

I¢c mebran T

Sekil 1.4: Gram negatif bakterilerin hiicre duvar yapis1 (Willis ve Whitfield, 2013)

Kapsiillerin biyosentezi, polimerizasyonu ve tasinmasinda yer alan proteinler, kps adi
verilen genler tarafindan kodlanmaktadir (Roberts ve dig, 1988). E. coli suslarinin tiim kps
kiimeleri, {ic bolgeden olusan ortak bir organizasyonu paylagmaktadir. Bunlardan 1. ve 3.

bolge, KpsM ve KpsT gibi ABC tasima sisteminin proteinlerini kodlayan genleri
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icermektedir (Smith ve dig, 1990). 2. bolge ise serotipe Ozgiidiir ve polisakkaritin
sentezinden sorumlu enzimleri kodlamaktadir. E. coli K4 susunun 2. bolgesi 14 Kb
uzunlugundadir ve 7 gen ( kfoA- kfoG) icermektedir. Bu 7 genden {icli olan kfoA, kfoC ve
kfoF genleri sirastyla kondroitin sentezinden sorumlu olan UDP-glukoz 4-epimeraz,
kondroitin sentaz (kondroitin polimeraz) ve UDP-glukoz dehidrojenaz enzimlerini
kodlamaktadir (Schiraldi ve dig, 2010). kfoC geni, iki islevli bir glikozil-transferaz olan bir
kondroitin polimeraz1 kodlamaktadir. Kondroitin polimeraz, UDP-sekerlerini (hem GIcA
hem de GalNAc kalintilar1) biiyliyen polisakkarit zincirin indirgeyici olmayan ucuna

aktararak cift etkili olarak ¢calismaktadir (Ninomiya ve dig, 2002).

Calismamizda kapsiiler polisakkarit sentezinden sorumlu olan kfoA, kfoC ve kfoF genlerini
tastyan pETM6-PACF plazmidine, bakterilere ileri kiiltiir kosullarinda avantaj saglayan
vgb gen bolgesi entegre edilmis ve E. coli (C2987) susuna klonlanarak kondroitin iiretimi
saglanmistir. pPETM6-PACF vektorii ¢ok uzun bir vektordiir (9865 bp), ve bircok parca
klonlama sirasinda homolog rekombinasyonlara neden olabilen T7 promotorii, lacl

operatorii ve S-Tag gibi tekrarlayan bolgeler icermektedir (Erenler ve dig, 2019).

1.6 Vitreoscilla Hemoglobin

Gram negatif bakteri olan Vitreoscilla'da 1986'da hemoglobin kesfedilmistir (Wakabayashi
ve dig, 1986). Daha sonrasinda diger hemoglobinler ve flavohemoglobinler c¢esitli
mikroorganizmalarda bulunmustur. Bununla birlikte, farkli mikrobiyal hemoglobin benzeri
proteinler de rapor edilmistir (Iijima ve dig, 2000; Couture ve dig, 1999; Andrews ve dig,
1992). Vitreoscilla hemoglobin (VHb), sitozoldeki ¢dziintirliigii ve amino asit dizilimi
acisindan %25 oraninda dkaryotik hemoglobine benzemektedir (Khosla ve Bailey, 1988).
Son zamanlarda, Vitreoscilla hemoglobin (VHDb), 6zellikle biyoteknolojik uygulamalarda,
bakteriyel hemoglobinler arasinda en ¢ok ¢alisilan hemoglobin tiiriidiir (Sekil 1.5.). Bu
proteinin geni (vgb), 6zellikle E. coli, Enterobacter aerogenes, Pseudomonas aeruginosa,
Serratia marcescens gibi gram negatif bakterilere, Bacillus sp. gibi gram-pozitif
bakterilere, ve cesitli mantar tiirlerine klonlanmistir (Biilow ve dig, 1999; Holmberg ve

dig, 1997; Dikshit ve Webster, 1988; Webster, 1987).
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Sekil 1.5: vgb geni tasiyan E. coli'deki VHb'nin hiicre i¢i lokalizasyonu. a) anti-VHb
antikoru ile problanmis yliksek havalandirma altinda; b) bir anti-VHb antikoru ile
problanmis diisiik havalandirma altinda; c) bagisiklik 6ncesi serum ile problanmis hiicreler.
Altin pargaciklar i¢inde lokalize olan VHD, 6zellikle a bolmesinde ok ile gosterilmistir. cy,
sitoplazma; p, periplazma; bar uzunlugu: 0,5 um (Ramandeep ve dig, 2001).

Vitreoscilla'daki VHb'nin hiicresel konsantrasyonunun, biiyiime ortaminin oksijen
konsantrasyonu mikroaerobik seviyeye diistiigiinde, ciddi miktarda arttigi goriilmiistiir
(Boerman ve Webster, 1982). VHb'nin biyosentezi, hem dogal hem de rekombinant
konakgis1 E. coli'de hipoksik kosullar altinda (hava doygunlugunun ~% 10'unun altinda)
aktif olan oksijene duyarli bir promotdr tarafindan transkripte edilmektedir. Oksijenin
sinirlt oldugu kosullar altinda biiyiik bir hiicresel VHb konsantrasyonunun varligi, VHb'nin
birincil islevinin molekiiler oksijeni yakalamak ve Vitreoscillanin aerob bir organizma
olmasina ragmen bu kosullar altinda hayatta kalmasini saglamak oldugunu géstermektedir
(Ramandeep ve dig, 2001). VHb'nin bir oksijen tastyicist olan islevi, solunum zarina
yakinligi, hiicresel islevini en verimli sekilde yerine getirmesini saglayacagini
diistindiirmektedir. E. coli'de bulunan VHb'nin yaklasik % 401 periplazmik boslukta
bulunmaktadir. Dolayisiyla VHb cevresel oksijen kaynagina en yakin yere yerlesik olarak
oksijen transferini kolaylastirmaktadir (Khosla ve Bailey, 1989). VHb sentezi ile
bakterilerin kontrol grubuna gore 10 kata kadar daha fazla oksijen alimina sahip oldugu ve
hiicrelerdeki oksidasyon diizeylerinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Dolayisiyla tiim
bu veriler 15181inda, VHb/vgb'nin sisteminin ¢alismamizda Mikrobiyal KS iiretimine destek
olabilecegi diisiiniilmiis vgb geni ile kondroitin sentezinden sorumlu kfoAd, kfoC ve kfoF
genlerinin birlikte eksprese edildigi orijinal bir rekombinant sus (E. coli pPETM6-PACF -
vgb) tiretilmistir (Erenler ve dig, 2019; Erenler, 2019).
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Tezimizde pek ¢ok biyomedikal alanda etkinligi kanitlanmis KS’nin oldukg¢a smirh
calisilmis antifungal etkinligi arastirilmistir. Antifungal enfeksiyonlar oldukca agresif ve
yayllmaci, tedaviye ise direngli enfeksiyonlardir. Tedavi siirecinde kullanilan
antimikrobiyal ajanlar kadar, vajenin histolojik yapis1 ve vajinal mikroflora elemalarininda

tanimlanmasi ve kontrolti dnemlidir.

1.7 Vajinal Mikroflora Elemanlari

Vajinal flora, vajinal epitel hiicrelerinin glikojen igerigi, yas, vajinal pH, viicut hormon
seviyeleri, cinsel iliski, dogum kontrol yontemleri, antibiyotik tedavi siireci ve dogum gibi
faktorlere bagl olarak degisiklik gostermektedir. Son yillarda yeni nesil DNA dizileme
yontemleri kullanilarak, vajinal mikrofloranin, baskin Lactobacillus tiirlerinin yaninda
farkl1 250°den fazla tiirden mikroorganizmalarin da bulundugu karmasik bir yasam alam
oldugu bildirilmistir. Vajinal mikrobiotada bulunan Lactobacillus tiirlerinden 6zellikle
Lactobacillus cripatus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus iners ve Lactobacillus jensenii
kadinlarin  ~%75'inde bulmaktadir. Kalan ~%25'inde ise ¢ogunlukla anaerobik
bakterilerden olusan tiirler bulunmakta ve baskin bir tiir gozlenmemektedir (Ravel ve dig,

2011).

Vajinal florayr olusturan, Actinomyces, Allisonella, Aerococcus, Alloscardovia,
Anaerococcus, Arcanobacterium, Atopobium, Bacteroides, Balneimonas, Bifidobacterium,
Blautia, Blastococcus, Bulleidia, Campylobacter, Citrobacter, Corynebacterium,
Coriobacteriacea, Enterobacter, Escherichia, Facklamia, Faecalibacterium, Finegoldia,
Gardnerella, Gemella, Haemophilus, Lachnospiracea, Massilia, Megasphera, Mobiluncus,
Mollicutes, Moryella, Olsinella, Parvimonas, Peptostreptococcus, Peptinophilus,
Prevotella, Porphyromonas, Providencia, Proteobacteria, Rhizobialis, Ruminococcaceae,
Salmonella,  Shigella,  Shuttleworthia, Sneathia, Solobacterium, Streptococcus,
Staphylococcus, Veillonella, Ureaplasma cinsi mikroorganizmalarin da varligi tespit

edilmistir (Sekil 1.6.) (Shipitsyna ve dig, 2013; Gajer ve dig, 2012).
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M Lactobacillus iners (38.1%)

B Lactobacillus crispatus (43.2%)

1 Other Lactobacillus species (5.4%)

B Gardnerella vaginalis (7.2%)

M Atopobium vaginae (0.6%)

i Eggerthella (0.001%)

M Prevotella (0.2%)

® BVAB 1 (0.02%)

BVAB 2 (0.01%)

M Finegoldia magna (0.1%)

m Megasphaera type 1 (0.2%)

1 Megasphaera type 2 (0%)

1 Sneathia sanguinegens (0.1%)
Leptotrichia amnionii (0.1%)
BVAB-TM?7 (0.002%)

1 Mobiluncus curtisii/mulieris (0.002%)
Other non-Lactobacillus species (4.8%)

Sekil 1.6: Normal vajinal floraya sahip kadinlardaki vajinal mikrobiomun yiizde olarak
dagilimi1 (Shipitsyna ve dig, 2013)
Sekil 1.6.°de de gorildiigii gibi Lactobacillus tiirleri vajinal floranin en baskin
bakterileridir ve ayn1 zamanda saglikli bir tirogenital sistemin korunmasinda anahtar rol
oynamaktadir (Eryilmaz ve dig, 2018). Vajende laktik asit bakterilerinin 6nemini kesfeden
ilk kisi Albert Ddderlein’dir (Doderlein, 1892). Ddderlein’in arkadasi olan Kronig
Laktobasilleri  anaerobik  kavisli ~ ¢ubuklar  olarak  tanimlamis, Curtis bu
mikroorganizmalarin kiiltiirasyonunu gerceklestirmis, Spiegel ve Roberts ise Mobiluncus
curtisii olarak adlandirmistir (Kronig, 1895; Curtis, 1913; Spiegel ve Roberts, 1984).
Sonrasinda Stanley Thomas ilk kez Lactobacillus acidophilus terimini kullanmistir
(Thomas, 1928). Lauer, Johnson ve arkadaslari DNA- DNA hibridizasyon yontemini
kullanarak birkag¢ Lactobacillus tiriinii tanimlamiglardir (Lauer ve Kandler, 1980; Johnson

ve dig, 1980).

Yapilan bir diger ¢aligmada, vajinal florayr olusturan mikroorganizmalar arasinda,
Lactobacillus tiirlerinin, saglikli vajinal mikrobiotada bulunan bakterilerin en az %70'ini
(107 — 10® CFU (koloni olusturan birim)/g vajinal s1v1) olusturdugu tespit edilmistir (Ravel
ve dig, 2011, Zhou 2004). Saglikli bir kadinin vajinal florasinda bulunabilecek
Lactobacillus tiirlerini bulunduklari oranlar degismekle beraber L. acidophilus, L.cripatus,
L. jensenii, L. gasseri, L. fermentum, L. iners, L. plantarum, L. minutus, L. brevis, L.

catenaforme, L. leichmannii, L. salyarius, L. casei, L. vaginalis, L. delbrueckii, L.
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rhamnosus ve L. reuteri olusturmaktadir (Sekil 1.7.) (Beamer ve dig, 2017; Ventolini,

2015; Cribby ve dig, 2008).

a 5B b CT

8 [ crispatus
0L iners

L. jensenii
8 Unel Lactobacillus
8 [ gasseri

L salivarius
1 L. helveticus

L reuteri

c VK 0L acidapinius BV
L delbrueckii
u [ rhamnosus
8 L fermentum
1 Other Lactobacillus

Sekil 1.7: Vajinal florada bulunan Lactobacillus cinsi mikroorganizmalarin tiir dagilimu. a)
Saglikl1 birey (SB), b) C. trachomatis c) Vajinal Kandidiyazis (VK), d) Bakteriyel
Vajinazis (BV) (Ceccarani ve dig, 2019)

Menarstan O6nce vajinal flora elemanlar1 bazi Lactocillus cinsi mikroorganizmalarla beraber
cilt ve bagirsak mikroorganizmalarindan olusmaktadir (Vicariotto ve dig, 2012).
Lactocillus cinsi mikroorganizmalar i¢in ¢evresel kosullar, kadinlarin iireme evresinin
baslangicindan  itibaren  Ostrojenler ve  progesteron  hormonlar1  tarafindan
diizenlenmektedir. Laktobasiller ve diger bakteriler glikojeni glikoz ve maltoza ve ayrica
laktik aside metabolize etmektedirler. Bu metabolizma, normal olarak tanimlanan 3.8-
4.4°1ik bir vajinal pH’y1 olusturmaktadir (Mendling, 2016). Giiniimiize kadar 120’den
fazla Lactobacillus cinsi bakteri tiirii identifikasyonu yapilmistir. Rutin menstriiasyon

evreleri bagladiktan sonra, kadinlarin vajinal florasinda ondan fazla farkli Lactobacillus
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tiiriine rastlanabilmektedir. Ancak genellikle bir veya iki tiiriin hakim oldugu floraya
rastlanmaktadir (Beamer ve dig, 2017; Ventolini, 2015; Cribby ve dig, 2008; Larsen ve
Monif, 2001).

Lactobacillus tiirleri, laktik asit bakterilerinin 6nemli bir kismini olusturmaktadirlar.
Mikroaerofilik veya anaerobik, spor olusturmayan, aside toleransli, basil veya kok sekilli
Gram pozitif bakterilerdir. Genellikle, degisen uzunluk ve biiyiikliikte (0,5-1,2 x 1-10 um)
olmakla birlikte, ciftler veya zincirler halinde bulunmaktadirlar. Ayn1 zamanda, katalaz
negatif olmakla beraber bir kismi yalanci katalaz tiretebilmektedirler (Liu ve dig, 2014).
Optimum biiylime sicakliklar1 30-40 °C ve pH’s1 5.5-6.2 araligindadir. Laktobasillerin ana
metabolizmasi, Oncelikle laktik asit ve enerji iireterek farkli karbonhidratlarin ve ilgili
bilesiklerin  pargalanmasidir  (Giilel, 2014). Glikoz fermentasyonlarina  gore
homofermentatif ve heterofermentatif olmak iizere iki gruba ayrilmaktadirlar.
Homofermentatifler karbonhidratlardan nihai tUriin olarak laktik asit {retirken,
heterofermentatifler laktik asit disinda etanol, asetik asit ve karbondioksit gibi {irlinler de
iretebilmektedir (Florou-Paneri ve dig, 2013). Lactobacillus tiirleri tarafindan iiretilen
metabolitlerden organik asitler, hidrojen peroksit, reuterin, antifungal peptitler ve
bakteriyosinler antimikrobiyal etkinlige sahip bilesiklerdir (Aldunate ve dig, 2015; Dobson
ve dig, 2012; Holzapfel ve dig, 1995).

Kadin tirogenital sisteminin saglig1 ve isleyisi buradaki mikrofloraya baglidir (Larsen ve
Monif, 2001). insanda normal vajinal flora, bakteriyel vajinozis, idrar yolu enfeksiyonlari,
maya enfeksiyonlar1 ve cinsel yolla bulasan enfeksiyonlar gibi bir dizi iirogenital hastaligin
onlenmesinde kilit rol oynamaktadir (Cherpes ve dig, 2003; Wiesenfeld ve dig, 2003;
Pybus ve Onderdonk, 1999; Martin ve dig, 1999; Gupta ve dig, 1998). Bu koruyuculuk
temelde saglikli kadinlarin vajinal floralarinda baskin olan Lactobacillus tiirlerine
atfedilmektedir. Lactobacillus tiiri mikroorganizmalar, ¢esitli mekanizmalar araciligiyla
onemli koruyucu roller oynamaktadirlar (Ravel ve dig, 2011). Bunlarin arasinda, laktik
asit, hidrojen peroksit, bakteriyosinler ve biyosiirfaktanlar gibi cesitli antimikrobiyal
bilesiklerin tiretimi, rekabet¢i dislama, birlikte agregasyon, immiinomodiilasyon ve
bakteriler arasindaki sinyallesme bulunmaktadir (Reid ve dig, 2011; Kaewsrichan ve dig,
2006). Yapilan bir ¢calismada, Lactobacillus tiirlerinin vajinal epitel hiicrelerini tiim ylizeyi
boyunca kaplayarak yapismasi, patojen mikroorganizmalarin adsorpsiyonunu fiziksel
olarak engelledigini gostermistir. Bu calismada, yiliksek sayida Lactobacillus tiirii hela

hiicrelerine yapisarak dolayisiyla hiicre yiizey reseptorlerine baglanarak Chlamydia
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trachomatis ’in baglanmasini engellemektedir. Yapilan bagka bir in vitro ¢alismada, vajinal
florada bulunan Lactobacillus tiirlerinin konsatrasyonlarina bagli olarak, C. trachomatis
iizerinde inhibisyon etkisinin bulundugu kanitlanmistir (Nardini ve dig, 2016).
Lactobacillus tiirlerinin hela hiicrelerine yapisma derecesi, tlirler arasinda degisiklik

gostermektedir (Sekil 1.8.) (Mastromarino ve dig, 2014).

L. brevis L. salivarius

Sekil 1.8: Lactobacillus tiirlerinin 1. ve 24. saatteki Hela hiicreleri yilizeyine yapigmasi
gosteren Gram boyama 6rnegi (Mastromarino ve dig, 2014)

1.7.1 Lactobacillus acidophilus

L. acidophilus en yaygin bilinen ve kullanilan probiyotik bir bakteridir (Ouwehand ve dig,
2014; Homayouni ve dig, 2014; Vicariotto ve dig, 2012). Hastaliga neden olan patojen
mikroorganizmalara karst koruduklari vajen ve bagirsaklarda yasamaktadirlar. L.
acidophilus 0,6-0,9 x 1,5-6 um boyutlarinda, ¢iftler ve kisa zincirler halinde, ¢ubuk
seklinde bir mikroorganizmadir. Tasidiklart DNA'larinin G+C oram1 % 32-37'dir ve
zorunlu homofermentatiftir. Mikroaerofilik oldugu i¢in aerobik ortamda da iireyebilmekte,
ancak %5 karbondioksit (CO>), %10 su (H>O) ve %85 azot (N) igeren anaerobik kosullarda

daha iyi tiremektedir (Robinson ve Itsaranuwat, 2005). L. acidophilus, laktosin B, laktasin
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F, asidosin A ve asidosin B gibi bakteriyosinleri tiretmektedir. Lactobacillus cinsinin
birgok susunun insanlarda terapotik faydalarin yami sira profilaktik faydalar sagladig

gosterilmistir (Gopal, 2011).

1980 yilinda, daha once L. acidophilus olarak tanimlanan mikroorganizmalarin oldukca
heterojen oldugu rapor edilmistir (Lauer ve dig, 1980; Johnson ve dig, 1980). L.
acidophilus suslarimin fizyolojik 6zellikleri, hiicre duvarinin seker deseni, tlretilen laktik
asit tipi, tasidiklar1 DNA'larin G+C igerigi ve DNA homoloji degerleri acgisindan farkl
olduklarimi kesfetmiglerdir. Ve bu grup icerisindeki Lactobacillus cinsi mikroorganizmalari
L. acidophilus, Lactobacillus amilovorus, Lactobacillus cripatus, Lactobacillus
gallinarum, Lactobacillus  gasseri ve Lactobacillus johnsonii olarak yeniden

adlandirmislardir (Lauer ve dig, 1980; Johnson ve dig, 1980).

L. acidophilus grubu tiirler birbirine ¢ok benzer tiirler olduklarindan basit fizyolojik ve
biyokimyasal testler ile ayirt edilmesi miimkiin degildir. Dolayisiyla bu testler yakin
akraba olduklari i¢in L. acidophilus grubu tiirleri yanlis kimliklendirmektedir. Bu tiirlerin
kesin olarak tanimlanabilmesi i¢in genotipik tanimlama yOntemlerine ihtiyag
duyulmaktadir. Birden fazla molekiiler karakterizasyon yontemi uygulanarak ve sonuglari
birlestirilerek kesin tanimlama saglanmistir. L. acidophilus suslarinin hiicre proteinleri
SDS-PAGE, RAPD-PCR yontemleri kullanilarak ayirt edilmesi saglanmistir (Klein ve dig,
1998; Du Plessis ve dig, 1995; Pot ve dig, 1993). Bunun yani sira, PCR ve DNA dizileme
yontemleri kullanilarak kimliklendirme calismalari yapilmistir. (Nour, 1998; Tilsala-
Timisjarvi ve Alatossava 1997; Schleifer ve Ludwig, 1995; Hertel ve dig, 1993; Hensiek
ve dig, 1992; Collins ve dig, 1991).

