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OZET

Yeni Nesil Triazole Grubu Antifungal ilaclardan Tioconazole Direnclilik Saglayan

Genlerin Bulunmasi

Amag Tip alanindaki yeni gelismeler: Kemik iligi nakli, kemoterapi, karaciger
ve bobrek transplantasyonlari, yogun bakimda tedavi gerektiren hasta sayisinin
artmasma neden olmaktadir. Tedavilerde kullanilan genis spektrumlu antibiyotikler,
kortikostereoitler, yogun bakim siirecinin uzamasi, organ ve doku nakillerinde organ
reddini engellemek icin kullanilan {imminsiipresiflere bagli sistemik mantar
enfeksiyonlarinin morbidite ve mortalitesinde 6nemli artisa neden olmaktadir.

Hastanelerde antifungal duyarlilik testlerinin ¢ikmasi uzun siirdiigiinden
hastalara gerekli tedavinin verilmesinde gecikmelere ve antifungallerin etkili
kullanilamamasina neden olmaktadir.

Amacimiz maya mantarinda uygulanabilen genetik/ genomik yontemlerden
yararlanarak mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan tioconazole Kkarsi
hiicrelerin nasil direnglilik kazandiklarinin saptamaktir.

Materyal ve Metot: Calismamizda BY4741 S. cerevisiae maya susu i¢in YPD
agar ortaminda TIO igin MIC dozunu belirledik. Tarama amaci ile gDNA transforme
edilmig hiicreleri, ilacin Oldiiriicii dozlarin1 iceren YNB plaklarina yaydik ilaca az
duyarli olan koloniden plazmitleri izole ettik. Ilacin varhiginda biiyiimeden sorumlu
olduklarmi kanitlamak icin taze yabanil tiplerini trasforme etmek i¢in kullandik.
Onayladiktan sonra plazmitler Yep13F1 primeri kullanilarak sekanslandi.

Bulgular: Direngli koloninin, Maya 12. Kromozomu {iizerinde bir DNA
bolgesini igermis oldugu saptandi. Bu DNA sekans dizisi Yeast Genome Database
(https://www.yeastgenome.org) veri tabaninda BLAST analizi yapmak i¢in kullanildi ve
YLR117w isimli gene tekabiil ettigi anlasildi.

Sonu¢Buldugumuz YLR177w geninin asir1 ekspresyonu, TIO duyarliligin
azaltigmi gozlemledik. YLR177w'nin bulunmadigr delesyon mutantini, ilacin
varliginda biiyiime yetene8i acisindan analiz ettik ancak YLR177w yoklugunda
hiicrelerin TIO'ya duyarli hale gelmedigini gézlemledik.

Anahtar Kelimeler: ilag direngliligi, Antifungal, Genomik, Maya
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ABSTRACT

Finding Genes That Resist Thioconazole From New Generation Triazole Group

Antifungal Drugs

Aim: New developments in medicine, like bone marrow transplantation,
chemotherapy, and liver and kidney transplantations, cause an increase in the number of
patients requiring intensive care due to the broad-spectrum antibiotics and
corticosteroids used in these treatments, prolonged intensive care processes, and the
morbidity and mortality of systemic fungal infections due to the immunosuppressants
used to prevent organ rejection in organ and tissue transplants.

Antifungal susceptibility tests take a long time to perform, which causes delays
in giving the necessary treatment to patients and promotes the ineffective use of
antifungals.

Our aim is to determine how the cells become resistant to thioclosole (T10),
which is used in the treatment of fungal infections, by using genetic/genomic methods
that can be applied in yeast.

Material and Method: In our study, we determined the MIC dose for TIO in
YPD agar medium for the BY4741 S. cerevisiae yeast strain. For the purpose of
screening, we spread gDNA-transformed cells on YNB plates that contained lethal
doses of the drug and isolated plasmids from the isolates that were less sensitive to the
drug. We used it to transform fresh wild-types to prove that they were responsible for
the growth in the presence of the drug. After confirmation, the plasmids were sequenced
using the Yep13F1 primer.

Results: The resistant colony was found to contain a DNA region on the 12th
Chromosome of Maya. This DNA sequence was used to perform a BLAST analysis in
the Yeast Genome Database (https://www.yeastgenome.org) and it was found to
correspond to the gene named YLR117w.

Conclusion: We observed that overexpression of the YLR177w gene reduced
TIO sensitivity. We analyzed the deletion mutant without YLR177w in terms of its
ability to grow in the presence of the drug, but we observed that cells were not
susceptible to TIO in the absence of YLR177w.

Keywords: Durug Resistance, Antifungals, Genomics, Yeast
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1. GIRIS

Tip alanindaki yeni gelismeler: Kemik iligi nakli, kemoterapi, karaciger ve
bobrek transplantasyonlari, yogun bakimda tedavi gerektiren hasta sayisinin artmasina
neden olmaktadir. Tedavilerde kullanilan genis spektrumlu antibiyotikler,
kortikostereoitler, yogun bakim siirecinin uzamasi, organ ve doku nakillerinde organ
reddini engellemek igin kullanilan timminsiipresiflere bagli sistemik mantar

enfeksiyonlarinin morbidite ve mortalitesinde 6nemli artisa neden olmaktadir (1,2).

Akdeniz iniversitesinde yapilan basarili ¢ift kol nakli ameliyati sonrasinda
hastanin uzun siire yogun bakimda kalmasi ve immiin sistemin baskilanmasi sonucunda
gelisen mantar enfeksiyonu, bu mantara karsi kullanilan ilaca direng¢ gelismesi sonucu
hasta yasamini yitirmistir. Bu gibi istenmeyen sonuglar bu alandaki basariy1 tartismaya

neden olmustur (3).

Sistemik antifungallerin kullanimi 1950’li yillarda baslamis. Ancak ilag
sayisindaki artis anibakteriyal ilaglarin gerisinde kalmistir. Daha da onemlisi bir¢ok
mantar tlirli bu ilaglara direng gelistirmistir. Tiiberkiiloz ve HIV tasiyan hastalarda
yapilan bir ¢aligsma, hastalarda saptanan mantar enfeksiyonlarmin % 34’tt Amfoterisin

B’ye % 75’1 azol gurubu antifungallere direngli ¢ikmugtir (4).