1.7.2 Lactobacillus. crispatus

L. crispatus, 0,8-1,6 x 2,3-11 um boyutlarinda, diiz ila hafif kavisli ¢ubuk seklinde bir
mikroorganizmadir  ve  kisa  zincirler  halinde  bulunmaktadirlar.  Zorunlu
homofermentatiftirler ve DNA'sinin G+C oran1 % 35-38'dir. Vajinal florada bulunmasinin

yani sira insan digkisindan ve bukkal bosluklardan izole edilebilmektedirler.

L. crispatus yapilan calismalarda vajinal florada Laktobasiller arasindan en baskin
tiirlerden biri olarak goériilmektedir (Beamer ve dig, 2017; Ventolini, 2015; Cribby ve dig,
2008; Larsen ve Monif, 2001). L. crispatus 1n bu baskinliginin baslica sebepleri van der

Veer ve arkadaglar tarafindan 4 maddede siralanmistir (van der Veer ve dig, 2019).

e Vajinal mukoza yiizeyinde hiicre dis1 matriks (biyofilm) olusturma yetenekleri
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e Laktik asit, bakteriyosinler gibi antimikrobiyallerin iiretimi ve iirogenital patojenlerin

biiylimesini ve/veya yapismasini engelleyen H>O; iiretebilmeleri

e Vajinal limendeki ana karbon kaynagi olan glikojen gibi mevcut besinlerin verimli

kullanimi

e Konak¢inin modiilasyonu -immiinojenik tepkiler

L.cripatus, normal vajinal mikrobiyotanin stabilitesini ve antibiyotik tedavisini takiben bu
mikrobiotanin yeniden vajinal floraya hakim olmasini desteklemekte ve dolayisiyla vajenin
bakteriyel vajinozdan korunmasinda rol oynamaktadir (Petrova ve dig, 2015; Verstraelen
ve dig, 2009; Cruciani ve dig, 2015). L. cripatus suslarinin in vitro olarak iiropatojenlerin
biliylimesini ve vajinal epitel hiicrelerine yapigsmalarini engelledigi rapor edilmistir (Sekil
1.9.) (Kwok ve dig, 2006; Osset ve dig, 2001). L. cripatus'un ayrica Neisseria gonorrhoeae
ve C. trachomatis'in HeLa hiicrelerine yapigmasini azalttigi gosterilmistir (Mastromarino

ve dig, 2014; Vielfort ve dig, 2008).

‘s
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Sekil 1.9: L. crispatus 1.(A) ve 24.(B) saatteki vajinal epitel hiicreleri ylizeyine
yapismasini gosteren Gram boyama ornegi (Kwok ve dig, 2006)

1.7.3 Lactobacillus jensenii

Lactobacillus jensenii, vajen mikrobiyotasina hakim olan Lactobacillus tiirlerinden en
yaygin bulunan tiirlerden biridir (Beamer ve dig, 2017; Cribby ve dig, 2008). Vajinal
mikrobiyotanin yani sira mesane mikrobiyotasinda da bulunmaktadir (Thomas-White ve
dig, 2018). L. jensenii'nin, vajen ve kadin mesanesindeki iiropatojen E. coli'nin de dahil
oldugu patojen bakterilerin kolonizasyonunu 6nleyen bakterisidal bir etkiye sahip oldugu

bulunmustur (Kalyoussef ve dig, 2012). L. jemsenii'nin mesaneden sadece iki sus
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karakterize edilmisken Putonti ve arkadaslar1 kadinlardan alinan idrar 6rneklerinden 11

yeni L. jensenii susu tanimlamiglardir( Thomas-White ve dig, 2018; Putonti ve dig, 2019).

L. jensenii anaerobik olarak glikojeni metabolize etmektedir. Gebelikte artan Ostrojen
seviyesi L. jensenii metabolizmasina etki ederek glikojen artisina neden olmaktadir. Bu da
asidik vajinal ortama katkida bulunmaktadir. Bu asidik ortamin, erken doguma neden
olabilen enfeksiyonlar1 énlemek i¢in dogal bir mekanizma oldugu ve bakteriyel vajinoza
neden olan bakterilerin liremesini baskiladigi belirtilmistir (O'Hanlon ve dig, 2011). L.
Jjensenii karacigerden ayn1 zamanda {ist gastrointestinal sistemdeki gidalarin sindirimine
yardimci olan hidrolaz salinimina neden olan enzimler tirettigi diisiiniilmektedir. L. jensenii
ayrica Lactacin F iireterek bu protein sayesinde diger Lactobacillus ve Enterococcus
bakterilerinin popiilasyonunu azaltmaktadir. L. jensenii ayn1 zamanda fermente gidalarin
tiretiminde kullanilimaktadir. L. jensenii, anne siitiinlin sindirimini iyilestirmek ig¢in

yenidoganlarin tedavisinde kullanilabilmektedir (Prince ve dig, 2014).

1.7.4 Lactobacillus gasseri

L. gasseri, vajinal mikrobiyomu olusturan Lactobacillus tiirlerinin yine en yaygin
bulunanlarindan biridir. L. gasseri, 0,6-0,8 x 3,0-5,0 um boyutlarinda, kisa zincirler halinde
bulunan g¢ubuk sekilli bir mikroorganizmadir. Zorunlu heterofermentatiftirler. Arginini
hidrolize etmemektedirler ve DNA'larinin G+C oran1 % 33-35'tir. Vajinal florada ve agiz
florasinda bulunmaktadirlar (Giilel, 2014). Kadinlarin yaklagik %75'inde bulundugu
diistinlilen en baskin Lactobacillus tirlerinden, L. gasseri'nin zaman i¢inde en istikrarh
topluluk oldugu ve nadiren diger tiirlere gegis yaptig1 diisiiniilmektedir (Gajer ve dig, 2012;
Boris ve Barbés, 2000). Dolayisiyla tasidigi bu istikrar sebebiyle konagi patojenlere karsi

koruma mekanizmasinin aydinlatimasinin énemli oldugu diistiniilmektedir.

Epitel hiicreleri 6ldiiglinde ve dokiildiigiinde salinan, vajinal epitel hiicrelerinin yiizeysel
ve ara tabakalarinda depolanan ana karbonhidrat glikojendir. Konak¢idan o-amilaz
salgilanmasiyla, vajinal mikroflorayr olusturan L. gasseri muhtemelen bir karbon kaynagi
olarak glikojeni kullanabilmektedir (Anderson ve dig, 2014; Spear ve dig, 2014). Yapilan
calismalarda L. gasseri’nin Trichomonas vaginalis'in insan vajinal hiicrelerine yapigmasini
onemli oOlciide engelledigi bulunmustur (Phukan ve dig, 2018). L. gasseri’nin ayni
zamanda biyofilm olusumuyla ilgili genlerin ekspresyonunu azaltarak, Candida albicans'in

kolonizasyonunu 6nemli 6l¢iide inhibe ettigi bulunmustur (Matsuda ve dig, 2018).
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1.7.5 Lactobacillus fermentum

L. fermentum en ¢ok probiyotik Ozelligiyle bilinmektedir. L. fermentum vajende ve
bagirsakta baskin bir mikroflora elemanidir. Dolayisiyla, bagirsak ve vajende probiyotik
olarak kullanilabilinmektedir. L. fermentum, ¢ogu Lactobacillus tiiri gibi laktik asit, kisa
zincirli yag asitleri, bakteriyosin, biyosiirfaktanlar ve hidrojen peroksit (H2O2) gibi
inhibitor bilesikler {ireterek bagirsaktaki ve vajendeki patojenik enfeksiyonlari
engelleyebilmektedirler. (Kaur ve dig, 2013; Anukam ve Reid, 2007; Boris ve Barbés,
2000). L. fermentum, patojen mikroorganizmalarla besin icin rekabet icerisine girmek,
bagirsak ve vajinal epitel hiicre yilizeylerine yapisarak patojenlerin bu yiizeylere
yapismasini engellemek ve bagisiklik sistemini uyarmak yoluyla antimikrobiyal aktivite
gostermektedir (Stober ve dig, 2010; Lebeer ve dig, 2008; Reid ve Burton, 2002). Yapilan
bir klinik calisma, L. fermentum saglikli insanlarda bagirsak patojenlerini azaltmis ve
probiyotik mikroorganizma miktarin1 artirmistir (Shieh ve dig, 2011). Probiyotik
mikroorganizmalarin oral olarak kullanimi, vajinal mikrobiyotanin normallesmesini
saglamistir (Vitali ve dig, 2012). Yapilan baska bir ¢calismada, L. fermentum susunun E.
coli ve Gardnerella vaginalis ile ayn1 ortamda tutulmasi sonucu L. fermentum 'un bu tiirler

iizerine inhibe edici etkisi gézlenmistir (Sekil 1.10) (Kaewnopparat ve dig, 2013).

Sekil 1.10: (A) E. coli ve (C) G. vaginalis’in L. fermentum susu ile muamele edildikten
sonra ok ile gosterilen yerlerdeki hasar gormiis (B) E. coli ve (D) G. vaginalis’in Taramali
Elektron Mikroskobu (SEM) goriintiileri (Kaewnopparat ve dig, 2013).
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L. fermentum insanda immiinolojik yamiti arttirdifi ve ayrica toplumsal kaynakli
gastrointestinal ve {ist solunum yolu enfeksiyonlarin1 6nledigi diistiniilmektedir. L.
fermentum gida koruyucu madde olarak kullanilabilmekte va antibiyotiklere alternatif
olarak uygulanabilen cesitli ve giiclii antimikrobiyal peptitler iiretmektedir. Ayrica, bu
mikroorganizma kan dolasimi kolesterol seviyesini diisiirebilmekte ve insanlar arasinda
karaciger hastalifi ve kolorektal kanseri 6nlemeye yardimci olabilmektedir (Naghmouchi
ve dig, 2020). Son olarak, L. fermentum hamur teknolojisinde aroma, doku veya saglig
destekleyen hamur bilesenlerine katkida bulunan 6nemli bir mikroorganizmadir. Tiim bu
gida teknolojisiyle ilgili kullanilabilirligi yeni gida maddeleri gelistirmek ve yem ve gidada

antibiyotik kullanimini sinirlamak i¢in kullanilmistir (Naghmouchi ve dig, 2020).

1.7.6 Lactobacillus iners

L. iners de yukarida bahsedilen diger Laktobasiller gibi normal vajinal floranin 6nemli bir
parcast olan Lactobacillus tiriidiir (Jakobsson ve Forsum, 2007). L. iners’in
identifikasyonu ve vajinal flora icerisindeki biyolojik aktivasyonu ile ilgili 6zellikle son
birkac yilda yapilan ¢alismalar yogunluktadir. L. iners’in bakteriyel vajinosis gibi vajinal
disbiyoz durumunda da varlig1 saptandigindan vajinal sagliktaki rolii belirgin degildir. L.
iners, simbiyotik veya parazitik bir yasam tarzinin gostergesi olan yaklasik 1 Mbp olan

kii¢iik bir genoma sahiptir (Petrova ve dig, 2017).

L. iners'in konak mikrobiyotas1 i¢in faydali yada zararli oldugu konusunda pek cok
tartigsma vardir. Yapilan bir ¢alismada L. crispatus'un egemen oldugu vajinal mikrobiotaya,
menstriiasyon sirasinda L. iners'in egemen oldugu bildirilmistir (Gajer ve dig, 2012).
Dolayisiyla burada L. iners'in, vajinal mikrobiyotanin iyilesmesine katkida bulunan bir tiir
oldugu bildirilmistir (Srinivasan ve dig, 2010). Ayrica, L. iners'in baskin oldugu vajinal
mikrobiotaya sahip gebe kadinlarin ¢ogu olumsuz gebelik sonucu olmadan vaktinde

dogum yaptiklar1 rapor edilmistir (Kindinger ve dig, 2017, Petricevic ve dig, 2014)

1.8 Vajinal Savunma Mekanizmalari

1.8.1 Laktik asit iiretiminin 6nemi (vajinal pH)

Saglikli treme cagindaki kadinlarda, vajinal mikrobiyom, genellikle, Lactobacillus
cinsinin baskinligim1 gosterir (Ravel ve dig, 2011). Vajinal mikrobiotayr olusturan
Lactobacillus tiirlerinin baskin oldugu duruma Vajinal 0Obiyoz denmekle beraber,

bakteriyel vajinoz gibi ¢oklu anaeroblarin asir1 biiylimesi ile karakterize olan duruma ise
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vajinal disbiyoz denmektedir. Laktik asitlerin antimikrobiyal etkileri, dissosiye olmamis
yapiya sahip olmalar1 ve pH’y1r diistirme 06zellikleri ile saglanmaktadir (Erkmen ve
Bozoglu, 2008a, 2008b). Dogal olarak yada probiyotik olarak vajende bulunan
Lactobacillus tirleri laktik asit iireterek vajinal pH’yr disiiriir ve ortamin asitligini
arttirmaktadir. Dolayisiyla vajinal disbiyoz durumunda, patojen mikroorganizmalari
Oldiirerek Obiyoz olusturmaktadir (Tachedjian ve dig, 2017). L. crispatus tarafindan elde
edilen asitlik, L. iners , L. jensenii ve L. gasseri ile karsilagtirildiginda en yiiksektir (Ravel
ve dig, 2011). Vajinal disbiyoz durumunda vajende orta diizey Laktobasil yiikii (orta
mikrobiyota) ya da Laktobasil icermeyen (bakteriyel vajinoz, BV) polimikrobiyal
popiilasyonlarin varlig1 gozlenmektedir (Ravel ve dig, 2011; Ling ve dig, 2010; Nugent ve
dig, 1991).

Laktobasillerin varligiyla dogru orantili olan laktik asit liretimi, vajinal mikrofloranin
faydali aktivitesi olarak kabul edilir. Laktik asitin varlifi ve konsantrasyonu, sirasiyla
patojen mikroorganizmalarin diglanmasin1 saglamakta ve vajinal sagligin onemli bir
biyolojik  belirteci  olarak  goriilmektedir. Vajinal pH’nmin  diismesi  patojen
mikroorganizmalarin fazla enerji harcamasina, protein denatiirasyonuna, canlilik kaybina
ve DNA’larinin bozulmasina neden olmaktadir. Dolayisiyla pH diisiisii hiicresel
bilesenleri, yapilar1 ve hiicre i¢i fonksiyonlar1 etkilemektedir. Vajinal pH, genital
enfeksiyonlarin teshisi icin yaygin olarak kullanilmaktadir ve dolayisiyla vajinal sagligin
baska bir gostergesidir. Vajinal pH, bakteriyel vajinosis ve trikomonas vajiniti
hastaliklarinda yiiksek miktarda artarken vajinal kandidiyazis durumunda azalmaktadir
(Nenadic ve Pavlovic 2015; Ryu ve Min 2006). Baz1 ¢alismalarda Laktik asitin, C.
trachomatis ve HIV-1 gibi ¢ok cesitli lireme yolu patojenlerini etkisiz hale getirebildigi

bildirilmektedir (Gong, 2014; Aldunate ve dig, 2013).

1.8.2 Bakteriyosinler

Vajinal floraya hakim Lactobacillus tiirlerinin vajinal epitel yiizeyi kontrol edebilen
antimikrobiyal metabolitler {iretebildigi bilinmektedir. Bakteriyosinler, diger bakterilere
kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip, biyoaktif bakteriyel peptitler veya proteinler grubu
antimikrobiyal metabolitlerdir (Gaspar ve dig, 2018). Yakindan iligkili tiirlere (dar
spektrum) veya cinslere (genis spektrum) karsi bakterisidal veya bakteriyostatik aktiviteye
sahip molekiillerdir (Cotter ve dig, 2005; Klaenhammer, 1993). Bakteriyosinler, hiicre

duvari biyosentezini inhibe ederek ve/veya gézenek olusumu yoluyla zarin yapist bozarak
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hiicre 6liimiine yol agcmaktadir (Mills ve dig, 2011). Hem Gram pozitif hem de Gram
negatif bakteriler tarafindan {iretilmektedirler. Ozellikle laktik asit bakterileri,
ribozomlarda bu antimikrobiyal peptitleri ve proteinleri iretmektedirler (Muriana ve

Klaenhammer, 1991).

Bakteriosin terimi, ilgili bakteriler {izerinde antimikrobiyal olarak aktif olan ancak iiretici
hiicreye zarar vermeyen toksik bir protein veya peptid olarak tanimlanmistir.
Bakteriyosinler iiretildikleri mikrooganizma tiiriine gére adlandirilmaktadir. Ornegin, E.
coli tarafindan iiretilen, ilk tanimlanan bakteriyosine kolisin adi verilmistir. Oncesinde
Pseudomonas pyocyanea olarak tanimlanan simdi P. aeruginosa olarak bilinen bakteriden
iiretilen bakteriyosine piyosin, Enterobacter cloacae'den {iretilen bakteriosine kloasin,
Klebsiella'dan tretilen bakteriosine klebisin, Lactococcus'tan iretilen bakteriosinlere
laktokokin, Staphylococcus'tan iiretilen bakteriosinlere stafilokoksin denmektedir
(Karpinski ve Szkaradkiewicz, 2016; Lagos, 2013). Bakteriyosinler Sekil 1.11.°da
gosterildigi gibi 3 mekanizma yoluyla saglikli vajinanin florasinin stabilizasyonunu
saglamaktadir. Bakteriyosinler, bir probiyotigin yerlesik mikrobiyota ile rekabetini
kolaylastirarak kolonize edici peptitler olarak hareket edebilmektedir. Patojenleri dogrudan
ortadan kaldirarak o6ldiirme islevi gorebilirler. Ayni1 zamanda bagisiklik sistemine sinyal

gonderen peptitler olarak hizmet edebilirler (Dobson ve dig, 2012).
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Sekil 1.11: Bakteriyosinlerin vajinal floraya katkida bulundugu mekanizmanin grafiksel
¢izimi (Dobson ve dig, 2012).
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Bakteriyosinler sahip olduklari antimikrobiyal aktivitelerden dolayi, tipta, eczacilikta,
patojenik ¢oklu ilaca direngli suslarin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilmaktadir. En biiylik ve simdiye kadar en i1yi taninan bakteriyosin grubunu laktik
asit bakterileri iiretilen bakteriyosinlerdir. 40'tan fazla iilkede, siit iiriinleri, peynirler, et,
baliklar, salatalar ve konserve gibi yiyeceklerde gida koruyucu maddesi olarak

kullanilmaktadir (Karpinski ve Szkaradkiewicz, 2016).

1.8.3 Hidrojen peroksit (H20:)

Hidrojen peroksit (H202), cogunlukla Lactobacillus tiirleri tarafindan farkli derecelerde
tretilir ve vajinal sagligin onemli bir gostergesidir. Dolayisiyla H2O> genital sistem
patojenlerine karst koruma saglayan onemli bir antimikrobiyal bilesiktir ve ¢ogu zaman
patojenlerin girigini dnleyen birilcil mekanizmadir. (Zheng ve dig, 2019; Aldunate ve dig,
2015; O’Hanlon ve dig, 2013). Cogu Lactobacillus tiirii oksijen varliginda sahip olduklari
flavoprotein oksidaz enzimi ile H>O; iiretmektedir (Yang, 2000; Erkmen ve Bozoglu,
2008b). Bununla birlikte Lactobacillus tirleri nikotinamid adenin hidroksi diniikleotid
(NADH) peroksidaz enzimleri ile H>O; tiretmektedirler (Yang, 2000). Lactobacillus tiirleri
katalaz enzimine sahip olmadiklar1 i¢in H»>O, ortamda birikmektedir. H>O», patojen
mikroorganizmanin glikoz tasima sistemini, hekzokinaz aktivitesini ve gliseraldehit-3-
fosfat dehidrogenaz enzimlerini inhibe etmektedir (Akpinar ve Kilig, 2012). H,O, bakteri,
maya, kiif ve viriisler tizerinde etkilidir (Erkmen ve Bozoglu, 2008b). Yapilan ¢aligmalarda
H>Oxnin C. albicans’a karst inhibitor etkisini rapor edilmistir (Larsen ve White, 1995;

Lenander-Lumikari, 1992).

1.9 Vajinal Enfeksiyon Cesitleri

1970'lerden 6nce kullanilan izolasyon tekniklerinin zayifligi, kadin genital yollariin
normal florasinin ana bilesenlerini ve enfeksiyon etkeni patojen mikroorganizma olan
anaerobik bakterilerin tespitini giiclestirmistir. Bakteriyel vajinozis ilk olarak 1955'te
Gardner ve Dukes tarafindan tanimlanmistir. Gardner ve Dukes vajinal akintinin bakteriyel
vajinozisle ilgili 6zgiin klinik belirti ve semptomlarini tanimlamistir. Ayrica, "Haemophilis
vaginalis" adini verdikleri ve daha sonra Gardnerella vaginalis adin1 verdikleri "yeni" bir
etken organizma tanimlamislardir (Gardner ve Dukes, 1955). Anaerobik bakteriler daha
once tanmimlanmis olsa da, Gorbach ve arkadaglarinin c¢alismasiyla rapor

edilmistir (Gorbach ve dig, 1973). Gorbach ve arkadaslar1 iireme c¢agindaki kadinlarin
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vajinal florasi dl¢limlerinde anaerobik bakterilerin aerobik bakterilere oraninin yaklasik
10:1 oraninda oldugunu gostermistir. Ergen kadinlarda anaerobik bakteri prevalansinin
daha yiiksek oldugu goriilse de, ilerleyen yas, cinsel aktivitenin baslangici ile aerobik
bakterilerin daha ¢ok oldugu goriilmiistiir (Gorbach ve dig, 1973). Ostrojen replasman
tedavisi alan veya almayan menopoz sonrasi kadinlar iizerinde yapilan bir arastirmada ise,
bu tiir bir tedavinin fakiltatif organizmalar iizerinde hi¢cbir etkisi olmadigini
bulmustur. Bunun yani sira, bu ¢alismada anaerobik izolatlar, bu tiir tedaviyi alan kadinlar
arasinda daha az yaygin olma egiliminde oldugu gosterilmistir. Ancak istisna olarak,
ostrojen tedavisi alan kadinlarin dokularinda anaerobik laktobasillerin daha yaygin oldugu
gorlilmiistiir (Gopplerud ve dig, 1976). Ayni zamanda sirasiyla Ohm ve Galask, Galask ve
arkadaslar1 ve Hill anaerobik bakterilerin hem sagligin korunmasinda hem de hastaliga
neden olmadaki roliinii daha agik bir sekilde tanimlamiglardir (Hill, 1980; Galask ve dig,
1976; Ohm ve Galask 1975). 1977'de Bartlett, menstrual dongii boyunca araliklarla bes
goniilliiden toplanan Ornekler iizerinde kantitatif bakteriyoloji yapmistir (Bartlett ve dig,
1977). Anaerob konsantrasyonlarinin menstrual dongii boyunca nispeten sabit seviyelerde
bulundugunu, ancak aerobik bakteri konsantrasyonlarinin menstriiasyon Oncesi haftada
azaldigin1 bulmustur (Sautter ve Brown, 1980). Son yillarda yapilan ¢aligmalarda vajinal
enfeksiyona neden olan anormal vajinal ortami ve bu ortama neden olabilecek
mikroorganizma tiirliniin dengesizligi yada patojenitesiyle ilgili daha belirgin sonuclar elde
edilmistir. Bunlardan en belirgin ve yaygmn olanlari, Bakteriyel Vajinoz (BV),

Lenfogranuloma venereum (LGV), Trikomonas vajiniti ve Vajinal Kandidiyazistir.

1.9.1 Bakteriyel vajinoz (BV)

Normal ve anormal vajinal mikrobiyota heniiz tam olarak anlagilamakla beraber, vajinal
mikrobiota genetik, cevresel, etnik ve davranigsal faktorlerden etkilenen bir ekosistemdir.
200'den fazla bakteri tiiri, kommensal, gegici ve endojen, vajeni kolonize etmekte ve
vucudun diger mikrobiyotalarindan etkilenmektedir (Mendling, 2016). Laktobacillus
tiirleri esas olarak vajinal mikrobiyotaya hakim olup enfeksiyonlara karsit bir savunma

sistemi olustursa da istenmeyen enfeksiyon durumlar1 gerceklesebilmektedir.

Bakteriyel vajinoz (BV), diinya ¢apinda dogurganlik ¢agindaki kadinlarda yaygin olarak
goriilen ve cinsel yolla bulasan vajinal enfeksiyon hastaligidir ve vajinal enfeksiyonlarin
1/3’{inii olusturmaktadir (Kamga ve dig, 2019). Yapilan ¢alismalarda BV prevelansi % 26-
29 arasinda degismektedir (Koumans ve dig, 2007; Kamga ve dig, 2019). Etiyolojisi tam
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olarak bilinmemekle beraber, lireme ¢agindaki kadinlarda, olumsuz cinsel saglik ve iireme
saglig sonuclariyla iligkili polimikrobiyal vajinal bir hastaliktir. BV, ya asemptomatik ya
da semptomatik olarak smiflandirilabilmekte ve vajenin normal mikrobiotasinin
bozulmasiyla meydana gelmektedir (Brotman, 2011). Vajinal floraya hakim olan
Lactobacillus tiirlerinde bir azalma ve ayn1 zamanda tek basina veya kombinasyon halinde
fakiiltatif ve anaerobik bakterilerin asir1 liremesiyle karakterizedir. Asir1 {ireyen bu
bakterilere Gardnerella vaginalis, Bacteroides fragilis, Atopobium vajina, Prevotella,
Peptostreptococcus, ~ Mobiluncus,  Sneathia,  Leptotrichia, = Propionibacterium,
Fusobacterium, Veillonella spp Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum ,
Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Bifidobacterium spp., Fusobacterium spp. ve
Enterobacteriaceae iyeleri Ornek verilebilmektedir. Bu mikroorganizmalar genellikle
saglikl1 vajinal florada az oranda bulunmakla birlikte sayisindaki orantisizlik BV belirteci

olarak goriilmektedir (Sekil 1.12.) (Kamga ve dig, 2019).

BV, ¢evresel ve genetik faktorlerden etkilenmektedir (Verstraelen ve dig, 2009). Bununla
birlikte kadinlardaki Ostrojen seviyesi azaldiginda, vajinal laktobasillerin sayisi ve
cesitliligi etkilenir ve bu da bazi kadinlarda vajinal enfeksiyonlar i¢in bir risk faktori
olusturmaktadir. BV uzun siiredir G. vaginalis'in varlig: ile iliskilendirilmistir. Simdiye
kadar dort farkli G. vaginalis susu tanimlanmistir, bunlardan sadece ikisi BV belirteci ve
yalnmizca biri BV'li kadinlarda baskin oldugundan bu mikrorganizmanin varligi BV'nin 6n
kosulu olarak degerlendirilmemektedir (Jayaprakash ve dig, 2012). Son yillarda yapilan
caligmalarda, tek basina hi¢bir susun BV'nin nedeni olmadigi belirtilmekle beraber, BV ile
iliskili bakterilerin tamami heniiz tam olarak tanimlanmamstir. (Marrazzo ve dig, 2012;
Hillier ve dig, 2010). Bununla ilgili yapilan bir ¢calismada, L. iners varliginin BV ile giiclii
bir sekilde iligkili oldugunu ortaya konmustur. L. iners normal vajinal mikrofloranin
elemant oldugu halde, varligi normal mikrobiyotadan anormal mikrobiyotaya gecisle giiclii
bir sekilde baglantilidir. Ote yandan, L.cripatus'u vajinal florada tasiyan kadinlarin, BV

gelistirme riski digerlerine gére 6nemli dl¢lide daha azdir (Fredricks ve dig, 2005).

1.9.2 Lenfograniiloma venereum (LGV) - Chlamydia trachomatis vajiniti

Lenfogranuloma venereum (LGV), Chlamydia trachomatis'in neden oldugu, lenf bezleri ve
vajinal bolgede inflamasyon ile karekterize olan cinsel yolla bulasan bir hastaliktir. 3-30
giinliik bir kulugka déneminin ardindan seyir gosteren ciddi bir vajinal enfeksiyondur

(Biruni Laboratuvari, 2016). C. trachomatis, dinya capinda Ozelikle sanayilesmis ve
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gelismekte olan iilkelerde cinsel yolla bulasan enfeksiyonlarin (CYBE) en onde gelen
nedenlerinden biridir ve énemli morbidite oranina sahiptir. C. trachomatis, zorunlu hiicre
ici bakterisidir ve diinya genelinde yilda 100 milyondan fazla yeni vakaya sebep
olmaktadir (Senior, 2012). C. trachomatis'in sebep oldugu CYBE'lerin ¢ogu
asemptomatiktir ve bu nedenle tedavi edilmeden birakilmaktadir. Tedavi edilmeyen
klamidyal enfeksiyon, 6zellikle geng kadinlarda hem bulasa hem de assendan enfeksiyon
ile ciddi pelvik inflamatuar hastalik, infertilite, ektopik (dis) gebelikler ve erken dogumlar
gibi ciddi durumlara neden olmaktadir (Stamm, 1999; Haggerty ve dig, 2010; Gencay ve
dig, 1997, 2001). C. trachomatis enfeksiyonu, yenidoganlarda erken dogum, diisiik dogum
agirhigi, konjonktivit, nazofaringeal enfeksiyon ve pnomoni gibi ciddi hastaliklarla

sonuglanabilmektedir (Stamm, 1999).

Simdiye kadar, C. trachomatis'in olusturdugu hastaligin patogenezinden sorumlu
tutulabilecek toksin ya da herhangi bir viriilans faktorii tanimlanmamustir. Chlamydia
enfeksiyonlarinin tipik 6zelligi, konakta cogu kez persistan (yavas gelisen) enfeksiyonlara
yol agmasidir. Chlamydia’lar dogal konaklarinda daha ¢ok subklinik (belirti gostermeyen)
enfeksiyonlara yol agmaktadirlar. Chlamydia enfeksiyonlarinda mikroorganizmaya karsi
cesitli antikorlar olusturulsa da bu antikorlarin tekrarlayict enfeksiyonlara karst koruyucu

ozellikleri ¢cok az ve kisa siirelidir (Biruni Laboratuvari, 2016).

C. trachomatis iki farkli bakteri formuna sahip 6zgiin bir gelisim dongiisti gdstermektedir.
Temel beden (elementary body-EB) bulasicidir ve boliinmez, ancak ags1 beden (reticulate
body-RB) bulasict degildir ve replikatiftir (Moulder, 1991). Hiicrelere baglanma ve
penetrasyondan sonra, EB'ler fago-lizozomal fiizyondan kagan vakuollerin ig¢inde kalir.
Inkliizyonlar olarak adlandirilan bu vakuoller icinde, EB'ler birka¢ doniisiimden sonra
RB'lere farklilagir. EB'lerin aksine, RB'ler daha biiyiik, metabolik olarak daha aktif, daha
az sikistirllmig ve binary fizyonla boliinebilme yetenegine sahiptir. C. trachomatis,
enfeksiyondan yaklasitk 18 saat sonra, binary fizyonla RB'lere farklilagsmaktadir.
Enfeksiyondan 48-72 saat sonra ise ya ekzositoz ya da hiicresel lizis yoluyla hiicreden

atilacak olan EB'lere farklilasmaktadir (Sekil 1.12.) (Wyrick, 2000).

1.9.3 Trikomonas vajiniti

Trikomonas vajiniti diinya capinda yaygin olarak cinsel yolla bulasan hastaliklardan
biridir. Kadinlart menars sonrasit donemde etkiler ve yilda yaklasik 143 milyon vaka sayisi

ile karakterizedir (WHO, 2015). Kadinlarda amniyotik membranin erken riiptiiriine neden
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oldugu i¢in, erken doguma ve diisik dogum agirlikli bebeklerin dogmasina neden
olmaktadir (Cotch ve dig, 1997; Hardy ve dig, 1984; Minkoff ve dig, 1984). Kadinlarda
Insan immun yetmezlik sendromu (HIV) enfeksiyona egilimin artmasina neden olmaktadir.
Ayn1 zamanda servikal kanser gelisimi ile iligkilendirilmektedir (Stark ve dig, 2009; Laga
ve dig, 1993; Gram ve dig, 1992).

Trichomonas vaginalis, trikomonas vajinitine sebep olan, konak¢i vajinal hiicrelerin
ylizeyine yapisan hiicre dis1 parazitik bir protozoondur. 7. vaginalis’in vajinal epitel
hiicresine yapismasi, enfeksiyonu baslatmak i¢in kritik 6neme sahiptir. Bu nedenle, bu
kamgili protozoon morfolojik degisiklige ugrayarak serbest yiizen bir oval sekilden
konakg¢iya yapisan bir amoeboid sekle dontismektedir (Elmendorf ve dig, 2010; Renddn-
Maldonado ve dig, 1998; Gonzalez-Robles ve dig, 1995). Kadinlarda 7. vaginalis in sebep
oldugu enfeksiyonlar % 80 oranda asemptomatiktir ve yani higbir belirti vermez ve rutin

jinekolojik muayene sirasinda tesadiifen saptanabilmektedir.

1.9.4 Vajinal kandidiyazis

Vajinal Candida, % 37'lik bir oranla en sik goriilen Candida enfeksiyonu tiirii olmakla
birlikte, toplamda 368 milyon dolar maliyetle ekonomik yiike sebep olan bir hastaliktir.
(Benedict ve dig, 2019). Yapilan arastirmalarda, vajinal kandidiyazisin 100.000 kadinda
3871 kiiresel yillik prevalansla tiim diinyada yilda yaklagik 138 milyon kadini etkiledigini
bildirilmektedir (Denning ve dig, 2018). Ulkemizde ise hastanede yatan hastalarda fungal
enfeksiyonlarin sikligi son 20 yilda belirgin sekilde artmistir (Karakog, 2019). Yatan
hastalarda yogun bakim iinitesi de dahil olmak {izere %12.5 oraninda mantar enfeksiyonu
saptanmistir. Mantar enfeksiyonlarinin 1/3’i yogun bakim iinitesinden izole edilmistir

(Ozgetin ve dig, 2009).

Kadmlarin en az % 75'1 hayatlarinda bir kez vajinal kandidiyazis enfeksiyonu
gecirmektedir. Vajinal kandidiyazise neden olan en yaygin mantar tiirii Candida albicans
olup bunu non-albicans Candida tiitleri takip etmektedir (Ilkit ve Giizel, 2011). Vajinal
kandidiyazis vakalarinin % 85-90'imndan fazlasi esas olarak C. albicans' tan, ardindan % 4-5
ile C. glabrata'dan ve daha azi ise C. tropicalis ve C. parapsilosis'ten kaynaklanmaktadir
(Jeanmonod ve Jeanmonod, 2019; Pappas ve dig, 2009). Vajinal kandidiyazis vakalarinin
cogunda bulunan C. albicans ve C. glabrata izolatlariin diger Candida tiirlerine gore
antifungal ila¢ direncinin daha yiliksek oldugu saptanmistir. Son yillarda non-albicans

tiirlerin ve antifungal diren¢ oranlarinin artmasi sebebiyle de tedavi giiclesmekte ve uzun
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vakit almaktadir. Uzun siiren tedavi siireci i¢in diinya ¢apinda her yil milyonlarca dolar
harcanmakta ve ayrica hastalar antifungal ajanlarin agir yan etkilerine de maruz
kalmaktadir. Vajinal kandidiyazis tiim diinyada yaygin olarak rastlanilan yillik % 30-50

insidansa sahip bir hastaliktir.

Vajinal kandidiyazis genellikle lireme ¢agindaki kadinlarda goriilmektedir (Jeanmonod ve
Jeanmonod 2019; Fong, 1996). Kontrolsiiz diyabet, yiiksek Ostrojenli kontraseptiflerin
kullanimi, steroidler ve genis spektrumlu antibiyotikler gibi cesitli faktorler kadinlar
vajinal kandidiyaza yatkin hale getirmektedir (Jeanmonod ve Jeanmonod 2019). Vajinal
kandidiyaz tedavisinde imidazol antifungaller (butokonazol, klotrimazol, mikonazol),
triazol antifungaller (flukonazol, terkonazol) ve polien antifungaller (nistatin) intravajinal
veya oral yoldan kullanilmaktadir (Pappas ve dig, 2016; Soong ve Einarson 2009; Fong,
1996).
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Sekil 1.12: a) Normal Va_]ll‘lal floradan (Parallel Universe, 2021) b) Vajinal kandidiyazisli
hastadan (Newman, 2011), c) Bakteriyel vajinozisli hastadan (Fujisaki, 2020) d)
Trikomonas vajiniti hastadan (Wikimedia Commons, 2019) e) C. trachomatis vajiniti
hastadan alinan (Toth, 2021) 6rneklerin karsilastirmali Gram boyama sonrasi goriintiileri.

1.9.4.1 Candida albicans

Candida albicans, agizda, bagirsak sisteminde ve vajende (vajinal kandidiyazis)
enfeksiyona neden olabilen mantar tiiriidiir. Ayn1 zamanda cilt ve diger mukoza zarlarim
etkileyebilmektedir. Konak bagisiklik sistemi iyi bir sekilde calistyorsa, bu tip mantar
enfeksiyonu ¢ok ciddi sonuglar dogurmamaktadir. Ancak, bagisiklik sisteminin diizglin

caligmadigr durumlarda Candida enfeksiyonu, kalbin veya beynin g¢evresindeki kan ve

36



zarlar da dahil olmak iizere viicudun diger bolgelerine gecerek ciddi semptomlara neden

olabilmektedir. Bu duruma ise invaziv kandidiyazis denmektedir (Kuran, 2021).

C. albicans, viicutta olmasi gerektigi seviyelerde bulundugunda besin emilimine ve
sindirime yardimci olan bir mantardir. Asir1 tirediginde, tipik Candida semptomlari ortaya
cikabilmektedir. Sindirim sisteminde, kontrol edilmedigi durumlarda, bagirsak duvarlarim
yikarak kan dolasimina niifuz etmektedir. Bunun sonucunda, Candida sentezledigi
toksinleri serbest birakarak gecirgen bagirsak sendromuna neden olmaktadir (Kuran,

2021).

C. albicans, hicresel yiizeyi oval, 2-4 um. biyiklige sahip, tek hiicreli
mikroorganizmalardir. Tomurcuklanarak ¢ogalirlar ve gram boyamada Gram pozitif olarak
gorlinmektedir (Sekil 1.13.). Ayrica, bazi suslar1 biyofilm olusturmaktadir. Hiicre
duvarinin %80-90'1 karbonhidratlardan olusmaktadir. Genel olarak Saboraud Dekstroz

besiyerinde (pH 5.6) kiiltiirii yapilmaktadir.

Sekil 1.13: A. C. albicans’1n taramal1 elektron mikrograf (SEM) goriintiisii (Kunkel, 2021).
B. C. albicans’n Isik mikroskobundaki Gram boyama goriintiisii (Happy Science, 2021).

Yapilan bir ¢calismada C. albicans ve non-albicans Candida tiirleri (Candida parapsilosis,
Candida glabrata ve Candida tropicalis)’nin karsilastirmali degerlendirilmesi yapilmistir.
Yapilan bu calismada C. albicans ve non-albicans Candida tiirlerinin Cikolatams1 agar
iizerine inokiilasyonu yapilmis, 24. ve 48. saatlerdeki koloni morfolojileri gézlenmistir. C.

albicans, dis sinirlart boyunca filament olusturan kremsi-gri koloniler olustururken; non-
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albicans Candida tiirleri genellikle piiriizsliz, yapigkan, ipliksi olmayan koloniler

olusturmaktadir (Sekil 1.14.) (Sheth ve dig, 2005).

24 saat 48 saat

C. albicans

C. parapsilosis

C. glabrata

C. tropicalis

Sekil 1.14: C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata ve C. tropicalis’nin Cikolatamsi agar
tizerindeki 24. ve 48. saatlerdeki koloni goriintiileri (Sheth ve dig, 2005)

1.9.4.2 Non-albicans Candida tiirleri

Candida tiirlerinin olusturduklar1 enfeksiyon, biliylime i¢in uygun kosullar1 saglayan
kutan6z tabakayr ve mukoza zarimi etkilemekte ve agiz, deri, vajen ve bagirsaklarda
enfeksiyonlara neden olmaktadir. Non-albicans Candida tiirleri, tim mantar hastaliklarin
% 35-65'ini olugturmaktadir. Kanser hastalarinda, hematolojik maligniteleri olan hastalarda
ve kemik iligi nakli olan hastalarda % 40-70 oraniyla daha sik goriiliirken, yogun bakim ve
cerrahi hastalarda % 35-55, ¢ocuklarda % 1-35, ve HIV pozitif hastalarda % 0-33 oranla
daha az goriilmektedir (Krcmery ve Barnes, 2002). Mantar hastaliklarina sebep olan
Candida tiirleri arasinda non-albicans Candida tirlerinin orani yildan yila artmaktadir.
1990'a kadar gecen yirmi yilda, non-albicans Candida tiirleri tiim mantar hastaliklarinin %
10-40'ma sebep olurken, 1991-1998 yillar1 arasinda % 35-65'ini sebep olmaktadir. En
yaygin goriilen non-albicans Candida tiirleri % 20-40 oranla C. parapsilosis, % 10-30

38



oranla C. tropicalis , % 10-35 oranla C. krusei ve % 5-40 oranla C. glabrata'dir. Bunlarin
disindaki non-albicans Candida tiirleri ise insandaki mantar hastaliklarinin % 1'inden daha
azina sebep olmaktadir. non-albicans Candida tiirlerine baglh 6liim oram % 15 ile % 35
arasindadir ve bu oran C. albicans'tan kaynaklanan 6lim oranina (% 20-40) yakindir
(Krcmery ve Barnes, 2002). Non-albicans Candida tiirleri arasinda, vajinal candidiyazise
sebep olan en yaygin tiirler ise yine C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis ve C.
krusei’dir (Sheth ve ark.2005). Bu nedenle tez calismamizda, biyoteknolojik yontemler
kullanilarak tirettigimiz Mikrobiyal KS’nin C. albicans’in yaninda 6zellikle bu non-
albicans Candida tirleri lizerindeki antifungal etkinliine bakilmis ve ayni zamanda bu
mantar tlirlerini inhibe edecek minimum Mikrobiyal KS miktarlar, her bir Candida tiirii

icin ayr1 ayr1 tayin edilmistir.