Bakteriler prokaryotik hiicre yapisinda oldugundan insan hiicresinden farkli
yapidadir. Dolayisi ile bakteriler farkli metabolik hedeflere sahiptir. Mantarlar konak
olarak kullandigi insanlar, 6karyotik hiicre yapisina sahiptir. Mantarlara toksik olan
ilaglar insan hiicresine de toksik olabilmektedir (5,6). Mantarlar konak olarak
kullandiklart memeli hiicreleri ile ayni 6zellikte olmasi nedeni ile tedavide kullanilan
ilaglarin biyokimyasal ve fizyolojik farkliliklara bagli olarak iiretilmeleri son 10-15 yil
ile siirhidir (7,8).

Hastanelerde antifungal duyarlilik testlerinin 72 saat gibi uzun siirede ¢ikmasi
gerekli tedavinin gecikmesine neden olmaktadir. Dolayisiyla hastanin sag kalim oranini
etkilemektedir. Ilaca karsi gelisen direng genlerinin bulunmasi piyasada var olan
antifungallerin etkili kullanilmasina neden olacaktir. Dolayist ile farkli ilag
kombinasyonlarmin kullanilmasi tedaviyi hizlandiracaktir. Bu gibi ¢alismalar hiicre igi

hedeflerin saptanmasina olanak saglayacaktir.



Calismamizda model olarak maya mantar1 (S. cerevisiae BY4741 Hatti)
kullanildi. S. cerevisiae kullanmamizin sebebi hem mantar olmasi hem de molekiiler
biyoloji ve genetik yontemlerin kolayca uygulanabilir olmasi etkili oldu. Direnglilik
mekanizmasini1 bulmak i¢in, yliksek kopya sayili genomik DNA (g DNA) kiitiiphanesi
ile transforme olmus maya hiicreleri tioconazolenin 6ldiirticii dozlarinin oldugu ortamda
biiyiimeye birakildi. Biiyliyebilen hiicrelerden elde edilen kiitiiphane plazmitlerinin dizi
analizi yapilarak hangi geni icerdigi tespit edildi. Daha sonra bu gen klonlandi, asir
ifade edilmesinin ve genomdan ¢ikarilmasinin ilacin direnglilik mekanizmasina etkisi
teyit edildi. Hedefimiz yeni nesil azol gurubu antifungallerden tioconazoleye karsi
gelisen direng geninin bulunup bulunmadigini arastirmaktir. Calismamiz sonunda elde
edilen verilerin organ tranplantasyonu ve kanser hastalarinda fungal enfeksiyonlarin
engellenmesine 151k tutacagi ve sag kalim oranini arttirilmasinda katki saglayacagi

diisiincesindeyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Funguslar

Funguslarin ¢ogu ¢ok hiicrelidir, ancak fungus guruplarinin ¢ogunda bir hiicreli
tirler bulunur. Bunlarin zigospor funguslari, kadeh funguslari ve kese funguslari
mayalar olarak isimlendirilir. Mayalarin ¢ogu tomurcuklanarak- mitozdan sonra
asimetrik hiicre boliinmesi ile- tirerler. Maya evrelerine sahip bazi funguslar ipliksi bir
evre icerirler. Mayalar sivi ve nemli ortamlarda yasarlar ve besin maddelerini hiicre
yiizeyleriyle dogrudan absorblarlar. “Maya” terimi organizmalarin tek bir taksonomik
gurubunu degil, birden fazla siirecte ortaya ¢ikmis olan bir yasam bi¢imini ifade eder.
Yiiksek biliylime hizlar1 ile birlikte, cok sayida tiirin kiiltiire alinabilme kolayligi,
laboratuvarda c¢alismak i¢in mayalar1 ideal organizmalar yapar. Labaratuvar
calisanlarina ¢ok sayidaki bakterinin sagladigi avantajlarinin aynisini saglarlar. Ancak
okaryot olduklarindan, genomlar1 ve hiicreleri insanlarinkine ve diger okaryotlarinkine

cok fazla benzerlik gosterir (9).

Mantar ailesinin biiyiik bir kismini mayalar olusturmaktadir. Dogada yaygin
bulunan mayalarin hiicre yapisini; polisakkarit, lipit ve niikleik asitler olugturur. Hiicre
biiyiikliigiine gore mayalar, bakteriler ile yiiksek mantarlar arasindadir. Maya hiicre
zar1; protein, lipit ve fosfattan olusur. Maya hiicresinin %75’ni su olusturmaktadir.
Geriye kalan kisminin yarisint proteinler olusturur ve diger kismini1 da karbonhidratlar,
enzimler, aminoasitler, yaglar, peptitler ve vitaminler olusturur. Mayalarda hidrolaz ve
desmolaz diye iki ¢esit enzim bulunur. Hidrolazlar esterazlar, karbohidrolaz ve
proteazlardan olusur. Desmolaz enzimleri yiikseltgenme ve indirgenme tepkimelerinde
katalizor gorevi gorlir. Permeaz enzimleri hiicre dis1 ortamda hiicre icine madde

tasinmasinda rol alir.

Mayalarin iiremesini etkileyen en 6nemli faktorlerin basinda pH, sicaklik ve
havalandirma gelir. Mayalar asidik ortamda biiyiirler. Ancak oksijenin bol oldugu
ortamlarda hizli iirerler. Oksijenin olmadig1 ortamlarda besin maddelerini etil alkole
doniistirirler. Mayalarin biiyiimesinde ortam sartlarinin disinda ortamda bulunan besin
maddeleri de etkilemektedir. Bunlar heterotrof beslendikleri i¢in  Ozellikle
karbonhidratlar, tremelerini dogrudan etkiler. Karbonhidrat kaynaklari; glikoz,

sakkaroz, mannoz, galaktoz ve furuktozdur. Uremesinde diger etkili madde azot
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olmasina ragmen potasyum, kalsiyum, magnezyum, fosfor gibi maddelerde ihtiyag
duyar (10).

Insanlar i¢in yararli olan bir ¢ok fungus tiirii ticari ve endiistriyel olarak da
iretilmektedir (11). Funguslarda elde edilen metobolitler endiistride kullanilmaktadir.
Diinyada dogal kaynaklar zamanla azalmaktadir. Mikroorganizmalar bir ¢ok alanda
potansiyel iiretim i¢in kullanilmaya baslanmistir. Mikroorganizmalar i¢inde funguslar
onemli bir yere sahiptir. Dogadaki organik maddeleri pargalayarak organik asit, enzim,
protein, vitamin ve antibiyotik eldesinde kullanilirlar. Yiyeceklerimizin bozulmasinda
rol alirlar. Insan, hayvan ve bitkilerde cogunlukla hastaliklara neden olmalari
funguslarin hayatimizda ne kadar 6neme sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica ilag
olarak kullandigimiz, antibiyotik ve antifungallerin bir kismi funguslardan elde
edilmektedir (12).