Candida glabrata, 1 ile 4 pm boyutlarinda, 37°C'nin iizerindeki sicakliklarda psddohif
olusturmayan tek Candida tiiriidiir. C. glabrata Sabouraud dekstroz agarda diger Candida
tiirlerine benzer, parlak, piiriizsiiz, krem renkli, ancak boyut olarak nispeten daha kiigiik
koloniler olusturmaktadir (Fidel ve dig, 1999). C. glabrata insanda kommensal olarak
yasayan en yaygin Candida tiirlerinden biridir. Saglikli bireylerde hastalifa sebep
olmazken, HIV/AIDS hastalari, diyabet hastalari, kemoterapi hastalari, organ nakli
hastalari, yatan cerrahi hastalari dahil olmak iizere bagisiklik fonksiyonlar1 baskilanmis
kisilerde Kandidal enfeksiyonlara neden olmaktadir. Bagisiklig1 baskilanmis hastalarda
kan dolagimina girdikten sonra genelde iirogenital sistem enfeksiyonlarma ve sistemik
enfeksiyonlara neden olmaktadir. C. glabrata, genellikle hastane kaynakli yiizeysel (oral,
0zofagus, vajinal veya iiriner) veya sistemik kandidal enfeksiyonlarina neden olmaktadir

(Lagrotteria ve dig, 2007; Fidel ve dig, 1999).

Candida tropicalis, genellikle oval sekilli, 2-10 um biiyiikliigiinde, optimum 25-35 °C
sicaklikta biiyiiyen vejetatif hiicrelerdir. Kiiltlir ortaminda agar yilizeyinde kirmizi, pembe
veya turuncu renkli pigmentler iiretmektedir. Unipolar veya bipolar tomurcuklanarak
cogalmaktadirlar. Konidia (blastoconidia) tomurcuklari, igne seklindeki saplarda olusur.
Sabourand dekstroz agar yiizeyinde krem rengi veya kirli beyazdan griye, donuk, piiriizsiiz,
yumusak ve kremsi veya burusuk ve piiriizlii koloniler iiretmektedir. C. tropicalis, insan
derisinde, gastrointestinal sistemde ve ayrica kadin iirogenital sisteminde enfeksiyonlara
neden olan en yaygin Candida tiirlerinden biridir (Katragkou ve dig, 2017). Ozellikle
bagisikligt baskilanmis kisilerde, viicudun c¢esitli organlarinda kandidiyazis olarak

adlandirilan mantar enfeksiyonuna neden olmaktadir. En yaygin bulas sekli, hastane
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kaynakli olup hastalar ve saglik ¢alisanlar arasindaki bulagmadir. C. tropicalis epitelyal ve
endotelyal hiicre yiizeylerinde biyofilm olusturarak ve proteaz gibi enzimatik enzimleri
salgilayarak konak hiicreye yapigsmakta ve hiicreye niifuz etmektedir. Proteaz enzimleri,
peptit baglarimi hidroliz eder ve C. tropicalis’in derin dokulara tutunmasini ve

kolonizasyonunu desteklemektedir (Aratijo ve dig, 2017; Praneenararat, 2014).

Candida parapsilosis, ilk olarak Ashford tarafindan 1928'de kesfedilmistir. Oncesinde
Monilia parapsilosis olarak adlandirilmis, daha sonrasinda C. parapsilosis olarak yeniden
adlandinlmistir. C. parapsilosis hiicreleri oval, yuvarlak veya silindirik seklinde, ¢oklu
morfogenetik formlarda bulunmaktadir. Ya bir maya formunda ya da bir psédohif formda
bulunmaktadir ve Sabouraud dekstroz agar yiizeyinde beyaz, kremsi, parlak, piiriizsiiz veya
burusuk koloniler tiretmektedir. C. parapsilosis insan derisinin tipik kommensali olsa da
bagisikligi baskilanmis hastalarda, yogun bakim {initelerinde yatan ozellikle cerrahi
hastalarinda ve yenidoganlarda sepsis, yara ve doku enfeksiyonlarina neden olmaktadir. C.
parapsilosis, kalp cerrahisi hastalarinda fungal endokardit enfeksiyonunun %17'sini
olusturmaktadir (Trofa ve dig, 2008; Weems Jr, 1992). Hidrolitik enzimlerin salgilayarak
ve biyofilm olusturarak patojenik 6zelligini gostermektedir. C. parapsilosis, 6zellikle tibbi
cihazlarin  yiizeylerine yapisan psddohif filamentlerinden olusan  biyofilmler
olusturmaktadir. Cihaz yerlestirilmesi sirasinda mantarlarin cihaza giris yaptig cilt
ylizeylerinde de biyofilm olusumu meydana gelebilmektedir. Dolayisiyla, viicut
dokularinda hastaligin yayilmasini artiran biyofilmler olusabilmektedir. Biyofilm
olusturma ozellikleri antifungallere karsi direnci saglamaktadir. Ayn1 zamanda aspartik
proteinazlar (Saps), fosfolipazlar ve lipazlar gibi hidrolitik enzimler salgilayarak

patogenezi saglamaktadirlar (Trofa ve dig, 2008; Nyirjesy 2005).

Candida krusei, hiicreleri oval silindirik veya uzun 2.0- 5.6x 4.0- 15 pm boyutlarinda,
firsatgr bir mantar patojenidir. C. krusei'nin blastokonidia'lar1 tipik olarak 25 pm
uzunlugunda ve genellikle "kibrit ¢Opii" seklindedir. C. krusei diger Candida tiirlerinden
fakli olarak, vitamin igermeyen besiyerlerinde iireyebilmektedir. Saboraud dekstroz agar
yiizeyindeki kolonilerini C. albicans ve diger non-albicans Candida tiirlerinin olusturdugu
kolonilerden ayirmak giigtiir. En ¢ok hematolojik malignitesi olan hastalarda ve kan ve ilik
nakli olan hastalarda enfeksiyona ve kolonizasyona sebep olmaktadir (Pfaller 2008). Bu tiir
diger Candida tirlerinden farkli olarak, saglikli kisilerin mukozal yiizeylerinden elde
edilmemesine ragmen, vajinal kandidiyazisin 6nemli bir etkenidir. C. krusei 6nemli bir

antifungal ajan olan flukonazole karsi1 dogustan gelen bir direngle birlikte diger ilaglara
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kars1 azalmis duyarliligr bulunmaktadir (Pelletier ve dig, 2005). Yapilan bir ¢alismada, C.
albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis ve C. krusei nin kromojenik bir kiiltiir
ortami olan Kromagar yilizeyine ekimi yapilmis ve mantar tiirlerinin agar yiizeyinde
olusturduklar1 koloni renleriyle kimliklendirilmesi yapilmistir (Sekil 1.15) (Kalaiarasan ve

dig, 2017).

—— C. tropicalis

\

C. albicans C. krusei

—

C. glabrata _ _‘;_.. %
T ~ ‘bn.a,____h - = ;.;

Sekil 1.15: Kromagar iizerine ekimi yapilmis C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C.
tropicalis ve C. krusei kolonileri (Kalaiarasan ve dig, 2017)

Kromagar, 1979 yilinda E. coli identifikasyonu i¢in Dr. A. Rambach tarafindan icat
edilmis ilk kromojenik kiiltiir ortamidir. Bu teknoloji renk bazli farklilagtirma yontemidir.
Belirli bir enzimatik aktiviteyi hedefleyen bir substrattan ve bir kromofordan olusan
¢Oziiniir renksiz molekiillerden olusmaktadir. Hedef organizmanin enzimi renksiz
kromojenik konjugati parcaladifinda, kromofor serbest birakilir. Konjuge olmayan
formunda, kromofor kendine 06zgii rengini sergilemektedir. Bu besiyerinde, belirli

mikroorganizmalarin kolonileri bir bakista renklerinden taninabilmektedir (DRG, 2009).

Tim bu veriler 1s181inda, vajinal mikrofloraya hakim Lactobacillus tiirlerindeki gesitli
degisiklikler enfeksiyonla sonuglanabilmekte, ve vajinal dokunun ekstraselliiler
matriksinde bulunan KS’nin de fonsiyonel yapisin1i bozarak buradaki etkinligini
azaltabilmektedir. Bu nedenle, biyoteknolojik yontemlerle olusturdugumuz rekombinant
bakteri kaynakli Mikrobiyal KS’nin antifungal etkinligi ¢alisilmistir. Mikrobiyal KS’nin

her hangi bir yan etkiye sahip olmamasi, tamamen biyouyumlu, toksik olmayan ve
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antialerjik 6zelliklere sahip olmasi, mevcut hayvansal kaynakli yada sentetik KS’lere gore
ciddi avantaj saglamaktadir. Calismamizin sonucunda antifungal aktivitesi belirlenen
Mikrobiyal KS hem vajinal bag dokudaki GAG yapisin1 destekleyecek hem de burada

olusabilecek muhtemel Candidal enfeksiyonlarinin 6niine gegebilecektir.

1.10 Antifungal Ajanlar ve Etki Mekanizmalar

Antimikrobiyaller, bakteriler ve mantarlar gibi mikroorganizmalarin varligini azaltma
giicline sahip, ayn1 zamanda enfeksiyon hastaliklar1 tedavisinde kullanilabilen maddeleri
tanimlamak i¢in kullanilmaktadir. Patojen mikroorganzimalar, viicuda girip liremeye
basladiklarinda ve saglikli bakterileri digarida tuttuklarinda veya normalde steril olan
dokularda iiremeye basladiklarinda hastaliklara ve enfeksiyonlara neden olmaktadirlar.
Mikroorganizmalarin ¢ogalmasini saglayan ana siirecler, hiicre duvari sentezi, hiicre zari
islevi, protein sentezi, niikleik asit sentezi vb. islevlerdir. Dolayisiyla tiim bu siirecler
antifungaller i¢cin 6nemli hedeflerdir. Bu nedenle, bu siireclere farkli sekillerde miidahale
eden veya bu siirecleri bozan antifungaller ii¢ grupta incelenmektedir. Bunlar, mantar
hiicre duvar1 sentezini bozanlar, mantar sitoplazmik membran fonksiyonunu bozanlar ve

mantar DNA sentezini bozanlar olarak siniflandirtlmistir.

1.10.1 Hiicre sitoplazmik membran yapisini1 bozan antifungaller

Klinik  kullanimdaki {i¢ ana antifungal ajan grubu, azoller, polienler ve
allilamin/tiokarbamatlarin tiimii, mantar sterollerini etkileyerek hiicre membran yapisini
bozmaktadirlar. Azoller, ergosterol sentezini engellerken (ana mantar sterolii); polienler,
mantar zar1 sterolleri ile fizikokimyasal olarak etkilesime girmektedirler. Bu ajanlar
antifungal aktivitelerini, ergosterol sentezinin inhibisyonuna veya ergosterol ile dogrudan
etkilesime borgludur. Ergosterol, mantar hiicre zarimmin baskin bilesenidir. Ergosterol,
membran akigkanliginin ve asimetrisinin ve dolayisiyla mantar hiicrelerinde membran

biitlinliiglinilin biyoregiilatorii olarak hizmet etmektedir (Nozawa ve Morita, 1986).

1.10.2 Mantar hiicre duvarlarina kars: aktif bilesikler

Mantar hiicre duvari, hiicresel biitlinliigli ve canlilifi korumak i¢in hayati énem tasiyan
biiyiik plastisiteye sahip temel bir yapidir. Hiicre duvari, hiicresel gecirgenligi kontrol
etmek ve hiicreyi ozmotik ve mekanik stresten korumak gibi farkli biyolojik islevlere

sahiptir (Gow ve dig, 2017; Agustinho ve dig, 2018). Bu onemli fonksiyonlara ek olarak,
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hiicre duvari, adezinler ve aktivasyonlarindan sonra hiicre ig¢inde karmasik bir sinyal
dizisini tetikleyecek ¢ok sayida reseptor araciligiyla dis ¢evre ile etkilesimlere aracilik
etmektedir (Ponton, 2008). Hiicre duvar1 benzersiz bir sekilde polisakkaritler ve
proteinlerin yani sira lipidler ve pigmentlerden olusmaktadir (Gow ve dige, 2017). Ayrica,
baz1 duvar bilesenleri ¢ok immiinojeniktir ve enfeksiyon sirasinda hiicresel ve hiimoral
tepkileri uyarmaktadir (Erwig ve Gow, 2016). B-glukanlar ve mannanlarin yani sira
bunlara yonelik antikorlar, invaziv mantar enfeksiyonu olan hastalarda tespit
edilebildiklerinden ¢ok faydali enfeksiyon teshis araglaridir (Pazos ve dig, 20006).
Dolayistyla, hiicre duvart pargalanmasinin hiicre biiylimesi ve morfolojisi lizerinde hiicre

Oltimii ile sonuc¢lanan ciddi etkileri olabilmektedir.

Mantar hiicre duvari, mantar alemine 6zgii, mannan, kitin ve a- ve B-glukanlar ve glikosile
edilmis proteinler gibi bilesikleri igermektedir. Proteinler genellikle glikoproteinlerle
sonuc¢lanan polisakkaritlerle iligkilidir (Garcia-Rubio ve dig, 2020). Mantar hiicre duvari
insan viicudunda bulunmayan mannan, kitin ve a- ve [-glukanlar gibi yapilardan
olustugundan olasi antifungal ajanlarin ideal hedefleri olarak tanimlanmistir (Aguilar-
Zapata ve dig, 2015). Tibbi agidan 6nemli mantarlarin hiicre duvari bilesimi hakkindaki
bilgiler, daha ¢ok C. albicans ile yapilan ¢alismalardan elde edilmistir. Bu mayanin hiicre
duvar kitin, B-glukan ve mannoproteinden olusan ¢ok katmanli bir yapidir. B-glukan ve
mannoproteinler hiicre duvar kiitlesinin %80'ini olusturmaktadir (Ghannoum ve Rice,
1999). D1s katmanlar mannan, mannoprotein ve B-(1,6)-glukandan olusurken, i¢ katmanlar
agirlikli olarak B-(1,3)-glukan ve bir miktar mannoprotein ile kitinden olugmaktadir (Sekil

1.16).

Mantar Hicre Duvan

“ Mannoprotein

L B-1,3-glukan

Hucre duvari

B-1,6-glukan

U Kitin

Hlcre Duvar Yapilari

Membran

Sekil 1.16: Mantar hiicre duvar yapis1 (Garcia-Rubio ve dig, 2020)
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Lipopeptidler olan ekinokandinler, 3B-glukan sentazin spesifik inhibitorleri olarak glukan
sentezini inhibe etmektedirler. Dolayisiyla ekinokandinler, Candida ve Aspergillus
tirlerine karst hem in vitro hem de in vivo fungisidal aktiviteye sahiptirler. B-Glukan
inhibitorleri, biliyiik (210-kDa) bir integral membran heterodimerik proteini olan B-(1,3)-
glukan sentetazin spesifik rekabetci olmayan inhibitdrleri olarak islev gérmektedir (Hector,
1993). Mantarlar enfeksiyonlarinin bu bilesiklerle tedavisi, niikleik asit veya mannan

sentezini etkilemeden yapisal glukan bileseninin sentezini engellemektedir

1.10.3 Niikleik asitleri engelleyen antifungaller

5-Florositozin (5FC), esas gorevi mantar hiicresindeki makromolekiiler sentezi inhibe
etmektir. Bu ajan, permeaz enziminin yardimiyla mantar hiicrelerine girerek fosforile
edilereck RNA'ya dahil edilmektedir. Bu da protein sentezinin bozulmasina neden

olmaktadir (Sekil 1.17) (Polak ve Scholer, 1975).

B 1,6 Glukan
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Sekil 1.17: Antifungallerin etki mekanizmalar1 (Erben, 2018).

Mantar hiicrelerinde bulunan sitoplazmik zardaki steroller ve fosfolipidler arasindaki
etkilesimler, zarin akiskanligin1 ve asimetrisini etkilemekte ve sonug¢ olarak maddelerin
zarlar boyunca tasinmasini etkilemektedir. Mantar hiicresi tarafindan alinan ila¢ miktarinda
bir azalma, mantar hiicre zarinin sterol ve/veya fosfolipid bilesimindeki degisikliklerden

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir (Ghannoum ve Rice, 1999).

Mantar hiicre duvarinda, glukanlar, kitin ve glikoproteinlerin yani sira melatonin
pigmentinin de bulundugu bildirilmistir. Melanin, negatif yiiklii, hidrofobik ve sulu
cozeltilerde ¢coziinmeyen yiiksek molekiiler agirlikli bir pigmenttir ve mantarlar1 konakgida
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hayatta kalmay1 kolaylastiran stres faktorlerine karsi korumaktadir (Nosanchuk ve dig,
2015). Melanin iiretimi mantar viriilansina katkida bulunarak asir1 sicaklik, UV 15181 ve
toksinler gibi ¢evresel hasara kars1 direnci artirmaktadir (Silva ve dig, 2009; Eisenman ve

Casadevall, 2012)

1.11 KS ve Antimikrobiyal Etki Mekanizmasi

Antimikrobiyal ajanlar olarak anyonik ve katyonik polimerlerin antimikrobiyal etkinligini
aciklayan bir¢ok rapor yaymnlanmistir. Bu raporlara gore, katyonik polimerler icin
antimikrobiyal mekanizma, polimerlerin katyonik kisimlari ile anyonik yapilar arasindaki
elektrostatik etkilesimdir. Katyonik polimerler, bakteri veya mantar hiicre zarlarinin
anyonik olan fosfat gruplariyla gergeklestirdigi elektrostatik etkilesim ile antimikrobiyal
etki gostermektedir. Ayn1 etkilesim bu polimerlerin hidrofobik kisimlar1 ile
mikroorganizma lipid zarmin hidrofobik bolgeleri arasinda da gergeklesmektedir. Bu
etkilesimler, membran yapisini bozarak sitoplazmik materyalin sizintisina ve bunun
sonucunda hiicrelerin lizise ugrayarak pargalanmasina yol acamaktadir. Kondroitin siilfat
gibi polianyonik polimerlerin antimikrobiyal o6zelliklerinin benzer etkilesimlerle
gerceklestigi belirtilmektedir. Katyonik kisimlarin polimer omurgasina kovalent olarak
bagli oldugu, anyonik polimerlerin nispeten serbest katyonlari, hiicre duvarinin anyonik
fosfat gruplari ile daha kolay etkilesime girmektedir. Dolayisiyla anyonik polimerlerdeki
serbet katyonlar hiicre membranindaki fosfat gruplarina baglanarak hiicre membran
yapisint bozmakta ve hiicrenin lizisine neden olmaktadir (Guo ve dig, 2017; He ve dig,
2020). Tezimizde, polianyonik bir GAG olan, KS’nin ve diisik mA yiiksek etkinlikli
mikrobiyal formu olan MKS’nin gosterdigi fungisidal ve fungisitatik etkisi gozlemlenmis,

test edilmis ve sonuclar tartisilmistir.

Proteoglikanlarin kantitatif tayini i¢in ¢ogu test, katyonik boyalarin veya maddelerin GAG
polianyonik kisimlarina baglanmasini kullanmaktadir. Polikatyon ne kadar katyonik olursa
elektrostatik etkilesim o kadar yiiksek olmakta ve fizyolojik ¢cozeltilerden ¢okeltilen kararl
komplekslerle sonuglanmaktadir. Bu 6zellik, doku ve biyolojik sivilardan GAG'm
izolasyonu ve saflastirilmasini kolaylagtirmaktadir. Stilfatlanmis glikanlarin ekzojen olarak
ortama verilmesi, patojen proteinlerin konak¢1 hiicrelere baglanmasi ve yapismasi ic¢in
gerekli olan fizyolojik GAG'lar ile rekabete yol agabilmektedir. Bu molekiiler girisim
mekanizmasi, antimikrobiyal etki ile sonuglanmaktadir. Sekil’de goriildiigii gibi, patojen

proteinler ve konak hiicre GAG'larnn arasindaki etkilesim yoluyla patojen
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mikroorganizmalar konak hiicre yiizeyine baglanarak etkinligini gdstermektedirler.
Eksojen GAG'lar ortama konuldugunda, konak hiicre GAG'leri ile rekabet eder ve
mikrobiyal proteinlere baglanir ve bdylece patojenin konak hiicrelere baglanmasini

engellemektedir (Sekil 1.18) (Pomin, 2017).

MiKROBIYAL ENFEKSIYON ANTIMIKROBIYAL SULFATLI GLIKAN

. mikrobiyal proteinlere baglanarak, patojenin
i konak hcrelere baglanmasini zayiflatarak veya

patojen proteinleri ve konak hiicre GAG'lart © bozarak konak hiicre GAG'leri ile rekabet eder
arasindaki molekUler etkilesim yoluyla :
sim yoluy N ~

: ekSOJen
Yiizey proteinleri siilfath

’

gllkan
Patojen

Konak hiicre Proteogllkan ii
- 7 . \ S
\ JI\ JI\. J._

Sekil 1.18: GAG’larin antimikrobiyal etkisi (Pomin, 2017).