Funfuslardan daha ¢ok insan sagligi {izerinde olumsuz etkiye neden olan
calismamizda kullandigimiz Saccharomyces cerevisiae, daha ¢ok ekmek maya
endiistrisinde kullanilmaktadir. Bira mayasi olarak da bilinmektedir. Vitamin ve

hayvansal yem olarak kullanildig1 gibi geri doniisiimii de kolaydir (13).
2.2. Saccharomyces cerevisiae’nin Sistematikteki Yeri

Calismamizda kullandigimiz Sacchoramyces cerevisiae bir fungus tiiriidiir. Bu

tiire ait sistematik bilgisi Cizelge 2.1°de verilmistir.



Tablo 2.1. Sacchoramyces cerevisiae canli siniflandirmasindaki yeri

Kategori Takson

Alem (Regnum) Fungi

Alt alem Dikarya

Sube (Division) Ascomycota

Alt sube Saccharomycotinia
Sinif (Classis) Saccharomycetes
Alt simif Saccharomycetidae
Takim (Ordo) Saccharomycetales
Familya Saccharomycetaceae
Genus Saccharomyces

Tiir (Species) Saccharomyces cerevisiae Hansen, 1883

Yukarida verilen siniflandirma bilgileri asagida belirtilen internet sitesinden alinmustir.

https://www.itis.gov/servlet/singleRpt/SingleRpt?searc%20topic=TSN&search%20value=194157#null

2.2.1. Fungi (alem)

Mikolojinin 6nciileri, mantarlari ortak dzelliklere sahip guruplar halinde organize
etmeye calistilar ve bu morfolojik yaklasim, ascomycet ve basidiomycet’lerin
ayristirllmasinda ve alt-taksonlarin belirlenmesinde basarili oldu. Bununla birlikte, bazi
durumlarda spor rengi gibi morfolojik 6zellikler kullanilarak yapilan siniflandirmalar,
evrimsel akrabaligi olmayan guruplarla bir arada gosterildi. Mantarlarin filogenetik
simiflandirmasi, yirminci yiizyillda mikroskopi ve biyokimyada ilerlemeler kaydetti,
ancak 1980’lerde polimeraz zincir reaksiyonu ve diger molekiiler genetik tekniklerinin
ortaya ¢ikmasi, mantar taksonomisi ¢alismasini 6nemli Ol¢iide degistirdi. O zamandan
giiniimiize degin geleneksel olarak kabul goren guruplarin bir¢ogu siniflandirma
acisindan yeniden diizenlendi ve yeniden adlandirildi. Mantar simiflandirmasindaki

degisiklikler hala devam etmektedir (14).

Mantarlarin  mevcut taksonomik diizenlenmesinde alt1 filum (sube) yer
almaktadir. Bunlar sirasiyla  Basidiomycota, Ascomycota, Glomeromycota,

Blastocladiomycota Chytridiomycota ve Neocallimastigomycota’dir.

Mantar smiflandirmasinda Dikarya, Basidiomycota ve Ascomycota’dan olusan
bir alt-alem olarak 6nerilmistir. Bu ad, bu mantarda eseyli tireme siirecinde iki ¢ekirdek
igeren hiicrelerin olusumu ifade eder. Genetik veriler, bazi mantarlarin alti filumun
hi¢birine tam olarak uymadigini, ancak ek filumlar1 tamimlamak igin yeterli bilgiye
sahip olmadigimizi gostermektedir. Tam olarak tanimlanmamis guruplar, basit bir

tireme dongiisii gosteren ve cok iyi taninan Mucor mucedo dahi olmak tizere 900 veya
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daha fazla zigomycet tiirtinii igerir. Yukarida listelenen filumlara ek olarak, bir¢ok
taksonomistin Fungi aleminin bir parcasi olarak gordiigii 1000’den fazla mikro parazit

tird vardir (14)
2.2.2. Ascomycota (sube)

Ascomycota, 33.000’den fazla tiiri ve ¢ok sayida tanimlanmamis mantari
kapsayan en biiyiik mantar filumudur. Bu sube, mayalari, filamentoz mantarlari, liken
simbiyozlar1 olusturmak i¢in yosun ve siyano bakterilerle ortaklik yapan mantarlari,
mikorhizal tiirleri, saprotroflari, bitki ve hayvanlarin patojenlerini igerir. Bu takson
endiistriyel uygulamalarda, gida iretiminde ve lezzetlendirmede kullanilmaktadir.
Bircok tiir sadece conidiofor adi verile saplarda aseksiiel sporlar {ireten aseksiiel
mantarlar olarak bilinir, ancak ayrintili olarak incelenen ¢ogu tiiriin yasam dongiilerinde

eseysel tireme evreleri tanimlanmistir (14).
2.2.3. Saccharomycotina (alt-sube)

Bu guruptaki mantarlar tomurcuklanan maya hiicreleri iretirler. Morfolojik
cesitlilik sinirlidir, ancak kisa tomurcuk iireten filamentlerden olusan psodohifler belirli
kosullar altinda olusur ve tiirlerin bazilar1 ugta biiyliyen hifler ve uzamis asci liretirler.
Bu taksona bagli olan Saccharomyces cerevisiae olgunlasmis meyvelerde bulunan seker
acisindan zengin diyet ile gelisir. Diisiik oksijen mevcudiyeti kosullarinda glikozu
metebolize etme ve karbondioksit ve alkol iiretme kabiliyeti, insanlarin binlerce yil bira
liretmesini, saglamistir. Maya hiicresi tomurcuklanarak bir haploid hiicre olarak ¢ogalir.
Tek ¢ekirdek mitozla bolindiigiinde, yavru c¢ekirdeklerinden biri tomurcuk igine
kaydirilir. Tek bir hiicre bir dizi tomurcuk iretebilir ve her biri ayrildiktan sonra ana

hiicrenin yiizeyinde bir iz birakir(14)
2.2.4. Saccharomyces cerevisia

Mantarlar aleminde bulunana tek hiicreli, tomurcuklanma ile lireyen ve dkaryotik
bir canlidir. S. cerevisiae genomu 24 Nisan 1996 da tam olarak sekanslanan ilk dyaryot
canlidir. Avrupa, Kuzey Amerika ve Japonya’da 600 den fazla bilim adami tarafindan
100 labarotuvarda S. cerevisiae’nin sekanslamasi yapildi. Saccharomyces Genome
Database bu ¢alismanin lizerine kurulmus bir bankadir. SGD 6karyotik hiicre genetigi,

fizyolojisi ve organizasyonu hakkinda temel bilgilerin gelistirilmesinde 6nemli bir yere



sahiptir. Dizilenen genom ve gelisen molekiiler biyoloji teknikleri ile birlikte

uluslararasi ortak ¢alismalar maya biyolojisinde biiyiik gelismelere neden olmustur (15).