Bununla birlikte, antimikrobiyal aktivite i¢in yeni modeller olarak siilfatlanmis glikanlarin
yeni bir aragtirma materyali olmasi nedeniyle, heniiz ¢ok az sey bilinmektedir.
Stilfatlanmis glikanlarin antimikrobiyal ajanlar olarak kullanimina iliskin farmakokinetik
ve biyoyararlanim 6zellikleri ile ilgili giincel arastirmalar, bu alanda 6nemli bir potansiyele
isaret etmektedir. Tezimiz, biyouyumlulugu, antiinflamatuar, kondroprotektif ve
fizikokimyasal karakteristikleri ticari formlara gore avantajli olan (Erenler ve dig, 2022;
Erenler ve dig, 2019; Erenler, 2019) mikrobiyal kondroitin stilfatin iiretimini ve antifungal

etkisinin, ticari KS ile karsilagtirmali olarak tartisilmasini amag¢lamaktadir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Calismada Kullamilan Kimyasallar

Calismamizda besiyeri hazirlanmasi ve bakteri stoklarinin korunmasi i¢in; pepton, NaCl,
maya 0ziitli (yeast ekstrati), agar, amfisilin ve siitlii besiyeri kullanilmistir. Mikrodiliisyon
yontemiyle yapilan Antifungal aktivitede hiicre canlilifinin belirlenmesinde Resazurin
sodyum salt (Cas no:62758-13-8, Sigma-aldrich) kullanilmistir. Mikrobiyal kondroitin
saflagtirma asamasinda; saf etil alkol, Tris, MgCl, CaCl,, DNAse ve Protease K
kullanilmistir. Seliiloz membrani1 aktive etmek i¢in; sodyum siilfiir ve siilfiirik asit;
Mikrobiyal kondroitinin siilfatlanmasi asamasinda ise, DMF (Dimetil Formamid), Siilfiir

trioxide-pyridine, NaCl, aseton, NaOH, HCI kimyasallar1 kullanilmistir.

2.2 Calismada Kullanilan Cihazlar
Calismamizda kullandigimiz cihazlar Cizelge 2.1°de gdsterilmistir.

Cizelge 2.1: Kullanilan cihazlar

Cihaz

Etiv

Otoklav

Hassas Terazi

pH metre

Isiticilt manyetik karistirict
Vorteks

Santrifiij cihaz
Liyafilizator

Benmari (Su banyosu)

Spektrofotometre

Model-Marka

ES 252-NUVE

OT 90 L- NUVE

AS220 R2- RADVAG

STARTER 3100- OHAUS

Stirrer MSH-3001 -Biosan Htelli

REAX TOP- HEIDOLPH

UNIVERSAL 320 R Hettich ZENTRIFUGEN
EDWARDS

ST30 - NUVE

Optimum-One - CHEBIOS s.r.1.
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2.3 Calismada Kullanilan Mikroorganizmalar ve Saklama Kosullari

Calismamizda, Kondroitin ve Mikrobiyal KS iiretimini saglamak i¢in E. coli C2987 susu,
NEB'den (New England Biolabs) satin alinmistir. Onceki ¢alismalarimizda ekibimizce bu
susa kapsiiler kondroitin sentezinden sorumlu kfoAd, kfoC, kfoF genlerinin Vitreoscilla
hemoglobin geni olan vgb ile ortak ifade edildigi pETM6-PACF ve pUCS:15 plazmidi
transforme edilmistir (Erenler ve dig, 2019; Erenler, 2019). Buradaki plazmid pETM6-
PACF, Rensselaer Polytechnic Institute, Troy, NY, Mattheos Koffas'tan elde edilmisken;
pUCS:15 plazmidi ise Enterobacter aerogenes (NRRL (ARS Culture Collection) B-427)
bakterisinin vgh* rekombinanti olan E. aerogenes (pUCS8:15)ten elde edilmistir.
Kullanilan rekombinant suslarin 30 giinde bir LB-amp plaklarina ekimi yapilarak gece
boyu iiremeleri saglanmis ve ertesi giin parafilmle plaklarin etrafi sarilarak +4 °C’de

saklanmistir. Deneyler siiresince bu stoklar kullanilmistir.

Mikrobiyal KS’nin antifungal etkinliginin belirlenmesi i¢in kullanilan mikroorganizmalar
Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC)’den alinmistir (Cizelge 2.2). Saboraud Dekstroz
Agara subkiiltiiri yapilarak 48 saat boyunca 36 °C'de inkiibe edilerek iiretilmistir. Daha

sonrasinda 4 °C’de taze pasaj olarak muhafazasi saglanmistir.

Cizelge 2.2: MKS’nin antifungal etkinligi i¢in kullanilan Mikroorganizma tiirleri

Mikroorganizma tiirleri ATCC kimlik numaralan
Candida albicans ATCC 14053
Candida tropicalis ATCC 13803
Candida parapsilosis ATCC 22019
Candida glabrata ATCC 90030
Candida krusei ATCC 14243

2.4 Caliymada Kullamlan Besiyerleri

Caligmamizda bakterilerin bilylimesi icin temel bir besiyeri olan Lauria Broth (LB)—amp
stvi besiyeri kullanilmistir. Besiyerleri 2’ser litrelik erlenlerde hazirlanip 20 dakika

boyunca 120 °C’de ve 1 atm basingta otoklav edilmistir. Daha sonra oda sicakligina
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gelmesi beklenen besiyerlerine Litrede 80 mg oraninda ampicillin eklenmistir. LB

besiyerinin icerigi Cizelge 2.3°de verilmistir.

Cizelge 2.3: LB besiyeri (g/L)

Madde Miktar
Pepton 10g
NaCl 10g
Maya 6ziitii (Yeast ekstrati) 5¢g
pH 7.5

* Kat1 LB besiyeri i¢in ortama % 1,5 agar ilavesi yapilmaktadir.

Mikrobiyal kondroitin siilfatin antifungal aktivitesi icin Muller Hinton Agar (MHA),
Muller Hinton Broth (MHB), Saboraud Dekstroz Agar, Saboraud Dekstroz Broth

besiyerleri kullanilmastir.

2.5 Calismada Kullamilan Cozeltiler

Kondroitin saflagtirma protokolii i¢in kullanilan par¢alama tamponu Cizelge 2.4 ‘de

verilmistir.

Cizelge 2.4: Kondroitin saflagtirma protokolii i¢in kullanilan parcalama tamponu

Kimyasal Madde Miktar
Tris 100 mM
MgCl, 50 mM
CaCh 10 mM
pH 7.5
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2.6 Rekombinant E.coli pETM6-PACF-vgh Susunun Olusturulmasi

E. coli C2987 susuna transforme edilen yeni vektoriin yapiminda kullanilan pETM6-PACF
plazmidi, Rensselaer Polytechnic Institute, Troy, NY’dan Mattheos Koffas’dan temin
edilmistir. pUCS8:15 plazmidi ise, E. aerogenes (NRRL (ARS Culture Collection) B-427)
[pUCS8:15] susundan izole edilmistir. Oncelikli olarak, kondroitin sentezini saglayan gen
bolgesini ve Vitreoscilla hemoglobin proteinin sentezini saglayan vgb gen bolgesinin her
ikisini de tasiyan ve kondroitin siilfat liretimi i¢in kullanacagimiz yeni rekombinant
bakterinin olusturulmasi igin yeni bir plazmid yapimi gergeklestirilmigtir. pETM6-PACF
plazmidi, lizerinde kondroitin sentez genleri olan; kfoA, kfoC ve kfoF'yi tasimaktadir ve
genetik haritas1 Sekil 2.1°de gosterilmistir (He ve dig, 2015). Aym1 zamanda, vgh gen
bolgesini tasiyan pUC 8:15 plazmidin genetik haritasi ise Sekil 2.2 de gosterilmistir (Kurt
ve dig, 2009).

P Created with SnapGene®

PETM6_PACF

9839 bp

Sekil 2.1: kfoA, kfoC ve kfoF geni tastyan pETM6-PACF plazmidi (He ve dig, 2015)
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Sekil 2.2: vgb geni tagityan pUC 8:15 plazmidi (Kurt ve dig, 2009)

Gergeklestirilen protokolde, vgb ve kfo olmak iizere, iki gen grubunu da tasityan hibrit
plazmid olusturulmustur. pETM6-PACF ve pUCS:15 plazmidlerine ait harita ve sekans
bilgileri i¢in Yeni Nesil Sekanslama (De novo NextGen) yapilmistir. pUCS:15
vektoriinden vgh gen bolgesi, pETM6-PACF vektoriinde T7 terminatorden onceki Spel
bolgesine klonlamasi yapilmistir. Daha sonrasinda, genler PCR ile g¢ogaltilmis ve jel
ekstraksiyonu kiti ile jelden izole edilmistir. Klonlama i¢in jelden izole edilen DNA’lar ve
pETM6-PACF vektorii Spel enzimi kullanilarak kesilmis ve enzim kesiminde; hedef gen
250 ng, vektor 1000 ng olarak ayarlanip alinmistir. Kesim islemi i¢in hazirlanan mix ile
DNA’lar bir gece 37 °C’de inkiibe edilmis ve enzim kesimi yapilmistir. Daha sonrasinda,
kesimi yapilan hedef gen (0,5 pl) ile kesilmis vektoriin (pETM6-PACF- 1,5 ul) ligasyon
islemi ortama 15,5 pl su, 2 pl 10X LigBuf ve 0,5 pl T4 Enzim de ilave edilerek hazirlanmig
ve 22 °C’de 2 saat inkiibasyona birakilmistir (Ulke, 2019).

Ligasyon isleminden sonra olusturulmus plazmidin  E. coli’ye trasformasyonu
gerceklestirilmistir. 10 pl ligasyon iiriinii, E. coli lizerine eklenerek hafifce karistirilmis ve
daha sonra 15 dakika buz fizerinde inkiibasyon yapilmistir. Bu asamada plazmid

DNA’sinin hiicreye yapismasi saglanmis ve buz iizerinde inkiibasyonu yapilan bakterilerin
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porlarinin agilip, DNA’nin bakteri igerisine girmesi i¢in ornekler 42 °C’de 1 dakika
bekletilmistir. Porlarin kapanmasi i¢in ise 1 dakika sonunda Ornekler buza alinmistir.
Bakteri ve ligasyon oOrnekleri, ependorf tiipline alinmis ve 37 °C’de 20-30 dakika
calkalayicida karistirilarak, daha sonra 6rnekler amp (+) olan LB agarli petrilere ekilmis ve
1 gece 37 °C’de inkiibe edilmistir. Sonu¢ olarak, kondroitinin mikrobiyal {iretimini

saglayacak olan rekombinant E. coli susu elde edilmistir.

2.7 Mikrobiyal Kondroitinin Uretimi

Kondroitin sentezinden sorumlu kfoAd, kfoC, kfoF genlerini ve Vitreoscilla hemoglobin
genini (vgh) tastyan pETMO6-PACF-pUCS:15 plazmidinin transforme edilmesiyle
olusturulan rekombinant E.coli susu ile kondroitin sentez islemi gerceklestirilmistir.
Calismanin saflagtirma asamasinda pETM6-PACF plazmidinin kullanildigr ¢alismadaki
yontem takip edilmistir (Shi ve dig, 2014). Yontem, sivi LB-amp besiyerlerinde iiretilen
bakteri biyokiitlesinin toplanmasiyla baglayarak birka¢ cokeltme asamasina ve son olarak

liyafilizatorde kurutmaya dayanmaktadir.

Olusturulan rekombinant E. coli susu 2 litrelik erlenlerde hazirlanan LB-amp sivi
besiyerine ekimi yapilarak 48 saat boyunca 36 °C'de 140 rpm'de c¢alkalanarak inkiibe
edilmigtir. 48 saat sonrasinda, gece kiiltiirii santrifiij tiiplerine aktarilarak 9000 rpm de 5
dak. santrifiij edilmistir. Santrifiij tiipleri icerisindeki peletler biriktirilerek yeniden distile
suda siispanse edilip (yaklasik 20-30 mL) tek bir santrifiij tiipiinde toplanmistir. Daha
sonra bu tiip 15 dakika sivi dongiisiinde otoklav edilmistir. Otoklavdan ¢iktiktan sonra oda
sicakligina gelmesi beklenmis ve 9000 rpm de 10 dak. santrifiij edilmistir. Siipernatant iki
farkli falkon tiipiine aktarilmis ve iizeri toplam hacim 45 mL olacak sekilde +4 °C’de
sogutulmus alkolle tamamlanmustir. Alkol ilavesinin ardindan 6rnek alt {ist edilerek alkolle
karismast saglanmig ve -20 °C’lik dondurucuda bekletilerek c¢okeltme islemi

stirdiirilmiistiir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3: Santrifiij tiipleri igerisindeki iizeri soguk alkolle tamamlanmis siipernatantlarin -
20 °C’ye konulmadan 6nceki resimleri

Geceboyu bekleyen numune 9000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi,
elde edilen peletler toplanmis ve pH 7.5 olarak ayarlanmis par¢alama tamponunda yeniden
sispanse edilmistir. Tiip icinde kalan pelet lizerine parcalama tamponu eklenerek

vortexlenip karigtirilmistir.

Parcalama tamponu: 1000 mL ig¢in,

Tris 12.1¢g
MgCl12 476 g
CaClI2 l.lg

Numunelerin {izerine DNAse eklenmis (1 mg/L) ve 6rnek 37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir.
Orneklerin iizerine Protease K eklenmis (2,5 mg/mL) ve 56°C’de 2 saat inkiibe edilmistir.
Toplam hacim 45 mL olacak sekilde 6rnegin iizerine soguk (+4 °C) alkol eklenmistir.
Ornekler 9000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek supernatant atilmistir. Kalan pelet
santrifiij tlipliniin igerisinde 15 mL’ye kadar distile su ile tamamlanip vortexle
¢Oziilmiistiir. 15 mL olan son hacmin hepsi tek bir spin kolon plastik kabi igerisine
dokiilmiistiir. Uzeri aliiminyum folyo ile kapatilip delikler agilarak spin kolonda -20 °C de
dondurularak filtreleme i¢in hazir hale getirilmistir. Filtrelemeden sonra geriye kalan kisim

vakumla liyofilize edilmistir (Sekil 2.4 ve Sekil 2.5).
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Sekil 2.4: Yukaridaki islemlerle elde edilen kondroitinin spin kolon plastik kab1
igerisindeki goriintiisii

Sekil 2.5: Liyafilizatorde vakumla kurutulmus Mikrobiyal Kondrotin
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2.8 Mikrobiyal Kondroitinin Siilfatlama Asamasi

Onceki asamada elde edilen mikrobiyal kondroitine siilfatlama islemi yapilmistir (Shi ve
dig, 2014). Ticari KS’lerde, GalNAc tortularinin neredeyse tamami 4 ya da 6 konumunda
siilfatlandig1 ve 6-pozisyonunda siilfat oranimnin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Yaptigimiz islem ile tiim GalNAc tortularinin 6. pozisyonundaki hidroksil gruplarinin
stilfatlanip, uygun bir sekilde 4. pozisyondaki hidroksil tortularin1 koruyan bir polimer elde

edilmesi amaglanmistir.

Kondroitin stilfatlama islemi i¢in, mevcut mikrobiyal kondroitinin 4 grami 80 mL sulu
DMF (Dimetil formamid) i¢inde ¢dziilmiis ve soliisyon 0-5 °C’ye kadar sogutulmustur.
Daha sonra sogultulmus soliisyona 12 g Silfiir trioxide-pyridine complex eklenmistir.
Soliisyonun oda sicakligina ulagsmasi beklenmis ve 400 mL NaCl’e doymus aseton ilave
ederek ¢oktliirme islemi yapilmistir. Cokeltinin iizerinde kalan doymus aseton pipetle
cekilerek geri kalan c¢okelti spin kolonlara bosaltilmistir. Daha sonra liyafilizatorde
kurutulmasi saglanmistir. Kurutma isleminin ardindan toplamda elde edilen kati miktar
200 mL’de iyonize suda ¢oziliip elde edilen ¢ozelti 1 N NaOH ile notralize edilmistir.
Notralizasyon saglandiktan sonra ¢ozelti 40 °C’ye kadar 1sitilmis 0,2-0,3 N 60 mL NaOH
ile ¢oziilmesi saglanmistir. Bu sicaklikta 2 saat tutulmus ve daha sonra oda sicakligina

gelmesi beklenmis ve daha sonra HCI asit damlatilarak notralize edilmistir (Sekil 2.6.).

Sekil 2.6: A: NaOH ile 2 saat muameleden sonraki hali; B: HCI damlattiktan sonraki hali

Cozelti 10 ps’den kiiciik gecirgenlik iletkenlige sahip zar (membran) araciligryla
filtrelenmistir. Oncelikli olarak membran asagidaki protokolle (Baslik 2.9) aktive edilerek
kullanima hazir hale getirilmistir. Son olarak ¢ozelti spin kolonlara 15’er mL’ye boliintip

liyofilize edilerek kurutulmustur (Sekil 2.7). Elde edilen KS numunelerine Niikleer
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Manyetik Rezonans (NMR) ve Yiiksek Performanshi Sivi Kromatografisi (HPLC) ile

dogrulama analizleri yapilmistir.

Sekil 2.7: Liyofilizatdrde vakum ile kurutulan Mikrobiyal Kondroitin Siilfat
2.9 Membran Aktivasyonu

Membrandaki nemlendirici olarak kullanilan gliserolun fazlasinin giderilmesi igin
membran, akan suyun altinda yikanip distile su i¢inde 1 gece bekletilerek ertesi giin tekrar
yikanip bir kag¢ kez suyu degistirilmistir. Kiikiirt bilesiklerinin uzaklagsmasi i¢in membran 1
dakika boyunca 80 °C de % 0,3 (a/h) sodyum siilfiir soliisyonuyla muamele edilmistir.
Membran, 60 °C de distile suda 2 dakika boyunca yikanmis, bunu takiben % 0,2’lik (h/h)
siilfiirik asit ile muamele edilmistir. Daha sonra asit uzaklastirmak i¢cin membran sicak su

icerisinde durulanmaistir.

2.10 Mikrobiyal KS’nin NMR Analizleri

Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) spektroskopisi, karbonhidratlarin  yapisini
aydinlatmak i¢in yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. GAG-protein komplekslerini
arastirmak igin en yaygimn kullanilan kapsamli analitik yontemlerden biridir. Urettigimiz
KS'nin NMR analizi, IBTAM (Inénii Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma
Merkezi) biinyesinde yapilmistir. Tim NMR deneyleri, bir Bruker Avance III 600 HD
spektrometre (Bruker BioSpin, Billerica, MA) {lizerinde Topsin 3.1.7 yazilim1 (Bruker) ile
gerceklestirilmistir. Tek boyutlu 1H NMR spektrumlari i¢in kosullar su sekildedir: 12.3
kHz’lik titreme alani, 2.66 s’lik toplama siiresi, 8.00 s’lik gevseme gecikmesi, 24.8 °C
stcakliktir.
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2.11 Mikrobiyal KS’nin HPLC analizleri

Yiiksek Performanslhi Sivi Kromatografisi (HPLC), bir siv1 i¢inde ¢oziilebilen herhangi bir
numunede bulunan bilesiklerin ayrilmasi, tanimlanmasi ve nicelendirilmesi i¢in kullanilan
kromatografik bir tekniktir. Mikrobiyal KS’nin HPLC analizleri, IBTAM (In6nii
Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkezi) biinyesinde yapilmistir. Tiim
HPLC analizleri AGILENT 1100 series cihazinda gerceklestirilmistir. Olciimler “D-7000
HPLC-System-Manager 4.0” software kullanilarak yapilmistir.

2.12 Mikrobiyal KS’nin Antifungal Aktivitesinin Belirlenmesi

2.12.1 Antifungal aktivitenin agar dilusyon yontemi kullanilarak belirlenmesi

On calisma olarak, Mikrobiyal KS'in Candida albicans’a kars: antifungal aktivitesi, agar
seyreltme prosediirii kullanilarak belirlenmistir. Agar seyreltme yontemi, Muller Hinton
agar ortamina farkli Mikrobiyal KS konsantrasyonlar1 eklenerek gerceklestirilmistir. 7.5
mL Muller Hinton agar'a %48, %40, %32, %24, %16, %8 ve %4 olmak ilizere yedi farkl
konsantrasyon elde etmek i¢in sirasiyla 3.6, 3.0, 2.4, 1.8, 1.2, 0.6 ve 0.3 g (a/h) Mikrobiyal
KS eklenmistir. Daha sonrasinda, C. albicans’in Muller Hinton Agar'a subkiiltiiri
yapilmistir. Direkt koloni silispansiyonu distile suda yapilmis ve bulaniklik 0,5 McFarland
standardina (1x10° cfu/mL) ayarlanmistir. Farkli Mikrobiyal KS konsantrasyonlart
eklenmis agar plakalarinin yiizeyine maya hiicrelerinin standart inokulumdan bir 6ze
dolusu (10 pl) ekim yapilmistir. Ureme, iki giin (48 saat) boyunca 37°C'de inkiibasyondan
sonra degerlendirilmistir (Sekil 3.5).

Agar dillisyon yonteminin detayli calismasinda, Mikrobiyal KS'min ve ticari KS’nin
karsilastirmali olarak C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis ve C. krusei
olmak tiizere 5 farkli mantar tiirii lizerindeki antifungal aktivitesi test edilmistir. 6 mL’lik
Muller Hinton agar plaklarina sirasiyla % 48, %42, % 36, % 30, % 24, % 18, % 12, % 6, %
3, % 1, % 0.5 konsantrasyonlar1 elde etmek i¢in sirasiyla 2.88, 2.52, 2.16, 1.80, 1.44, 1.08,
0.72, 0.36, 0.18, 0.06, 0.03 g (a/h) Mikrobiyal KS eklenmistir. Kontrol plagina Mikrobiyal
KS eklenmeyerek saf Muller Hinton Agar koyulmustur. Her bir Candida tiirii i¢in direkt
koloni siispansiyonu distile suda yapilmis ve bulanikliklar1 0,5 McFarland standardina
(1x10° cfu/mL) ayarlanmistir. Sonrasinda, agar plaklar 5 farkli bolgeye boliinerek 5
tekrarla C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis ve C. krusei olmak iizere

farkli Candida tiiriiniin inokiilasyonu yapilmistir. Farkli Mikrobiyal KS konsantrasyonlari
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eklenmis agar plakalarinin ylizeyine maya hiicrelerinin standart inokulumdan mikropipetle
2’ser ul inokiile edilmistir. Plaklar iki giin (48 saat) boyunca 37°C'de etiivde inkiibasyona
birakilmis, sonrasinda Candida tiirlerinin plaklar lizerindeki liremesi degerlendirilmistir.

Ayni protokol ticari KS i¢in de tekrarlanmistir.

2.12.2 Antifungal aktivitenin broth dilusyon yontemi kullamlarak belirlenmesi

Antifungal aktivitenin tayini i¢in Broth Mikrodiliisyon yontemi kullanilmistir. Broth
Mikrodiliisyon yonteminde Mikrobiyal KS ve ticari KS karsilagtirmali olarak yine C.
albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis ve C. krusei olmak iizere 5 farkli
mantar tiirii lizerindeki antifungal aktivitesi test edilmistir. Bunun i¢in 96 kuyucuklu
mikroplak kullanilmistir. Her kuyucuga 200 ul Muller Hinton broth besiyeri igerisine
strastyla % 48, %42, % 36, % 30, % 24, % 18, % 12, % 6, % 3, % 1 konsantrasyonlar1 elde
etmek icin sirastyla 96, 84, 72, 60, 48, 36, 24, 12, 6, 2 mg (a/h) Mikrobiyal KS eklenmistir.
Kontrol kuyucuklarinin birine Mikrobiyal KS eklenmeyerek saf Muller Hinton Broth;
digerine Muller Hinton Broth ile beraber kullanilan mantar tiirii karistmi koyulmustur.
Aynt igslemler farkli bir mikroplakta ticari KS i¢in de tekrarlanmistir. Her bir Candida tiirii
icin direkt koloni siispansiyonu distile suda yapilmis ve bulanikliklar1 0,5 McFarland
standardina (1x10° cfu/mL) ayarlanmistir. Sonrasinda, mikroplaklara C. albicans, C.
tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis ve C. krusei’ nin 10‘ar pl inokiilasyonlari
yapilmustir. Farkli KS konsantrasyonlart bulunan mikroplaklar iki giin (48 saat) boyunca
37°C'de etlivde inkiibasyona birakilmis, sonrasinda her bir kuyucuga % 0.15 oraninda
hazirladigimiz Resazurin’den 15 pl eklenmistir. Mikroplaklar 3-4 saat 37°C'de etiivde

bekletilmis ve renk degisikligi gézlenerek Candida tiirlerinin iremesi degerlendirilmistir.

2.12.2.1 Resazurin

Resazurin, hiicre igine giren, toksik olmayan, floresan mavi indikator ve fenoksazin-3- on
yapisinda bir boyadir. Resazurinin hiicre canliligin1 gosterdigi yontem ayni zamanda
“resazurin rediiksiyon yontemi” olarak adlandirilir. Resazurin kantitatif olarak insan,
hayvan, mantar, bakteri ve mikobakterilerde hiicre proliferasyonunn belirlenmesi i¢in
kullanilir. Resazurin hiicresel metabolik aktivite ile metabolik rediiksiyona ugrayan bir
redoks indikatoriidiir. Rediikte formu rezorufin olarak adlandirilir ve pembe renkli ve
yiiksek derecede floresan 6zellikli bir bilesiktir. Resazurin canli ve oksidatif fosforilasyon
(solunum) yapabilen hiicrelerde mitokondriyel enzimler ve baz1 diger enzimlerle (6rnegin,

diaforaz) rezorufine doniistiiriiliir. Dolayisiyla, olusan floresansin miktari canli ve solunum
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yapabilen hiicre sayisiyla dogru orantilidir (Sekil 2.8.) (Erkekoglu ve Baydar, 2021;
Sundara Selvam ve dig, 2020).

Oksidasvon

A

- Re du ksivon ;
[
Resazurin Resorufin Dihydro resorufin
(Hafif ﬂoresan) (Yiuksek floresan) (Floresan degil)
O O
= HO. OH
I e
A) Ok5|dasyon |
©
(inhibisyon-hlicre slumi) (Canli hucrelerin varhiginda) .
Mor-Mavi Pembe Renksiz

Sekil 2.8: Resazurin ve Resorufin ve Dihydro resorufinin kimyasal yapilar1 (Sundara
Selvam ve dig, 2020; Wang ve dig, 2019)
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1 Mikrobiyal KS’nin NMR Analiz Sonuclari

Dogal iirtinlerdeki KS, C-4 konumunda stilfat grubu yalniz basina bulunmayip C-6
konumundaki siilfat grubuna birlesik halde bulunmaktadir. Genellikle ticari kaynakli bir
KS, % 40 oraninda C-4 konumunda, % 60 oraninda ise C-6 konumunda siilfat grubu
icermektedir. Calismamizda ticari KS’ye 06zdes nitelikte, 6-konumunda siilfat deseni

olusturulmustur.

NMR analizi, IBTAM (inénii Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkezi)
bilinyesinde yapilmis olup NMR sonuglar1 asagida verilmistir (Sekil 3.1.). Elde ettigimiz
KS’in Kondroitinaz ABC enzimi ile muamele edilmesi sonucu yapisinda bulunan
disakkarit birimleri serbest hale gecerek yan yana iki spektrum vermistir. Bunlar;
stilfatladigimiz N-asetil-B-galaktozamin-6-siilfat ve siilfatlanmamis Poli [B-glukuronik asit]
birimleridir. Ticari KS’nin enzim ile pargalanmasi sonucu ise aciga ¢ikan 4-S ve 6-S
birimleri asagida gosterilmistir (Sekil 3.2.). Elde ettigimiz KS’nin verdigi NMR
spektrumlarinin, referans ticari KS ve literatiirdeki diger kaynaklardan elde edilen KS nin

NMR spektrumlart ile eslestigi rapor edilmistir (Ulke, 2019).

Ticari KS’nin molekiil agirligi yaklasik olarak 18.000-20.000 D. arasinda belirtilmistir.
Mikrobiyal KS de ise NMR analizi sonucu molekiiler agirligin 300-3000 D. araliginda
oldugu belirtilmistir.
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Sekil 3.1: E. coli pPETM6-PACF-vgb" susundan elde edilen Mikrobiyal KS’ye ait NMR
sonuglari
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Sekil 3.2: Sigir trakesi kaynakli kontrol ticari KS’ye ait NMR sonuglari

3.2 Mikrobiyal KS’nin HPLC Analiz Sonuglar:

HPLC analizleri, IBTAM (Inénii Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkezi)
bilinyesinde yapilmis olup elde edilen HPLC sonuglar1 asagida verilmistir (Sekil 3.3.).
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Ayrica, trettigimiz Mikrobiyal KS i¢in kontrol olarak kullanmak iizere, ticari sigir trakesi
kaynakli KS’nin de HPLC analizi gergeklestirilmistir. Bu analiz sonucu Sekil 3.4.’de
verilmistir. Ayn1 zamanda sonuglar, literatiirdeki farkli kaynaklardan elde edilen KS’nin
HPLC analizleriyle karsilastirilarak, sonuglarin uyumlu oldugu rapor edilmistir (Ulke,
2019). Sonug olarak HPLC analiz sonucumuza gore, iirettigimiz Mikrobiyal KS’nin 269
dalton molekiil agirhiginda oldugu tespit edilmistir.
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Frag)90 2690
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el Ly H 7
lzoo(lx H OH H NHCOCH;
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Sekil 3.3: E. coli pPETM6-PACF-vgh* susundan iiretilen KS nin HPLC analiz sonuglari
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Sekil 3.4: Sigir trakesi kaynakli kontrol ticari KS’ye ait HPLC analiz sonucu
3.3 Mikrobiyal KS’nin C. albicans’a kars1 Antifungal Aktivite Sonuclar: (On ¢alisma)

Mikrobiyal KS’nin C. albicans'a kars1 antifungal etkinliginin sonuglar1 Sekil 3.5'de
gosterilmistir. 37 °C'de iki gilinliik inkiibasyondan sonra, kontrol grubunun petri kaplart (0
g/mL), 0.04, 0.08, 0.16 ve 0.24 g/mL Mikrobiyal KS gruplari tamamen beyaz C. albicans
kolonileri ile kaplanmistir. Ayrica, 0.24 g/mL Mikrobiyal KS petri kaplarinda gézlemlenen
koloniler, kontrole kiyasla biiylimelerinde bir giinliik gecikme olmasina ragmen tamamen
beyaz kolonilerle kaplanmustir. Iki giinliik inkiibasyon sonrasinda 0.32, 0.4 ve 0.48 g/mL
Mikrobiyal KS ile muamele edilmis petri kaplarinda hicbir koloni tespit edilmemistir
(Sekil 3.5.). Goriinlir bliylimeyi Onleyen en diisiik Mikrobiyal KS konsantrasyonu,
Minimum Inhibitsr Konsantrasyon (MIK) olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle
Mikrobiyal KS'min C. albicans'a karst MIK degeri 0.32 g/mL olarak belirlenmistir.
Yaptigimiz bu calisma ULAKBIM tarafindan taranan uluslararast bir dergide
yayimlanmistir (Unver ve dig, 2019).
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Sekil 3.5: Agar seyreltme yontemi kullanilarak C. albicans'a kars1 farkl
konsantrasyonlarda (g/mL) Mikrobiyal KS antifungal aktivite test sonuglari. (A) Kontrol,
(B) 0.04, (C) 0.08, (D) 0.16, (E) 0.24, (F) 0.32, (G) 0.4, (H) 0.48 g/mL.

3.4 Mikrobiyal KS ve Ticari KS’nin C. albicans’a kars1 Antifungal Aktivite Sonuglari

Agar diliisyon yonteminin detayli ¢alismasinda, Mikrobiyal KS’nin C. albicans'a karst
antifungal etkinligi sonuglar1 Sekil 3.6.'da gosterilmistir. 37 °C'de iki giinliik
inkiibasyondan sonra, C. albicans igin kontrol grubunun petri kaplart (0 g/mL), 0.005,
0.01, 0.03 ve 0.06 g/mL Mikrobiyal KS; sirasiyla A, B, C, D ve E plaklar1 beyaz C.
albicans kolonileri ile kaplanmistir. 0.12, 0.18, 0.24, 0.3, 0.36, 0.42 ve 0.48 g/mL
Mikrobiyal KS ile muamele edilmis F, G, H, I, J, K ve L petri kaplarinda higbir koloni
tespit edilmemistir. Dolayisiyla bu g¢alismada Mikrobiyal KSmin C. albicans'a karsi
antifungal etkinliginin belirgin oldugu ve MIK degerinin 0.12 g/mL olarak belirlenmistir.

Ticari KS ile yapilan ¢alismada ise, ticari KS’nin C. albicans’a karst MiK degerinin daha
yiiksek konsantrasyon olan 0.24 g/mL oldugunu gostermistir. Bu ¢alismanin sonucu Sekil

3.7°de gosterilmistir.
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Sekil 3.6: Farkli konsantrasyonlardaki Mikrobiyal KS’nin C. albicans iizerindeki antifungal aktivite test sonuglari. (A) Kontrol, (B)0.005, (C)
0.01, (D) 0.03, (E) 0.06, (F) 0.12 (MIK degeri), (G) 0.18, (H) 0.24, (I) 0.30, (J) 0.36, (K) 0.42, (L) 0.48 g/mL.
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Sekil 3.7: Farkl1 konsantrasyonlardaki ticari KS’nin C. albicans tizerindeki antifungal aktivite test sonuglari. (A) Kontrol, (B)0.005, (C) 0.01, (D)
0.03, (E) 0.06, (F) 0.12, (G) 0.18, (H) 0.24 (MIK degeri), (I) 0.30, (J) 0.36, (K) 0.42, (L) 0.48 g/mL.
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Sekil 3.8: Mikrobiyal KS’nin C. albicans’a kars1 Muller Hinton Broth kullanilarak yapilan
Antifungal aktivite testinin mikroplak resmi. Herhangi bir renk degisikliginin olmadig: 7.
kuyucuktaki Mikrobiyal KS konsantrasyonu (%12- 0.12 g/mL) C. albicans i¢in MIK
degerleri olarak kabul edilmistir. 11. Kuyucuk plak hazirlanirken herhangi bir
kontaminasyonun olmadigin1 dogrulayan kontroldiir. 12. kuyucuk C. albicans’in canliligini
ifade eden kontroldiir.
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Sekil 3.9: Ticari KS’nin C. albicans’a kars1t Muller Hinton Broth kullanilarak yapilan
Antifungal aktivite testinin mikroplak resmi. Herhangi bir renk degisikliginin olmadig 5.
kuyucuktaki Mikrobiyal KS konsantrasyonu (%24- 0.24 g/mL) C. albicans igin MIK
degerleri olarak kabul edilmistir.

Broth Mikrodiliisyon yonteminde, hem Mikrobiyal KS'nin hem de ticari KS’nin C.
albicans’a kars1 antifungal aktivitesi tekrar edilmistir. Mikrodiliisyon yd&nteminin
uygulandigr mikroplak tizerindeki renk degisikliginin goriilmedigi en az KS miktarmin
bulundugu KS konsantrasyonu MIK degeri olarak belirlenmektedir. Ayr1 mikroplaklar
iizerindeki 1-10 aras1 kuyucuklara sirastyla 0.48, 0.42, 0.36, 0.3, 0.24, 0.18, 0.12, 0.06,
0.03 ve 0.01 g/mL konsantrasyonlarinda Mikrobiyal KS ve ticari KS eklenmistir. 48 saatlik
inkiibasyondan sonra resazurin eklenmistir. Pembe renk iiremeyi gostermekte, mavi renk
ise liremenin inhibisyonu anlamina gelmektedir. Bu ¢alisma sonucunda, Mikrobiyal KS'nin
ve ticari KS’nin MIK degerleri, tiim Candida tiirleri igin agar diliisyon ydntemlerine
pararalel olarak belirlenmistir. C. albicans i¢in bu deger, Mikrobiyal KS’de renk
degisikliginin goriilmedigi 7. kuyucuktaki 0.12 g/mL iken, ticari KS’de renk degisikliginin
goriilmedigi 5. kuyucuktaki 0.24 g/mL olarak tespit edilmistir (Sekil 3.8, Sekil 3.9).

3.5 Mikrobiyal KS ve Ticari KS’nin C. tropicalis’e kars1 Antifungal Aktivite

Sonuglar

Agar diliisyon yonteminin detayli ¢alismasinda, C. tropicalis i¢in 0.24 g/mL Mikrobiyal

KS konsantrasyonunun kullanildigt H plagindan itibaren koloniler belirginlesmeye
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baslamistir. Dolayisiyla, kontrol grubunun petri kaplar1 (0 g/mL), 0.005, 0.01, 0.03, 0.06,
0.12, 0.18 ve 0.24 g/mL Mikrobiyal KS; sirasiyla A, B, C, D, E, F, G ve H plaklarn
iizerinde beyaz C. tropicalis kolonileri goriilmistir. 0.3, 0.36, 0.42 ve 0.48 g/mL
Mikrobiyal KS ile muamele edilmis I, J, K ve L petri kaplarinda hicbir koloni tespit
edilmemistir. Dolayisiyla bu calismada Mikrobiyal KS'min C. tropicalis tizerindeki
antifungal etkisi belirgin olmakla beraber, C. tropicalis 'e karst MIK degeri 0.30 g/mL
olarak belirlenmistir (Sekil 3.10).

Ticari KS ile yapilan antifungal aktivite tayininde ise ticari KS'nin C. tropicalis iizerindeki

antifungal etkisi azalarak, MIK degeri 0.36 g/mL olarak gézlenmistir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.10: Farkli konsantrasyonlardaki Mikrobiyal KS’nin C. tropicalis lizerindeki antifungal aktivite test sonuglari. (A) Kontrol, (B)0.005, (C)
0.01, (D) 0.03, (E) 0.06, (F) 0.12, (G) 0.18, (H) 0.24, (I) 0.30 (MIK degeri), (J) 0.36, (K) 0.42, (L) 0.48 g/mL.
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Sekil 3.11: Farkli konsantrasyonlardaki ticari KS’nin C. fropicalis tizerindeki antifungal aktivite test sonuglari. (A) Kontrol, (B)0.005, (C) 0.01,
(D) 0.03, (E) 0.06, (F) 0.12, (G) 0.18, (H) 0.24, (I) 0.30, (J) 0.36 (MIK degeri), (K) 0.42, (L) 0.48 g/mL.
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Sekil 3.12: Mikrobiyal KS’nin C. tropicalis’e kars1t Muller Hinton Broth kullanilarak
yapilan Antifungal aktivite testinin mikroplak resmi. Herhangi bir renk degisikliginin
olmadig1 4. kuyucuktaki Mikrobiyal KS konsantrasyonu (% 30-0.30 g/mL) C. tropicalis
icin MIK degerleri olarak kabul edilmistir.

4

9

Sekil 3.13: Ticari KS’nin C. tropzcalzs e karsl Muller Hinton Broth kullanilarak yapilan
Antifungal aktivite testinin mikroplak resmi. Herhangi bir renk degisikliginin olmadig 3.
kuyucuktaki Mikrobiyal KS konsantrasyonu (% 36-0.36 g/mL) C. tropicalis i¢in MIK
degerleri olarak kabul edilmistir.

Broth Mikrodiliisyon yonteminde, hem Mikrobiyal KS'nin hem de ticari KS'nin C.
tropicalis’e kars1 antifungal aktivitesi tekrar edilmistir. Mikroplaklar {izerindeki 1-10 aras1
kiyucuklara sirastyla 0.48, 0.42, 0.36, 0.3, 0.24, 0.18, 0.12, 0.06, 0.03 ve 0.01 g/mL
konsantrasyonlarinda ayr1 ayri Mikrobiyal KS ve ticari KS eklenmistir. 11. kuyucuk plak
hazirlanirken herhangi bir kontaminasyonun olmadigini dogrulayan, 12. kuyucuk ise C.
tropicalis’in canlihigmi ifade eden kontrollerdir. Mikrobiyal KS'min kullanildigi bu
calismanim sonucunda, C. tropicalis igin MIK degeri, renk degisikliginin goériilmedigi 4.
Kuyucuktaki 0.30 g/mL olarak belirlenirken (Sekil 3.12); ticari KS'nin kullanildig
calismanin sonucunda, C. tropicalis i¢in MIK degeri, renk degisikliginin goriilmedigi 3.

Kuyucuktaki 0.36 g/mL olarak belirlenmistir (Sekil 3.13).

3.6 Mikrobiyal KS ve Ticari KS’nin C. glabrata’ya kars1 Antifungal Aktivite Sonuclari

Agar diliisyon yonteminin detayli ¢alismasinda, Mikrobiyal KS’nin C. glabrata'ya karsi
antifungal etkinliginin tespitinde ise C. glabrata kontrol grubu dahil hi¢bir plakta lireme
gostermemistir (Sekil 3.14). Aym sekilde ticari KS’nin C. glabrata'ya karsi antifungal
etkinliginin belirlenmesi i¢in yapilan c¢alismada da plaklarin higbirinde {ireme
gézlenmemistir (Sekil 3.15). Deney C. glabrata'anin iiredigi optimum PH degerine sahip
Saboraud Dekstroz agarda tekrar edilmistir ancak Mikrobiyal KS'nin Saboraud Dekstroz
agarda bu mikroorganizma tiirii iizerinde herhangi bir inhibisyon etkisi gzlenmemistir.

Bununla ilgili ileri analizler yapilmistir (Baglik 3.9).
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Sekil 3.14: Farkli konsantrasyonlardaki Mikrobiyal KS’nin C. glabrata tizerindeki antifungal aktivite test sonuglari. (A) Kontrol, (B)0.005, (C)
0.01, (D) 0.03, (E) 0.06, (F) 0.12, (G) 0.18, (H) 0.24, (1) 0.30, (J) 0.36, (K) 0.42, (L) 0.48 g/mL. Higbir plakta ireme gézlenmemistir.
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Sekil 3.15: Farkli konsantrasyonlardaki ticari KS’nin C. glabrata lizerindeki antifungal aktivite test sonuglari. (A) Kontrol, (B)0.005, (C) 0.01,
(D) 0.03, (E) 0.06, (F) 0.12, (G) 0.18, (H) 0.24, (I) 0.30, (J) 0.36, (K) 0.42, (L) 0.48 g/mL. Higbir plakta iireme gézlenmemistir.
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Sekil 3.16: Mikrobiyal KS’nin C. glabrata’ya kars1 Muller Hinton Broth kullanilarak
yapilan Antifungal aktivite testinin mikroplak resmi. C. glabrata ise kontrol dahil higbir
kuyucukta iireme géstermemistir.
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Sekil 3.17: Ticari KS’nin C. glabrata’ya kars1 Muller Hinton Broth kullanilarak yapilan
Antifungal aktivite testinin mikroplak resmi.