S. cerevisiae biiyiikligi 200 ile 2.200 kb arasinda degisen 16 kromozomdan
olusur. Genomu yaklasik olarak 13.392 kb dir (16).

S. cerevisiae, sitoplazmada bulunan mitokondriyal DNA, viral DNA, dairesel
plazmit DNA ve niikleer DNA olmak iizere birbirinde bagimsiz dort farkli genetik

materyale sahiptir (15). S. cerevisiae’nin genetik 6zellikleri Cizelge 2.2’de verilmistir.

Tablo 2.2. S. cerevisiae’nin genetik 6zellikleri

Ozellik Miktar
Genom Biiytikliigi: 12.5 Mb + rDNA
(rDNA genellikle 1-2 Mb, olduk¢a degisken)
Tek Kopya: 12,0 Mb
Genetik harita uzunlugu: >4300 cm
Kromozom sayis : 16
Organel DNA’s1 75 kb

(Mitokondriyal DNA):
Ekstrakromozomal elementler:  2- mikron plazmiti DNA’s1 Cift zincirli RNA viriisleri

S. cerevisiae’nin XII. Kromozomu en biiyiik kromozomdur. XII. Kromozomun
biyiikligi 100-200 kopya araliginda degisen rDNA tekrarlari nedeni ile 2060-3060 kb
arasindadir (Cizelge2.3) (15,17).



Tablo 2.3. S. cerevisiae’nin kromozom uzunluklari (17).

Kromozom No Kromozom uzunlugu (Kbg)
I 240

Vi 280

Il 350

IX 440

\Y/ 590

VIl 590

Xl 680

X 755

XIV 810

Kromozom No Kromozom uzunlugu(Kbc)
] 840

X1 950

XVI 980

VIl 1.120

XV 1.130

v 1.640

XII 1.095 + rDNA

Toplam 12.490 + rDNA

*Siralama kromozom uzunluklarina gére yapilmistir. rDNA kopya sayilar1 S. cerevisiae susuna gore

degiskenlik gosterebilmektedir (15,17).

2.3. Antifungaller
2.3.1. Polienler-Griseofulvin (amfoterisin b ve tiirevleri)

Polienler mantarlarin sterol halkasmma baglanip hiicrenin membran 6zelligini

bozarak etkisini gosterirler. Amfoterisin B Nistatin bu grupta yer alir (18).

Amfoterin B mantarlarin hiicre duvarindaki ergosterol gibi sterollere baglanip
delikler olusturarak hiicre zar1 gegirgenligini artirip intraseliiler potasyum, seker,

magnezyum ve metabolitlerin hiicre disina ¢ikisi ile mantarin 6liimiine neden olur (18).

Amfoterisin B Candida tiirlerine, Aspergillus tiirlerine, Mucorales takimina,
firsatg1 mikoz ve endemik mikozlara karsi etkinligi bilinen genis spekturumlu fungisidal

bir antifungaldir (19).

Amfoterisin B, Streptomyces nodosus’dan elde edilen ve paranteral infiizyon ile
uygulanan bir antifungal antibiyotiktir. Nistatine benzer polien sinifinda yer alir fakat

imidazol yapili degildir. Amfoterisin B yan etkileri, toksisitesi bilinmesine ragmen ve
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imidazol simifi yeni ilaglarina bulunmasina ragmen c¢ogu sistemik mantar
enfeksiyonlarin tedavisinde ilk sirada yer almaktadir. Amfoterisin B nadir olarak
bagirsak sterilizasyonu icin agiz yolunda kullanilmaktadir. Gostrointestinal kanaldan
cok az abrorbe oldugu i¢in enfeksiyonlarin tedavisinde parental yoldan verilmektedir.
Amfoterisin B 30 mg intraven6z yoldan verildiginde birka¢ saat sonra serum doruk
konsantrasyonu 1 pg/mL’dir. Ayni zaman diliminde i¢inde 50 mg’lik doz verildiginde
serum doruk konsantrasyonu 2 pg/ml olmaktadir. Amfoterisin B intramiiskiiler yoldan

verilmez.

Amfoterisin B ¢ok kompartimanl bir daghim gdstermektedir. G6zde akdz hiimor,
plorali perikardiyal, peritinoyial sinoviyal sivilarda diisiik konsantrasyonlarda
bulunmaktadir. Santral sinir sisteminde, serumda bulunan konsantrasyonunun %3’
kadardir. Dolayis1 ile Santral sinir Sistemi enfeksiyonlarin tedavisinde fungustatik
amforerisin B’nin intratekal verilmesi gerekmektedir. Araknoid villuslar amfoterisin
B’yi SSS uzaklastirir ve ilag beynin ekstraseliiler kompartimanlarinda depolanarak bir
rezarvuar gorevi goriir. Amfoterisin B once lipoproteinler olmak iizere %90-95 oraninda
proteinlere baglanir. Ilacin ¢ok az bir kismi safra yolu ile atilmaktadir. Yaklasik % 2-5
renal ¢ok yavas elimine olur; ilacin % 40 viicuttan 7 gilinden fazla bir siirede
atilmaktadir. Bobrek fonksiyonlari normal yetigkinlerde plazma eliminasyon yari omrii
24 saattir. Amfoterisin B tedavi kesildikten sonra kanda 4 hafta ve 4-8 hafta idrarda
saptanabilmektedir (20).

Amfoterisin B’ye kars1 gelisen direng nadirdir. Ilaca duyarli mantarlar
Aspergillus fumigatus, Blastomyces dermatitidis, C. albicans, C. guilliermondi, C.
tropicalis, Coccidioides immitis, Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum
(21).

Nistatin: Dort ¢ift bantli polien antifungal bir antibiyotiktir. Candida tiirleri
lizerine ¢ok etkili bir antifungaldir. Fungisidal ve fungisitik etkisi bulunmaktadir. Krem

ve pomat gibi topikal formlarinin yani sira oral formu da bulunmaktadir (22).
2.3.2. Alilamin tiirevleri (naftidin, terbinafin)

Skualen epoksidazi segici olarak engeller, ergosterol sentezini erken basamakta
bloke etmektedir. Ayrica inhibisyon sonucu hiicre i¢inde fazla biriken skualen nedeni

ile mantarin hiicre duvarimin sentezini ve fonksiyonunu bozarlar (23).