Broth Mikrodiliisyon yonteminde, Mikrobiyal KSmin C. glabrata’ya karsi antifungal
aktivitesi tekrar edilmistir. Mikroplak {izerindeki 1-10 arasi1 kiyucuklara sirasiyla 0.48,
0.42, 0.36, 0.3, 0.24, 0.18, 0.12, 0.06, 0.03 ve 0.01 g/mL konsantrasyonlarinda Mikrobiyal
KS eklenmistir. 11. Kuyucuk plak hazirlanirken herhangi bir kontaminasyonun olmadigini
dogrulayan kontroldiir. 12. kuyucuk C. glabrata’nin Mikrobiyal KS yoklugunda besiyeri
icerisindeki canliligini ifade eden kontroldiir ve burada Muller Hinton Broth igerisinde C.
glabrata iiremesi gozlenmemistir. Bu ¢alisma sonucunda agar diliisyon yontemine paralel
olarak, hi¢bir kuyucukta iireme gozlenmemistir (Sekil 3.16). Ayn1 deney ticari KS i¢in de
tekrar edilmis ve yine ayni sonuglar elde edilmistir (Sekil 3.17).
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Sekil 3.18: Mikrobiyal KS’nin C. glabrata kars1 Saboraud Dekstroz Broth kullanilarak
yapilan Antifungal aktivite testinin mikroplak resmi. 48 saatlik inkiibasyondan sonra
resazurin eklenmistir (pembe renk iiremeyi géstermekte, mavi renk ise iremenin
inhibisyonu anlamina gelmektedir). 1-10 farkli konsantrasyonlardaki Mikrobiyal KS
bulunan kuyucuklara C. glabrata inokiile edilmistir. 11. Negatif kontrol (Muller hinton
Broth +. C. glabrata) 12. Pozitif kontrol (Saboraud dekstroz broth+ C. glabrata).

Muller Hinton Broth kullanilarak yapilan Antifungal mikrodiliisyon testinde C. glabrata
kontrol kuyucuklari dahil higbir kuyucukta lireme (renk degisikligi) gostermediginden,
deney C. glabrata'anin iiredigi optimum pH degerine sahip Saboraud Dekstroz Brothda
tekrar edilmistir. Ancak, burada da Saboraud Dekstroz Broth besiyerinin asidik ortaminin

Mikrobiyal KS yapisin1 bozdugundan tiim kuyucuklarda iireme gergeklesmis ve

75



Mikrobiyal KS’nin inhibitor etkisi gozlenmemistir (Sekil 3.18). Bununla ilgili ileri
analizler Baslik 3.9°da belirtilmistir.

3.7 Mikrobiyal KS ve Ticari KS’nin C. parapsilosis’e karst Antifungal Aktivite Sonugclar:

Agar dillisyon yonteminin detayli ¢alismasinda, Mikrobiyal KS’nin C. parapsilosis'e karsi
antifungal etkinligi sonuclart Sekil 3.19'da gosterilmistir. 37 °C'de iki giinlik
inkiibasyondan sonra, C. parapsilosis i¢in kontrol grubunun petri kaplar1 (0 g/mL), 0.005,
0.01, 0.03, 0.06, ve 0.12 g/mL Mikrobiyal KS; sirasiyla A, B, C, D, E ve F plaklar1 beyaz
C. parapsilosis kolonileri ile kaplanmigtir. 0.18, 0.24, 0.3, 0.36, 0.42 ve 0.48 g/mL
Mikrobiyal KS ile muamele edilmis G, H, I, J, K ve L petri kaplarinda hicbir koloni tespit
edilmemistir. Dolayisiyla bu ¢alismada Mikrobiyal KS'nin C. parapsilosis'e karst MiK
degeri 0.18 g/mL olarak belirlenmistir (Sekil 3.19).

Ticari KSnin kullanildig1 caligmada ise, Ticari KS Mikrobiyal KS'ye gore daha diisiik
etkinlik gostererek, Ticari KS'nin MIK degeri 0.24 g/mL olarak tespit edilmistir (Sekil
3.20)
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Sekil 3.19: Farkli konsantrasyonlardaki Mikrobiyal KS’nin C. parapsilosis izerindeki antifungal aktivite test sonuglari. (A) Kontrol, (B)0.005,
(C) 0.01, (D) 0.03, (E) 0.06, (F) 0.12, (G) 0.18 (MIK degeri), (H) 0.24, (I) 0.30, (J) 0.36, (K) 0.42, (L) 0.48 g/mL.
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Sekil 3.20: Farkli konsantrasyonlardaki ticari KS’nin C. parapsilosis lizerindeki antifungal aktivite test sonuglari. (A) Kontrol, (B)0.005, (C)
0.01, (D) 0.03, (E) 0.06, (F) 0.12, (G) 0.18, (H) 0.24 (MIK degeri), (I) 0.30, (J) 0.36, (K) 0.42, (L) 0.48 g/mL.
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Sekil 3.21: Mikrobiyal KS’nin C. parapsilosis’e karst Muller Hinton Broth kullanilarak
yapilan Antifungal aktivite testinin mikroplak resmi. Herhangi bir renk degisikliginin
olmadig1 6. kuyucuktaki Mikrobiyal KS konsantrasyonu (%18- 0.18 g/mL) C. parapsilosis
i¢in MIK degeri olarak kabul edilmistir.
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Sekil 3.22: Ticari KS’nin C. parapsilosis’e karst Muller Hinton Broth kullanilarak yapilan
Antifungal aktivite testinin mikroplak resmi. Herhangi bir renk degisikliginin olmadig: 5.
kuyucuktaki Mikrobiyal KS konsantrasyonu (%24- 0.24 g/mL) C. parapsilosis i¢in MIK

degeri olarak kabul edilmistir.

Yapilan Broth Mikrodiliisyon yonteminde, Mikrobiyal KS'nin C. parapsilosis’e karsi
antifungal aktivitesi tekrar edilmistir. Mikroplak tizerindeki 1-10 arasi kiyucuklara sirastyla
0.48, 0.42, 0.36, 0.3, 0.24, 0.18, 0.12, 0.06, 0.03 ve 0.01 g/mL konsantrasyonlarinda
Mikrobiyal KS eklenmistir. 11. kuyucuk plak hazirlanirken herhangi bir kontaminasyonun
olmadigin1 dogrulayan kontrolken, 12. kuyucuk C. parapsilosis’in canliligini ifade eden
kontroldiir. Bu ¢aligma sonucunda, Mikrobiyal KS'nin C. parapsilosis i¢gin MIK degeri,
agar diliisyon yontemine pararlel olarak, renk degisikliginin goriilmedigi 6. kuyucuktaki
0.18 g/mL olarak belirlenmistir (Sekil 3.21). Bu calisma ticari KS ile tekrar edilmis ve
ticari KS'nin C. parapsilosis iizerindeki MIK degeri 5. kuyucuktaki daha yiiksek
konsantrasyon olan 0.24 g/mL olarak tespit edilmistir (Sekil 3.22).

3.8 Mikrobiyal KS ve Ticari KS’nin C. krusei’ye kars1 Antifungal Aktivite Sonuclar:

Agar dilisyon yonteminin detayli ¢alismasinda, 0,12 g/mL Mikrobiyal KS
konsantrasyonunun kullanildig1 F plagindan itibaren C. krusei kolonileri belirginlesmeye
baslamistir. Dolayisiyla, kontrol grubunun petri kaplar1 (0 g/mL), 0.005, 0.01, 0.03, 0.06 ve
0.12 g/mL Mikrobiyal KS; sirasiyla A, B, C, D, E ve F plaklari iizerinde beyaz C. krusei
koloniler1 goriilmiistir. 0.18, 0.24, 0.3, 0.36, 0.42 ve 0.48 g/mL Mikrobiyal KS ile
muamele edilmis G, H, I, J, K ve L petri kaplarinda hicbir koloni tespit edilmemistir.
Dolayisiyla bu c¢alismada, kolonilerin  goriilmedigi en diisik Mikrobiyal KS
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konsantrasyonu olan 0.18 g/mL degeri, Mikrobiyal KS’ nin C. krusei 'ye kars1t MIK degeri
olarak belirlenmistir (Sekil 3.23).

Yapilan bu ¢aligma ticari KS’nin etkinligini gérmek i¢in tekrar edilmistir. Ancak, ticari
KS’nin C. krusei tizerindeki inhibitor etkisinin Mikrobiyal KS kadar giiclii olmadig
goriilmiistiir. Ticari KS'nin C. krusei 'ye karst MiK degeri 0.3 g/mL olarak tespit edilmistir
(Sekil 3.24).
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Sekil 3.23: Farkli konsantrasyonlardaki Mikrobiyal KS’nin C. krusei iizerindeki antifungal aktivite test sonuglari. (A) Kontrol, (B)0.005, (C)
0.01, (D) 0.03, (E) 0.06, (F) 0.12, (G) 0.18 (MIK degeri), (H) 0.24, (I) 0.3, (J) 0.36, (K) 0.42, (L) 0.48 g/mL.
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Sekil 3.24: Farkli konsantrasyonlardaki ticari KS’nin C. krusei iizerindeki antifungal aktivite test sonuglari. (A) Kontrol, (B)0.005, (C) 0.01, (D)
0.03, (E) 0.06, (F) 0.12, (G) 0.18, (H) 0.24, (I) 0.3 (MIK degeri), (J) 0.36, (K) 0.42, (L) 0.48 g/mL.

82



6 _11 12

COOO@@A%OOOOQ

Sekil 3.25: Mikrobiyal KS’nin C. krusei’ye kars1 Muller Hinton Broth kullanilarak yapilan

Antifungal aktivite testinin mikroplak resmi. Herhangi bir renk degisikliginin olmadigi 6.

kuyucuktaki Mikrobiyal KS konsantrasyonu (% 18- 0.18 g/mL) C. krusei i¢cin MiK degeri
olarak kabul edilmistir.
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Sekil 3.26: Ticari KS’nin C. krusei’ye kars1 Muller Hinton Broth kullanilarak yapilan
Antifungal aktivite testinin mikroplak resmi. Herhangi bir renk degisikliginin olmadig 4.
kuyucuktaki Mikrobiyal KS konsantrasyonu (% 30- 0.3 g/mL) C. krusei igin MIK degeri

olarak kabul edilmistir.

Broth Mikrodiliisyon yonteminde, Mikrobiyal KS'nin C. krusei’ye karsi antifungal
aktivitesi tekrar edilmistir. Mikroplak tizerindeki 1-10 arasit kiyucuklara sirasiyla 0.48,
0.42, 0.36, 0.3, 0.24, 0.18, 0.12, 0.06, 0.03 ve 0.01 g/mL konsantrasyonlarinda Mikrobiyal
KS eklenmistir. 11. kuyucuk plak hazirlanirken herhangi bir kontaminasyonun olmadigin
dogrulayan, 12. kuyucuk C. krusei’nin canliligimi ifade eden kontrollerdir. Bu calisma
sonucunda, Mikrobiyal KS'in C. krusei i¢in MiK degeri, renk degisikliginin goriilmedigi
6. kuyucuktaki 0.18 g/mL olarak belirlenmistir (Sekil 3.25). Yapilan bu c¢alisma ticari KS
icin tekrar edilmistir. Sonuglar agar diliisyon yontemine paralellik gostermistir. Ticari KS
icin MIK degeri renk degisikliginin goriilmedigi 4. kuyucuktaki 0.3 g/mL olarak
belirlenmistir (Sekil 3.26).

Sonug olarak, yapilan tiim antifungal test sonuglari, MIK degerleri gdzoniine alindiginda,
Mikrobiyal KS’nin diger Candida tiirlerine nazaran C. albicans (MIiK: 0.12 g/mL) ve
ardindan C. parapsilosis (MIK: 0.18 g/mL) ve C. krusei’ye (MIK: 0.18 g/mL) karsi
inhibitor etkisinin daha kuvvetli oldugunu gdstermistir. Bunlar1 C. tropicalis (MIK: 0.30
g/mL) takip etmektedir. C. glabrata igin ise yapilan testler sonucunda her hangi bir sonug
almamamustir. Ticari KS ile yapilan antifungal test sonuglarinda ise, Mikrobiyal KS ile
karsilastinldiginda C. albicans (MIK: 0.24 g/mL) ve C. krusei’ye (MIK: 0.30 g/mL) kars1
inhibitor etkisinin daha diisiik oldugu gériilmiistiir. Bunu C. parapsilosis (MIK: 0.24 g/mL)
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ve ardindan C. tropicalis (MIK: 0.36 g/mL) takip etmektedir. Burada Mikrobiyal KS’nin
C. albicans, C. tropicalis ve C. parapsilosis ve C. krusei lizerindeki inhibitor etkisinin
ticari KS’ ye gore daha yliksek oldugu belirgin bir sekilde tespit edilmistir. Mikrobiyal KS
ve ticari KS’nin MIK degerlerinin sonuglar1 karsilastirmali olarak Cizelge 3.1°de

verilmistir.

Cizelge 3.1: Mikrobiyal KS ve ticari KS’nin MIK degerlerinin karsilastirmali sonuglar

Mikroorganizmalar Mikrobiyal KS (g/mL) Ticari KS (g/mL)

C. parapsilosis

3.9 FT-IR (Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi) Analizleri

Bu teknik ile organik veya inorganik yapidaki kati, sivi veya gaz Orneklerin kalitatif ve
kantitatif analizlerini yapilmaktadir. C. glabrata’nin iiremek ihtiya¢ duydugu asidik ortam
diisiiniildiigiinde Muller Hinton Agar besiyerinde iiremedigi diistiniilmiistiir (Sekil 3.27.).
Bu ylizden deney C. glabrata’nin tireme gosterdigi optimum pH degerini tasityan Saboraud
Dekstroz agar ortaminda deney tekrarlansa da bu mikroorganizmanin kontrol grubu dahil
tiim plaklarda tiremesinin gozlenmesiyle Mikrobiyal KS’nin asidik ortamda etkinliginin

olmadig1 sonucuna varilmistir.

Sekil 3.27: A. Saboraud Dekstroz Agar besiyerine ekimi yapilmis C. glabrata (koloni-
iireme gozlenmistir), B. Muller Hinton Agar besiyerine ekimi yapilmis C. glabrata
(koloni-lireme gozlenmemistir).
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Mikrobiyal KS’nin distile su, Muller Hinton Broth ve Saboraud Dekstroz Broth i¢indeki
kimyasal yapisinin stabil olup olmadig: ile ilgili FT-IR sonuglar1 Sekil 3.28, 3.29 ve
3.30°de karsilastirmali olarak verilmistir. Her bir 6rnek icin 5 mg Mikrobiyal KS sirasiyla
200 pl’lik distile su, Muller Hinton Broth ve Saboraud Dekstroz Broth igerisine
eklenmistir, ve her ii¢ drnegin ilk saatte ve 24. saatte FT-IR analizleri yapilmigtir. FT-IR
analizleri IBTAM (Inénii Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkezi)

bilinyesinde yapilmis olup Shimadzu-IRPrestige 21 cihazinda yapilmistir.
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Sekil 3.28: DKS1 numarali ¢izgi distile su i¢erisindeki MKS’nin ilk saatteki FT-IR
sonucunu gostermektedir. DKS2 numarali ¢izgi distile su igerisinde 24 saat bekletildikten
sonraki MKS’nin FT-IR sonucunu gostermektedir.
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Sekil 3.29: SKS1 numarali ¢izgi Saboraud Dekstroz Broth i¢erisindeki MKS’nin ilk
saatteki FT-IR sonucunu gostermektedir. SKS2 numarali ¢izgi Saboraud Dekstroz Broth
icerisinde 24 saat bekletildikten sonraki MKS’nin FT-IR sonucunu gostermektedir. Mavi

okla gosterilen degerlerdeki farkliliklar Saboraud Dekstroz Broth i¢erisindeki MK S’ nin 24.
saatte bozundugunu gostermektedir.
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Sekil 3.30: MKS1 numarali ¢izgi Muller Hinton Broth igerisindeki MK S’ nin ilk saatteki
FT-IR sonucunu gostermektedir. MKS2 numarali ¢izgi Muller Hinton Broth icerisinde 24
saat bekletildikten sonraki MKS’nin FT-IR sonucunu gostermektedir.
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Yapilan FT-IR analizi sonuglarina gore, Muller hinton broth, Saboraud dekstroz broth ve
distile su icerisindeki Mikrobiyal KS’nin 1. ve 24. saatteki sonuglan karsilastirildiginda,
Muller hinton broth ve distile su igerisindeki Mikrobiyal KS’de herhangi bir degisiklik
(bozunma) goriilmemistir. Ancak Saboraud dekstroz broth igerisindeki Mikrobiyal KS’nin

24. Saat sonunda bozundugu goriilmektedir.

87



4. TARTISMA

GAG!lar viicutta bulunan bir¢ok fizyolojik siiregte 6nemli bir rol oynamaktadir. GAG'larla
ilgili patofizyolojik siirecler, GAG'larin viicutta her yerde mevcut olmasindan dolay1 ¢cok
genis bir aralifi kapsamaktadir. Hiicre biliylimesinin diizenlenmesi, proliferasyon, hiicre
adezyonunun tesviki, antikoagiilasyon ve yara onarimi dahil olmak iizere hiicre sinyal
stirecinde ¢ok 6dnemli bir rol oynamaktadir (Casale ve Crane, 2021). GAG'lar, ¢esitli viral,
bakteriyel, fungal ve parazitik patojenlerin bulasici siirecleri i¢in ¢ok onemlidir. Dermal
enfeksiyona sebep olan patojenler, GAG'lar1 hedeflemektedir. Saglam bir cilt epiteli,
fiziksel bir bariyer saglayarak, viicudun enfeksiyonlara karsi en onemli savunmasidir.
Cildin bu dis tabakas1 zayifladiginda, patojenler GAG'lar1 kullanarak enfeksiyona neden
olmak icin ¢ogalabilmektedir. Ornegin Merkel hiicreli polioma viriisii, enfeksiyona neden
olmak i¢in konak¢1 hiicreleri baglamak ve istila etmek i¢in dermal hiicre yiizeylerinde HS
ve KS'yi kullanan ¢ift sarmalli bir DNA viriisiidiir. Streptococcus pyogenes, GAG'larin
kullanildig1r bagka bir mekanizmay1 temsil eden Gram pozitif bakterilerdir. S. pyogenes,
molekiiler taklit yoluyla konake¢1 bagisiklik savunmalarindan kagmak i¢in HA'lardan
olusan bir kapsiil kullanmaktadir. Dermis ve epidermiste halihazirda bulunan HA bollugu
nedeniyle, S. pyogenes ''m HA kapsiilii, konak¢i lokositler tarafindan taninmayi ve
miiteakip fagositozu Onler. Deri enfeksiyonunu desteklemek i¢in GAG'lar1 kullanan diger
patojenlerin Ornekleri arasinda Herpes Simplex Viriisii, Candida, Staphylococcus aureus
ve Leishmania bulunmaktadir (Casale ve Crane, 2021). Dolayisiyla enfeksiyon etkeni
mikroorganizmalarin patojenitelerini gosterebilmeleri i¢in GAG’lar1 hedef gérmeleri de,
viicutta yapisal yada flora biitiinliigii bozulmus dokulardaki GAG biitiinliigiiniin geri
kazaniminin da ne kadar 6nemli oldugunu gdstermektedir. Bu alanda yaptigimiz literatiir
aragtirmalarinda, KS ile ilgili bir antifungal arastirmaya rastlanmamaistir. Calismamiz bu

alanda literatiire 6zgiin ve Onciil katki niteligi tasimaktadir.

Mantar hastaliklarinin siddeti, mayanin tiiriine ve viicudun enfekte oldugu bolgeye gore
biiyiik 6lclide degismektedir. 2017 yilinda yapilan bir ¢alismada, ABD'de 2005 ile 2014
yillar1 arasinda mantar hastaliklarinin tedavisi i¢in 7,2 milyar dolardan fazla harcama

yapildig1 bildirilmistir (Benedict ve dig, 2019). Ayn1 zamanda Candida enfeksiyonlarinin
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mantar hastaliklarinin en O6nemli kismini olusturdugu da belgelenmistir. Mantar
hastaliginin tedavi siireci, yogun antibiyotik ve antifungal tedavisi ile siliregelmistir.
Antibiyotik ve antifungal kullanimi bazi hallerde zorunluluk olsa da uzun siireli
kullanimda viicuda verdigi zararlar bilinmektedir. Bunlar tedavi edici 6zelligi olan ancak
dogal olmayan kimyasal tedavi ajanlaridir. Bunun yanisira, Antifungal ilag¢ direnci, vajinal
kandidiyazis ve diger bir¢ok mantar hastaliginda énemli bir sorundur. Ayrica, son ¢eyrek
asirda tip merkezlerindeki goriilme sikligir artmistir (Fong, 1996; Cowen ve dig, 2014).
Ayn1 zamanda mantar hastaliklarinin tedavi siiresinin uzun olmasi ve hastalarin
tedavisindeki zorluklar arastirmacilart alternatif kanallara yoneltmistir. Bu nedenlerle
antifungal ilaglar yerine alternatif dogal antifungal ajanlarin kullanilmasi 6nemlidir.
Tezimizde Mikrobiyal KS, dogal yapisi ile agar diliisyon ve broth diliisyon yontemlerini
kullanarak yaptigimiz test sonuglarina gore antifungal aktivite gostermistir. Tezimizde
kullanilan 5 tiir Candida susunda Mikrobiyal KS’nin antifungal etkinligi kanitlanmistir.
Mikrobiyal KS’nin C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis ve C. tropicalis iizerindeki MIK
degerleri sirasiyla 0,12 g/mL, 0,18 g/mL, 0,18 g/mL ve 0,30 g/mL olarak belirlenmistir.