Terbinafin oral veya tropikal olarak kullanilan bir antifungaldir. Farmakolojik
olarak naftidine benzemektedir. Oral yoldan kullanilabilen terbinafin, fungusit aktivitesi
ve tirnakta konsantre olma yetenegi nedeni ile onimikoz tedavisinde yiiksek derecede
etkinlige sahiptir. Onikomikoz tedavisinde griseofulvin ve intrakonazole iistiinligii

kanitlanmustir (21).

2.3.3. Ekinokandinler

Ekinokandinler, genis spekturumlu lipopeptit yapili bilesiklerdir. Diger
antifungallerden farki mantarlarin hiicre duvarinda 1,3-beta-D- gulukan sentezini inhibe
etmesidir. 1,3 —beta-D- gulukan sadece mantar hiicrelerinde bulundugundan sadece
mantar hiicresine toksiktir. Memelilerin hiicrelerine zarar vermemesi, kullanilmasinda

Ozel tercih sebebidir (24).

Ekinokandinler hiicre duvar sentezini inhibe ederek Candida ve Saccharomyces
tirlerinde fungisidal etki gostermesine ragmen, Aspergillus tiirlerinde fungustatik etki
gosterir. Bu durumun mantarin hiicre duvar yapisinda degisen oranlarda gulukan

bulunmasindan kaynaklanmaktadir (25).

Klinikte kullanilanimi olan ii¢ antifungal bulunmaktadir. Bunlar kaspofungin,

mikafungin, anidulafungin preparatlaridir (18).

Kaspofungin invaziv kandida enfeksiyonlarinda, lipozomal Amfoterisin B ve
varikanozole direngli aspergilloz tedavisinde kullanilir. Mikafungin, Candida
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilirken allojenik kemikiligi nakli yapilan hastalarda
proflaksi amagli kullanilmaktadir. Anidulafungin kandidiyazis ve kandida ozefajit

tedavisinde kullanilmaktadir. Ekinokandinler bobrege ve karacigere toksik degildir (25).

Ekinokandinlere kars1 gelisen direng tiim mantarlarda aydinlatilamadigindan bu

gulukan sentataz enziminin FKS subunitiyle baglantilandirilmistir (26).
2.3.4. Pirimidinler (Niiklezid Anologu) 5Fulisitozin

Niikleik asit sentezini inhibe edip pirimidin metabolizmasini1 bozarak mantar
hiicresindeki DNA, RNA ve protein sentezini engelleyerek antifungal etki neden

olurlar. Aspergillus enfeksiyonlarinda kullanilan bir antifungaldir (18).
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2.3.5. Azoller

Azol gurubu antifungaller kimyasal formiiliinde azol halkast bulunduran
bilesiklerdir. Azoller genel anlamda fungustatik etki gdsterirler. Ancak bazi triazoller
bazi mantarlara kars1 fungusidal etki gosterirler. Buna en giizel 6rnek varikonazoliin

Aspergillus’a kars1 fungusidal etkisidir.

Azol halkasindaki nitrojen sayilarina gore imidazoller ve triazoller diye iki
ayrilir. Ketokonazol, mikonazol ve klotrimazol gibi imidazoller iki nitrojen bulundurur.
Itrakonazol, flukonazol, vorikonazol, posakonazol, isavukonazol ve ravukonazol gibi
triazoller Ui¢ nitrojen bulundurur. Azoller sitokrom p-450 bagimli 14-o. demetilaz
enzimini inhibe ederler. Bu durumda ergosterolden lanestrol sentezi engellenmis olur ve

hiicre membrani sentezlenemez (27).

Triazoller memeli hiicre membranindan ¢ok mantar hiicresine etki etmesiyle
imidazollerden daha giivenilirdir. Imidazoller sadece yiizeysel mantar enfeksiyonlarinda
kullanilirken, tiriazoller hem yiizeysel enfeksiyonlarda hem de invaziv mantar
enfeksiyonlarin ~ tedavisinde  kullanilmaktadir ~ (28).  Flukonazol =~ Candida
enfeksiyonlarinda en sik kullanilan ilagtir. Ay1 zamanda transplant hastalar1 kriptokok
menejit gegirmis immiin yetmezlik sendromu (AIDS) hastalarinda proflaksi amaci ile

kullanilir. C. krusei flukonazole dogal direng kazanmistir (28).

Azoller ilk olarak 1944’te Wooleyn tarafindan sentezlenmistir. Imidazol olan
ketokanazol 1981°de, fulukonazol 1990°da, itrakonazol 1992’de, vorikonazol 2002’de
ve posakonazol triazol bilesikleri 2006’da FDA onay1 alarak uygulanim alanina

girmistir (29).

Azoller, Ozellikle Aspergillus enfeksiyonlarimin tedavisinde oral kullanilmasi,
etkinliginin 1yi olmasi, tolere edilebilirligi ve nispeten diisiik toksik etkileri nedeniyle
tercih edilmektedir. Azol direnci 1990’11 yillarin sonunda Aspergillus fumigatus
izolatlarinda  goriilmiistir. Azol direncinin  olusmasiyla ilgili iki ihtimal
diistiniilmektedir. Birincisi tarimda fungusit olarak azollerin kullanilmas: ikincisi de

kliniklerde yogun olarak azollerin kullanilmasidir (30,31).

Azol gurubu antifungallere karsi gelisen direng, dogal diren¢ ve kazanilmis
direng¢ olmak {izere ikiye ayrilir. Dogal direng, bir tiir veya kokenin kalitim ile gelen

ozelligidir. Kazanilmis direng ise uzun siire antifungal kullanan bireylerde duyarli olan
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bir izolatin diren¢ kazanmasidir. Kazanilmis azol direnci 1990’11 yillarda HIV’h
hastalardan izole edilen C. albicans tiirlerinde goriilmiistiir. Kazanilmis azol direncinin
bilinen bazi mekanizmalar1 gen mutasyonlari, genin ekspresyonundaki artig, atim

pompalarinin aktivasyonunda artis ve membran gegirgenligindeki azalmadir (31,32).
2.3.6.Triazoller
2.3.7.Tioconazole

Tioconazole tropikal olarak kullanilan genis spekturumlu sentetik imidazol yapili
antifungal bir ilagtir. Dermatofit, maya, ve diger mantarlara kars1 fungusid etkilidir.
Ayrica stafilokok ve streptokok tiirleri bircok gram-pozitif mikroorganizmaya karsi
antibakteriyel aktivitesi de vardir. Topikal olarak dermal kandidiyazis, onikomikoz ve

vulvovajinal kandidiyazis tedavisinde kullanilir.

Tioconazole etkisini mantar hiicresinin membran gegirgenligini bozarak etkisini
gosterir. Ergosterol fungusun hiicre membranindaki temel bilesenlerini olusturur.
Tiokonazole, lanosterol’iin ergosterol’e doniisiimiinde sorumlu bir sitokrom P-450
enzimi olan 14-a demetilaz ile etkileserek ergosterol sentezini Onlemektedir.
Tioconazole in vitro olarak: Candida species (C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C.
parapsilosis, C. pseudotropicalis ve C. tropicalis) kars1 etkilidir. Ozellikle

Corneobakterium minutissimum ve Bacteroides bakterilerine karsida etkilidir.

Tiokonazole beyaz ve kiristaliza halde bulunur. Suda ¢ok az ¢6ziiniir, metanol,
etanol ve kloroformda ¢oziiniir. Kapali formiili CI6H13CI3N20S RX Media Pharma
2019
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Sekil 2.1. Tioconazolenin kimyasal formiilii (Sigma-Aldrich).

Imidazol tiirii gesitli antifungaller 1978 yilindan beri kullanilanilmaktadirlar. Cilt
ve mukozalarin mantar enfeksiyonu ile kronik mukakiiton6z kandidiyazis tedavisinde
diger ilaglara istiinliik gosteririler. Sistematik kullanilanlarin ¢ogu anfoterisin B’den
daha etkili degildir fakat amfoterisin B’den daha az toksik etkiye sahiptir. Tioconazole
dermatofitozlara karsi sadece lokal olarak kullanilmaktadir. Lokal olarak kullanilan azol
tiirevi antifungallerin etkinlikleri ve yan etkileri yoniinden birbirine benzemektedirler.
Uygulandiklari cilt bolgerine yavas ve diisiik derecede absorbe olurlar (33). Tioconazole
dermatofitler, Malessezia furfur ve Candida albicans’lara kars1 antifungal etki gosteren
genis spekturumlu imidazol tiirevi ilagtir. Candida albicans’lar1 tedavide klinikte
kullanilan bes imidazol (Klotrimazol, ekonazol, ketokonazol, mikonazol ve tioconazol)
karsilastirildiginda tioconazolenin digerlerine stiinlik sagladigi goriilmistir (34).
Giiniimiizde tinea enfeksiyonlarinin, Pityriasis versicolor ve candidiasislerin
tedavisinde kullanilir. %1°lik krem, %6,5 vajinal merhem losyon, pudra, 100mg vajinal

tablet formu ile %28’lik tirnak soliisyonu mevcuttur (33).

Triazoller: itrakonazol- Vorikonazol- Posakkonazol- Ravukonazol- Flukonazol-

Alilaminlerdir.
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2.4. Mantar Enfeksiyonlarinda Tam
2.4.1. Mikroskobi

Insanlarda hastaliga neden olan mantarlar Candida’lardir. Candida’ lar tek
hiicreli olup klinik numunelerde ve kiiltirde mikroskobik olarak 4-6 mikrometre
capinda gram pozitif olarak boyanan yuvarlak veya oval goriiliirler. Ozellikle

antimikrobiyol kullanima bagli ileri derecede polimorfizim gosterirler (35).

Aspergillus fumigatus kolonileri besiyerinde mavi ve ya yesil renkte, kadifemsi
koloniler olusturur. Mikroskobik olarak kiiresel olmayan ¢omak benzeri vezikiillere
sahiptir. Vezikiilllerin st yarist veya ligte ikilik kismi tek sira uzanan fiyalit yapilar
goriilmektedir. Aspergillus flavus kolonileri sari-yesil renkte graniiler yiinsii sekilde
tirer. Mikroskobik degerlendirmede fiyalitler vezikiilin tamamini kaplamis ve

konidyumlar fiyalitlerin etrafinda papatya gibi goriiniir.

Mikroskobik inceleme kiiltiirde iireyen etkenin dogrulanmasi ve hizli sonug
alinmasi agisindan 6nemlidir. Bu dogrultuda laboratuvarda gram boyama, histopatolojik
incelemelerde Periyodik Asit-Schiff (PAS) ve Gomori metemin giimiis boyasi
kullanilir. Direkt mikroskobik inceleme hizli sonug verir ve ekonomiktir. Dezavantajlar
teknik donanim gerektirmesi degerlendirenin bilgi ve deneyimine bagli olmasi sonucu

etkilemektedir (31).
2.4.2. Kiiltiir

Candida’lar, 35 °C’de aerop ortamda mikrobiyolojide kullanilan genel iiretim
besiyeri ya da mantarlar igin segici besiyeri olan (pH 5,6) Sabouraud dekstroz agar
(SDA)’dir. Kolonilerin olusmasi ve belirginlesmesi 24-48 saat siirmektedir. Besiyerlerin
icine ¢esitli antibiyotikler konularak bakterilerin {iremesi engellenir. Candida’lar
kiiltiirde kirli beyaz krem renkli, yumusak kivamli maya kokan ve diizgiin yiizeyli
kolonilerdir. Inkiibasyonun uzamasina bagl yiizeyi kivrimli mat veya parlak koloniler

olusur (36).

Biitin mantar enfeksiyonlarinda oldugu gibi, klinik materyalden Aspergillus
tiirlerinin izolasyonu ve degerlendirilmesi zordur. Kiiltiir sonuglarinin direkt mikroskobi
sonuglart ile degerlendirilmesi daha dogru olur. Aspergillus’un kiiltiirde {iremesi ayni
zamanda direkt mikroskobide Aspergillus ile uyumlu hiflerin bulunmasi enfeksiyon igin

onemli bir bulgudur. Aspergillus’larin ¢ogu sikloheksimid i¢ermeyen rutin mikolojik
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besiyerlerinde tirer ancak tiir diizeyinde tanimlama SAD’de iiretilen mantarlarin

makroskobik ve mikroskobik incelenmesine dayanir (31).