Candida enfeksiyonlar1 6zellikle iremek i¢in dogal kosullar1 saglayan kutanoz tabakada ve
mukoza zarinda meydana gelmektedir. Bunlar mukozal kandidiyazis, kutandz
kandidiyazis, sistemik kandidiyazis ve antibiyotik kaynakli kandidiyazis olarak
cesitlenmektedir. Mukozal kandidiyazis; vajinal kandidiyazisle beraber oral kandidiyazis,
gastrointestinal kandidiyazis ve solunum kandidiyazisi gibi konak¢inin mukozal dokusunu
etkilerken; kutandz kandidiyazis ise cildi, cilt gézeneklerini ve tirnaklari etkilemektedir.
Sistemik kandidiyazis ise sepsis ve kandidemi gibi i¢ organlari ve kan dolagimini
etkilemektedir. Antibiyotiklerin kaynakli kandidiyazis, iyatrojenik kandidiyaz olarak da
bilinmektedir (Aryal, 2021). Antifungal ajanlarin literatiirde bahsedilen etkileri ile
Mikrobiyal KS’nin polianyonik yapist ile membran fosfolipitlerine etkisi kaynakli

oldugunu diisiindiigiimiiz antifungal ajan aktivitesi ortiismektedir.

Mevcut literatiir degerlendirildiginde, patojen proteinler ve konak hiicre GAG'lar
arasindaki etkilesim yoluyla patojen mikroorganizmalar konak hiicre ylizeyine baglanarak
etkinligini gostermektedirler. Eksojen GAG'lar ortama konuldugunda, konak hiicre
GAG'leri ile rekabet etmekte ve mikrobiyal proteinlere baglanarak patojenin konak
hiicrelere baglanmasini engellemektedir (Pomin 2017). Bu yoni ile Mikrobiyal KS
kompetetif bir etki ile Candida kaynakli proteinlerin vaginal epitel hiicrelerine zarar

vermesini engellemekte fungisitatik bir etki olusturmaktadir. Ayrica Mikrobiyal KS
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polianyonik karakteri ile anyonik polimerlerin nispeten serbest katyonlarinin, hiicre
duvarinin anyonik fosfat gruplar1 ile daha kolay etkilesime girme O6zelligi nedeni ile
Candida hicrelerinin membranlarindaki fosfat gruplarina baglanarak hiicre membran
yapisini bozmakta ve hiicrenin lizisine neden olarak fungisidal etki gostermektedir (Guo et
al. 2017; He et al. 2020). Yaptigimiz ¢alisma 6zellikle vajinal kandidiyazis tedavisi amagh
Candida tiirlerinin antifungal etkinligini kanitlasa da yukarida tanimlanan tim Candida
enfeksiyonlart i¢cin Mikrobiyal KS terapdtik bir ajan olarak kullanim potansiyeli

tagimaktadir.

Candidal enfeksiyonlarin olugsmasinin sebebi olarak genis spektrumlu antibiyotik
kullanimi, dogum kontrol haplarinin ve oral kortikosteroidlerin kullanimi, kanser
tedavileri, diyabet ve zayif bagisiklik sistemi gosterilmektedir. Yapilan bir kohort
calismasinda non-albicans Candida enfeksiyonlarinin son zamanlarda antibiyotik
kullanimi, diyabet ve probiyotik kullanimindan etkilenmedigi saptanmistir (Tressler ve dig,
2018). Buna ek olarak, non-albicans Candida min neden oldugu vajinal kandidiyazin
tedavisi daha zor olabilmekte ve genellikle daha agresif bir tedavi gerektirmektedir
(Deorukhkar ve dig, 2014; Fong, 1996). Mevcut literatiire gore, tezimizde etkili bir
antifungal bilesik olarak gozlemledigimiz Mikrobiyal KS, klinikte tedavisi zor olan non-
albicans Candida tiirlerine agresif ila¢ tedavisi yerine, dogal bir tedavi edici ajan olma

niteligine sahiptir.

Candida enfeksiyonlarin tedavisindeki basarisizliklarin nedenlerinden biri, C. albicans'in
mutasyonlar yoluyla antifungal diren¢ kazanmasidir. Flukonazol, en yaygin kullanilan
antifungallerden biridir. Ancak, C. albicans’da flukonazol direnci gelistirmistir. Ayni
zamanda baz1 klinik izolatlarin mutasyonlar1 edinmeden yiiksek flukonazol
konsantrasyonlarini tolere ederek hayatta kalabildikleri belgelenmistir (Delarze ve dig,
2020). C. tropicalis tedavisi i¢in ise yine yaygin olarak flukonazol (epitel hiicrelerine
yapismaya yardimci fosfolipaz baglantisina karsi etkili olan bir madde) kullaniliyorken, bu
mikroorganizma da yine zamanla flukonazole diren¢ gelistirmistir ve bu nedenle
tekrarlayan kandidiyazis vakalar1 goriilebilmektedir. Literatlirde risk olarak gosterilen
kimyasal ajanlarin yerine dogal yapili bir ajan olarak Mikrobiyal KS mutasyon ve direng

risklerini de elimine edecek bir karakteristige sahip olmaktadir.

Non-albicans Candida kaynakli 6liim orani yogun bakim ve cerrahi hastalarda en ytiksek;
cocuklarda, kanser hastalarinda ve HIV pozitif hastalarda daha diisiiktiir. Non-albicans

Candida tiirlerinin enfeksiyon olusturmasi i¢in cesitli risk faktorleri vardir. Bu risk
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faktorleri, C. parapsilosis i¢in viicuda yabanci cisim yerlestirilmesi, yenidoganlar ve
hiperalimentasyon ile ilgiliyken, C. krusei i¢in azol profilaksisi, C. tropicalis i¢in ndtropeni
ve kemik iligi nakli, C. glabrata icin ise azol profilaksisi, cerrahi, vaskiiler ve iiriner
kateterlerdir. Non-albicans Candida tiirlerinin bir kismi dogal olarak veya ikincil olarak
flukonazole direnglilik gostermektedir. C. krusei suslarinin % 75’1, C. glabrata’nin 35'1, ve
C. tropicalis’in % 10-25’1 bu diregliligi gosteren tiirlerdir. Amfoterisin B direnci de C.
krusei’nin % 10-15’inde goriilmektedir. Diger non-albicans Candida tiirlerinden C.
parapsilosis ve C.tropicalis ise C. albicans gibi hem azollere hem de polienlere duyarlidir.
Dolayisiyla mantar enfeksiyonlart i¢in varligi tespit edilen tlire 6zgili antifungal tedavisi
uygulanmaktadir (Krcmery ve Barnes, 2002). Bu durum, yillar gectikge vajinal
kandidiyazis yada Candida tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlarda, diger tiim patojenik
mikroorganizmalarda da gorildiigi gibi Candida tirlerinde de donemin antifungal
kimyasallarina kars1 zamanla direng¢ gelisebilecegini gostermektedir. Mikrobiyal KS gibi
biyoteknolojik yontemlerle gelistirilen yan etkisiz ve dogal ajanlarin kullanilmasi non-

albicans Candida tiirleri i¢in de oldukca avantajhdir.

C. krusei, hematolojik maligniteleri olan hastalar ve transplant alicilarinda enfeksiyon
etkeni olan bir mantar patojeni olarak iyi bilinmektedir. C. krusei'nin, hem flusitozin hem
de amfoterisin B'ye karsi azalmis duyarliligiyla birlikte flukonazol direnci nedeniyle
potansiyel olarak coklu ilaca direncli bir mantar patojeni oldugu bir¢ok ¢alismada rapor
edilmistir (Drago ve dig, 2004; Abbas ve dig, 2000; Abi-Said ve dig, 1997). Yapilan bazi
caligmalarda, flukonazol veya amfoterisin B alan hastalarda C. krusei'ye bagli siiper
enfeksiyonlar bildirilmistir (Majoros ve dig, 2006; Abbas ve dig, 2000). Ayrica,
amfoterisin B, C. albicans'a kiyasla C. krusei'ye karsi belirgin sekilde gecikmis 6ldiirme
kinetigi sergilemektedir (Majoros ve dig, 2006). C. krusei tarafindan sergilenen ¢oklu ilaca
diren¢ fenotipi, daha 6nce flukonazole maruz kalmis hastalar i¢in 6zellikle nétropenik ve
kritik hastalar i¢in tedavi segenekleri diisiiniildiigiinde terapotik bir ikilem teskil etmektedir
(Pfaller ve dig, 2008). Tiim bunlarin yaninda, yaptigimiz ¢alismada Mikrobiyal KS’ nin
diger Candida tiirleriyle birlikte degerlendirildiginde C. krusei'ye karsi etkinliginin yiiksek
olmasi ¢oklu ilag direnci gosteren bu mikroorganizmanin sebep oldugu enfeksiyonun
tedavisini kolaylastiracak ve c¢oklu ilag direnci noktasinda pratisyenlere destek

saglayacaktir.

Intravenoz narkotik bagimlilarinda, C. parapsilosis endokardit ile iliskilendirilmektedir.

Yapilan calismalarda, C. parapsilosis, fungemi, endokardit, endoftalmi, septik artrit gibi

91



klinik belirtilerle birlikte dnemli bir hastane patojeni olarak gozlenmis ve bunlarin tiimii
genellikle invaziv prosediirler veya prostetik cihazlarla baglantili olarak ortaya ¢ikmuistir.
Dolayisiyla C. parapsilosis enfeksiyon salginlari, intravaskiiler basing izleme cihazlarinin
ve Kklinikte hastalara uygulanan rutin sollisyonlarin kontaminasyonu sonucunda
olusmustur. Deneysel c¢alismalar genellikle C. parapsilosisin  C. albicans veya C.
tropicalis'ten daha az Oldiriici oldugunu gosterse de, C. parapsilosis'in  hastane
ortamlarinda hizli yayilmasi, ciltte olusturdugu sik kolonizasyon, 6zellikle glikoz igeren
cozeltilerde ¢ogalma yetenegi ve sentetik malzemelere yapisma ozelligi, C. parapsilosis
enfeksiyonlarmin yogunlugunu arttirmaktadir (Weems Jr, 1992). Yaptigimiz ¢aligmada
Mikrobiyal KS’nin inhibitor aktivitesinin en etkin C. albicans ve C. krusei ile beraber C.
parapsilosis tiirleri lizerine oldugu bulunmustur. Dolayisiyla Mikrobiyal KS’nin 6zellikle
hastane kaynakli enfeksiyonlar1 Onlemede potansiyel profilaktik ajan olarak

kullanilabilecegi diistintilmektedir.

Yapilan saha aragtirmalar1 sonrasi vajinal kandidiyazdan muzdarip hastalarin tedavilerinin
rutinde tek kutuluk (7 gilinliik) tedavilerinin yetersiz geldigi ve ikinci bir tedavi siirecine
ihtiyag duyduklar1 ve bu nedenle Kadin dogum uzmanlarina tekrar bagvurduklari
goriilmiistlir. Bu oran tedavi olan hastalarin % 50 sinden daha fazlasini olusturmaktadir.
Ayn1 zamanda gebe ve yliksek risk grubu hastalarda kimyasal antifungallerin yan etkileri
de goz ardi edilmemelidir. Ozellikle antibiyotik tedavisi sonras1 gebe hastalarda vajinal
kandidiyazis sikligi daha siktir (Denning ve dig, 2018). Buna ek olarak, gebelik
durumunda vajinal sekresyonlardaki yiiksek Ostrojen ve glikojen seviyeleri, vajinal

kandidiyaz gelisme riskini artirmaktadir (Monif ve Baker, 2003).

Vajinal kandidiyaz genellikle oral antifungal tedavi ile tedavi edilmektedir. Ancak bazi
caligmalarda tanimlanan kronik bir alt tipin tedavisi daha zor olabilmekte ve intravajinal
ilaglarla desteklenmesi gerekebilmektedir (Hong ve dig, 2014; Fischer, 2012). Bu durumda
mevcut literatlir degerlendirildiginde, doku ylizeyine 1yi yapisan Mikrobiyal KS yapisal
ozellikleri nedeniyle intravajinal tedavi ic¢in iyi bir alternatif olma potansiyelindedir.
Vajinal mikroflorada baskin olarak gorillen Lactobacillus tiirlerinin  patojenik
mikroorganizmalara kars1 vajinal epitel yiizeye yapisip tlim yiizeyi kaplayarak koruma
mekanizmasi olusturdugu belirtilmistir (Mastromarino ve dig, 2014; Kwok ve dig, 2006).
Bu calismaya gore, tezimizde Mikrobiyal KS’nin adezyon ve difiizyonu kolaylastirici
ozellikleri ile Lactobacillus’larin sagladigt bu mekanizmayr destekleyebilecegini

kanitlayan veriler elde edilmistir.
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Kondroitin stilfat ektraseliilar matrikste mevcuttur ancak bu miktar Candida enfeksiyonunu
tedavi edemeyecek kadar diisliktiir. Yapilan aragtirmalardaki bulgular menapoz sonrasi
kadinlarin vajinal dokularindaki Kondroitin Siilfatin ve bazi GAG’larin saglikli iireme
cagindaki kadinlara gore azaldigin1 géstermektedir (Bezerra ve dig, 2004). Ayni zamanda
vajinal kuruluk ve saglikli vajinal dokunun anormallesmesiyle meydana gelen patolojik
durumlarda KS’nin olumlu yonde etkinligi gézlenmistir (Torella ve dig, 2016). Bununla
birlikte 6strojen hormonlarinin kadinlarda vajinal epitelinin biiylimesini ve olgunlagmasini
destekledigini ve KS gibi GAG’larin sentezini sagladigi bilinmektedir (Orazov ve dig.
2020; Tyuzikov ve dig. 2018). Ostrojenlerin mesanenin iirotelyumundaki GAG’larin
sentezini, herhangi bir anormallik veya komplikasyon sonucunda olumsuz yonde
etkilemesi vajinal dokudaki ECM’de bulunan KS’lerde bir orantisizlik olusturabilmekte ve
buda ciddi saglik sorunlariyla sonuglanabilmektedir. Tiim bunlar diisiiniildiigiinde
Mikrobiyal KS’nin prebiyotik bir ajan olarak kullamilabilirligi sadece antifungal etkisiyle
iliskili degil aym1 zamanda vajinal doku biitiinliigiiniin de devami i¢in de gerekli

olabilmektedir.

Sonu¢ olarak, Mikrobiyal KS’nin vajinal enfeksiyonunu olusturabilecek patojenik
mikroorganizmalara karst tedaviyi destekleyici etkin bir terapétik ajan olarak
kullanilabilecegi konusunda anlamli sonuglar elde etmis bulunmaktayiz. Mikrobiyal KS
dogal, toksik olmayan ve biyouyumlu yapisi ile vajinal kandidiyaziste kullanilan diger
antifungal ajanlarla kiyasla herhangi bir yan etki gostermemektedir. Bu ozelligi ile
kimyasal antifungal ajanlar1 kullanamayan gebe ve yiiksek risk grubu hastalarda 6nemli bir
tedavi ajan1 potansiyelindedir. Mikrobiyal KS, helal ve vegan 6zellikleri ile biyoteknolojik

ila¢ endiistrisinde énemli bir iiriin olarak yer bulabilecektir.
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5. SONUC VE ONERILER

Kondroitin siilfat f-1,3 glikozidik baglarla baglanmis ve farkli karbon pozisyonlarinda
stilfatlanmig glukuronik asit (GIcA) ve N-asetil-galaktozamin (GalNAc) disakkarit
birimleriden olusan polimerik bir karbonhidrattir. Kondroitin siilfatin siiflandirilmasi
stilfat grubunun bulundugu yere bagh olarak yapilmaktadir. Yaptigimiz bu ¢alismada, daha
etkin olacagim1  dislindiiglimiiz ~ N-asetil-galaktozamin  iizerinde 6. karbonun
stilfatlanmasiyla Kondroitin Siilfat-C (KS-C) formu olusturulmus ve bu formun antifungal

etkinligi ile birlikte her bir mantar tiirii igin MIK degerleri belirlenmistir.

Yaptigimiz tez calismamizda, genelde tiim mantar hastaliklarinin, 6zelde ise vajinal
kandidiyazisin nedeni olan en baskin mantar tiirlerinden C. albicans, C. tropicalis, C.
parapsilosis ve C krusei’ye karst Mikrobiyal KS’nin antifungal etkinligi, agar diliisyon ve
resazurin-temelli broth diliisyon yontemleri kullanilarak ispatlanmistir. Dolayisiyla
calismamiz sonucunda, antifungal etkinligi kanitlanmis olan Mikrobiyal KS nin, vajinal
enfeksiyonlarda yaygin olarak tesbit edilen vajinal kandidiyazis tedavisini desteklemek
yada klinik tablo belirginlesmeden Once vajinal kandidiyazis Onleyici olarak
kullanilabilecegi ongoriilmiistiir. Yeni bir rekombinant sus olan E. coli (pETM6-PACF-
vgb) bakterisinin Kondroitin Siilfat iiretme 6zelligi kullanilarak elde edilen Mikrobiyal KS
krem formda intravajinal olarak uygulanabilir yada ayn1 zamanda suda kolay eriyebilirligi
ve nemli ortamda jel kivaminda bulunmasi gibi 6zellikleri de bulundugundan tablet formda

prebiyotik olarak da kullanilabilecegi diistintilmektedir.

Imidazol, triazol ve polien antifungaller vajinal kandidiyazis tedavisinde intravajinal veya
oral olarak kullanilan ilaglardir. Candidal enfeksiyonlarin tedavisi i¢in antifungal ilaclarla
gerceklestirilen tedavi siireci uzun zaman almakta bu da hem hastanin hayat standartlarinin
diismesine sebep olmakta hemde ekonomik ydnden kiilfet olusturmaktadir. Candida
albicans ve non-albicans Candida tirleri i¢in bu tablo daha da agirlagabilmektedir.
Yaptigimiz bu calismada etken maddesinin Mikrobiyal KS oldugu iiretilebilecek tedavi
ajanlarinin hem uzun vadeli tedavi siirecini azaltabilecegi hem de hastanin bu anlamda

hayat konforunu yiikseltebilecegi diisiiniilm{istiir.
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Yapilacak olan ileri ¢aligsmalarda, Mikrobiyal KS’nin sadece vajinal kandidiyazis i¢in degil
aynt zamanda deri ve mukozal enfeksiyonlara neden olabilecek diger Candida
enfeksiyonlar1 i¢inde potansiyel tedavi destek ajant olarak da kullanilabilecegi
diistiniilebilir ve caligmalar bu yonde gelistirilebilir. Ayn1 zamanda etken madde olarak
kullanilacak olan Mikrobiyal KS, kullanilacak viicut mukozal bolgesine gore ¢esitli
prebiyotik yardimc1 maddelerle mix yapilarak olusturulabilecek yeni bir tedavi ajani olarak

gelistirilebilecek potansiyeldedir.

Vajinal kandidiyaz tedavisi i¢in diinya c¢apinda milyonlarca dolar harcanmaktadir.
Hastalarin hastanede tedavisi, daha fazla antifungal ila¢ kullanimina ve yani sira hastanin
acisindan psikolojik etkilere ve ¢alisma hayatinda isgiicii kaybina yol agmaktadir. Tedavi
icin Mikrobiyal KS kullaniminin ekonomik bir degeri olacagi ayrica hastayr antifungal
ilaglarin yan etkilerinden koruyabilecegi én goriilmektedir. Tiirkiye Ilag Sektdrii dnemli
miktarlarda ve gesitlilikte liretim ve ihracat olanagina sahip ve katma degeri yiiksek olan
sektorlerden biridir. Uluslararas1 norm ve standartlarin uygulandigi Tiirkiye Ilag Sektorii,
Diinya Saglik Orgiitii tarafindan belirlenen "Iyi Uretim Uygulamalan" cergevesinde gerekli
yatirimlart yaparak teknolojik alt yapisini giliglendirmistir. Diinyada sentez kimyasiyla
tiretilen Uriinler gittikge azalmakta, ilag pazarinda Biyoteknolojik yaklasimlar agirlik
kazanmaktadir.. Ulkemizde de diinyadaki gelismelere paralel olarak biyoteknolojik
ilaglarin {iretimi 6nem kazanmaktadir. Kesfedilen yeni ila¢ kimyasallarinin sayisi
azalmaktadir. Buna karsin, biyoteknolojik ilaclar glinlimiizde toplam ilag pazarinin
%29’unu olusturmakla birlikte, yakin gelecekte %35’ini olusturmasi1 beklenmektedir. 2019
yilinda 266 milyar $ olarak bildirilen biyoteknolojik ila¢ satiglarinin, 2026 yilinda 505
milyar $’a ulasacag degerlendirilmektedir (Ilag Sektorii Raporu, 2020). Mikrobiyal
KS’nin, kandidal enfeksiyonlarin tedavisi ic¢in kullanilabilecek biyoteknolojik ilaglar
kategorisinde yer alabilecegi ve bu noktada kimyasal ajanlarin olusturduklar
olumsuzluklar1 ortadan kaldirabilecegi diisiiniilmektedir. Ekibimiz tarafindan iiretilen ve
osteoartritteki etkinligi deneysel hayvan calismalari ile kanitlanan Mikrobiyal KS’nin
Candidal enfeksiyonlardaki etkinliginin de Deneysel hayvan modeli ile kanitlanmasi bir
gerekliliktir. Bu asamada elde edilecek basari, liretimimiz olan MKS’nin yerli ve milli bir
biyoteknolojik ila¢ olarak kullaniminin yolunu acacaktir. Tezimiz, diinya literatiiriinde
MKS’nin antifungal ajan etkinliginin tartisildig: ilk ¢alisma olma niteligi tasimaktadir. Bu

yaklasimin deneysel hayvan ¢alismasi sonrast bir {iriine donligmesi en 6nemli hedefimizdir.
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