Kiltiir duyarliliginin diigiik olmasi, ge¢ sonu¢ vermesi ve kiiltlir i¢in 6rnek
alinmasi ¢ogu zaman girisimsel islem gerektirmesi sonucu kiiltiir dis1 tani testlerine

yonelime neden olmustur.
2.4.3. Serolojik yontemler

Candida’larin tanisinda hasta serumunda Candida’larin antijenik yapilari, bu
antijenler karsi olusan antikorlar ve metabolitleri aranir. Antikor taramasinda mannan,
enolaz ve intrastoplazmik antijenlere karsi olusan antikorlardan yararlanilir. Kullanilan
antijenlere bagh testin 6zgiinliigiinde duyarliliginda farkli sonuglar elde edilmesi ve
iimmin yetmezlik hastalarinda yanlis negatiflik, kolonizasyona bagli yanlis pozitiflik

vermesi nedeni ile duyarlilik ve 6zgiinliikleri azdir.
2.4.4. Galaktoman atijen testi

Mantar antijenlerinin ve metabolitlerin aranmasi tani igin Serolojide daha
onemlidir. Bunun i¢in 1s1ya duyarl antijen, mannan, D-arabinitol ve enolaz arastirilir.
En yaygmn kullanilan mannan antijen testidir. Mannan, Candida hiicre yiizeyinin

enfeksiyon sirasinda dolasima gegen karbonhidrattir (36).

Ozellikle invaziv aspergilloz tamisinda serumda galaktomannan antijeninin
bulunmasi ¢ok Onemlidir. Aspergillus tiirlerinin hiicre duvar polisakkariti olan
galaktomannnan (GM), immiijenik yapiya sahiptir. Dokuda mantarin g¢ogalmasi
sirasinda kana gecer. Kandaki degeri 0.5-1 ng/ml ulastiginda ELISA yo6ntemiyle tespit
edilebilmektedir. Serumda ve bronkoalveolar lavaj sivisinda GM antijen testine bakilir.
Klinikte invaziv aspergilloz belirti ve bulgular1 ortaya ¢ikmadan GM antijeni tespit
edilmesine ragmen bazi yetersiz kaldigi durumlar vardir. Antifungal tedavi alan
hastalarda duyarliligi azalmaktadir. Piperasilin-tazobaktom antibiyotigi ile ¢apraz
reaksiyona girmekte hatta ilag kesilmesine ragmen 5 giin serumda GM antijeni tespit
edilmektedir. Hematopoetik kok hiicre nakli yapilan hastalarda 100 giin icinde,
kemoterapiye bagli gastrointestinal mukozit ve GVHD (Graft versus host disease)
gelisen hastalarda yanlis pozitiflik gozlenmektedir. Kan {irlinii ve intravendz
timminglobiiliin alan hastalarda yanlis pozitif sonuglar vermektedir. Yanlis pozitiflikleri

ekarte etmek i¢in art arda iki defa GM antijeni bakilmalidir (31).
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2.4.5. 1-3-Beta-D- Glukan testi

1-3 beta-D glukan (BG) antijeni Zigomicetes ve Crytococcus tiirleri disindaki
tiim mantarlarin hiicre duvarinda bulunmaktadir. Glukan bir¢ok patojen mantarin hiicre
duvar bilesenidir. (1-3) beta- D-glukan serumda diisiik diizeylerde bile
saptanabilmektedir. Serumdaki diizeyleri antifungal tedaviden etkilenmemektedir.
Genis spektrumlu bir testtir. Aspergillus, Candida, Fusarium, Acremonium,
Scedosporium ve Pneumocystis jirovecii tarafindan meydana gelen invaziv mantar
enfeksiyonlarinda tespit edilebilmektedir, ancak pozitif sonucglar radyolojik ve

mikrobiyolojik yontemler ile desteklenmelidir (37).
2.4.6. Molekiiler yontemler

“Gegen yilizyllda mikroorganizmalarin tanimlamasinda biyokimyasal ve
fenotipik yontemler kullanilirken, molekiiler yontemlerin kullanilmasi son yillarda artis
gostermistir. Candida tiirlerinin tanimlanmasinda hizli olmasi, hassas ve o6zgiilliigiin
yiiksek olmasi1 bunda etkili olmustur. Candida’ larin tanimlanmasinda prob tabanli veya
amplifikasyon tabanli bir¢ok teknik gelistirilmis. Bu yoOntemlerin amaci, molekiiler
hedef kullanilarak genomdaki genetik bolgenin bulunmasidir. Polimeraz  zincir
reaksiyonu ve diger amplifikasyon yontemleri, klinik orneklerde kii¢iik miktardaki
hedef DNA’y1 belirlemeye izin verir. Prob tabanli yontemlerden biri olan Peptide Acid
Fluorescene in situ Hybridization (PNA-FISH) yontemi ile kiiltiir sonrasinda florasanla
isaretlenmis  oligoniikleotid problar kullanilarak Candida’ larin tanimlamasi
yapilabilmektedir. Candida PNA-FISH, yiiksek oranda duyarlilik ve &zgiinliik
gosterir”(36).

Yaygin aspergilozlu hastalarda yiiksek mortalite, serolojik testlerdeki sinirlilik,
antifungal tedavinin kiiltiir ve serolojik testlerde negatifliklere yol agmasi nedeni ile
aragtirmalar PCR iizerine yogunlasmistir. PCR gibi DNA varligin1 saptayan
yontemlerde celiskili sonuglar tespit etmislerdir. Bazi ¢alismalarda antijen testlerine
gore iistiin performans gosterse de digerlerinde tam tersi sonuglar elde edilmistir. PCR
erken tani icin degerli olmasina ragmen hicbir molekiiler test, EORT/MSG invaziv
fungal enfeksiyon tani kriterleri arasinda yer alamamigstir. Bunun sebebi standartlagmis

yontemin bulunmamasidir (31).
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2.5. Antifungal Duyarhlik Tesleri

Son yillarda immiin sistemi baskilanmis hastalarin sayisinda belirgin bir artis
olmustur, bu artis dogal olarak farkli diren¢ mekanizmalarini karsimiza ¢ikarmistir. Bu
durum mantar enfeksiyonlarinin dogru tedavisi i¢in antifungal duyarlilik testlerini
zorunluluk haline getirmistir. Antifungal duyarlilik testleri belirli standartlar dikkate
alinarak yapilmaktadir. Biitiin laboratuvarlar Klinik Laboratuvarlar Standartlar:
Enstitiisii  (Clinical and Laboratory Standart Institute, CLSI) veya Avrupa
Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri Komitesi (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testingtat, EUCAST) tarafinda kiifler ve mayalar igin gelistirilen
standartlara uygun antifungal duyarlilik testleri calisilip rapor edilmektedir. Maya
mantarlari i¢gin CLSI M27-A3 (s1vi mikrodiliisyon), CLSI M44-A2 (Disk difiizyon), ve
EUCAST E.Def 7.3.1 (s1v1 mikrodiliisyon) kilavuzlarini kullanmaktadir. Kiif mantarlari
icin CLSI M38-A2 (s1v1 mikrodiliisyon), EUCAST E.DEF9.3.1 (s1ivi mikrodiliisyon)
CLSI M51-A (disk difiizyon) kilavuzlari kullanilir. Referans yontem sivi mikrodiliisyon
yontemidir (31).

2.5.1. Sivi diliisyon testi

Siv1 diliisyon testi makrodiliisyon be mikrodiliisyon olarak ikiye ayrilir.
Makrodiliisyonda izole edilen mikroorganizma, ilacin iki kat sulandirimlarini igeren bir
dizi tiipe ekim yapilir. Sonuglar gorsel olarak degerlendirilip, tiremenin olmadig: ilk tiip
minimum inhibitér konsantrasyon (MiK) olarak kabul edilir. MIK olarak belirlenen tiip
ve takip eden tlplerden agar plaklara ekim yapilarak minimum fungisidal
konsantrasyon (MFK) da elde edilir. Cok sayida antifungal duyarlilik testi c¢alisan
merkezlerde daha pratik olmast ve sarf malzemenin az oldugu 96 kuyucuklu
mikroplakalarda sivi mikrodiliisyon testi ¢alisiimaktadir. Kiif mantarlari i¢cin; EUCAST
E.Def 9.2°yi onerirken CLSI, M38-A2 kavuzlarii 6nermektedir. Duyarlilik testlerinde
makrodiliisyon yonteminin maliyetinin yiiksek olmasi, zaman almasi ve uygulamasinin
zorlugu nedeni ile siv1 diliisyon testi 6nerilmektedir, yontemler arasindaki bazi farklar:
EUCAST diiz tabanli mikroplaka, CLSI U tabanli mikroplaka Onermektedir. Sivi
besiyerlerinde CLSI RPMI 1640 besiyerini Onerilirken, EUCAST’te bu besiyerine
%2’lik glukoz ilavesi gerekmektedir. Inokulum miktarlari, CLSI’te 0.4-5x10000
hiicre/mL, EUCAST 1-2.5x100000 hiicre/mL onerilmektedir. Inokulum siireleri, CLSI
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48 saat ve EUCAST te 24-48 saat bu farklara ragmen Candida ve Aspergillus tiirleri
i¢cin uyum oranlari sirast ile %90-99, %99-100’diir (38).

2.5.2. Gradient test

“Azalan diliisyonlarda antifungal ajan emdirilmis kagit ve ya plastik striplerin,
test edilen mikroorganizma besiyerine yayildiktan sonra agar {izerine yerlestirilmesi
esasina dayanan bir testtir. Sonuglar genellikle 24-48 sonra degerlendirilir. Ureme

inhibisyon zonu ile antifungal emdirilmis kagidin kesisim noktasindaki deger MIK

olarak kabul edilir” (31).
2.5.3. Disk diifizyon test

CLSI’'nin gelistirdigi referans disk difiizyon yontemi agar bazli bir yontemdir.
Besiyerinde %2 dekstroz ve 0.5 uL/mL metilen mavisi eklenmis MullerHinton agar
bulunur. Bu yontemde, flukonazol ve varikonazol i¢in degerleri tanimlanmis 24 saatlik
inkiibasyon sonrasinda zon c¢aplart dlgiilerek degerlendirilir. Agar disk difiizyon testi,

s1v1 diliisyon testinin uygulamasi kolay ve maliyeti diisiik olan alternatifidir (38)
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3. MATERYAL VE METOT

Tablo 3.1. Deneylerde kullanilan cihazlar

CiHAZ

FiRMA

Etiv

Niive EN 120

Otoklav

Niive OT 40L

Calkalamali inkiibator

Daihan Scientific

Vortex

DLAB MX-S Wisd VM-10

Aspirator

OPTIC ivymen® SYTEM

Cok amach santrifiij

Niuive NF 800R

Spektrofotometre

Denovix DS-11 FX+

Su banyosu

Niive NB 20

Distile su cihazi

Direct-Q® 5UV

Otomotik pipet seti

Thermo Scientific

Goruntiileme sistemi

SYNGENE G:BOX Chemi XR5

Masaiistli mikrosantrifiij SIGMA 1-14

Blok 1sitict Thermo Scientific
Hassas terazi OHAUS® PIONEER®
Terazi OHAUS®
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Tablo 3.2. Deneylerde kullanilan kimyasallar

KiMYASALLAR

FiRMA

Tiokonazol (T10O)

Sigma

Maya 0Oziitii Panreac applichem
Glikoz/Dekstroz Difco
Pepton Panreac applichem
Tris-HCI Sigma
EDTA Sigma
Lityum asetat Sigma

PEG Panreac applichem
Bakto agar Difco

L-metiyonin Panreac applichem
Urasil Panreac applichem
L-histidin Panreac applichem
L-16sin Panreac applichem
DMSO Panreac applichem
Tripton Panreac applichem
NaCl Panreac applichem
litikaz (5 U/mL) Sigma

MgCI2 Panreac applichem
MgSO4 Panreac applichem

YNB (Maya Azotlu Bazlari)

Difco

CaCl2

Panreac applichem

3.1. fla¢, Maya Susu, Hiicre Biiyiimesi ve gDNA Kiitiiphane Taramasi

Kiitiiphane taramasi, diren¢ ve duyarlilik testlerinde iiretici firma tarafindan
liyofilize halde tedarik edilen Tiokonazol (TIO) (Sigma) kullanildi. Maya Susu olarak,
bu ¢alismamizda BY4741 (MATa his3AI leu2A0 met15SA0 ura3A0; EUROSCARF) susu
ve BY4743 (MATa/a his3A1/his3A1 leu2A0/1eu2A0 LYS2/lys2A0 metl SAO/MET15
ura3A0/ura3A0; EUROSCARF) susu ve bu susun izogenik delesyon mutantlar
kullanildi. Kiitiiphane taramasi i¢in ise yiiksek kopya maya genomik DNA kiitiiphanesi
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(ATCC No.37323) kullanildi. Maya tranformasyonlar1 i¢in standart LiAc metodu

asagida gibi uygulanarak transformant maya hiicreleri elde edildi;

1.

10.

Maya hiicreleri OD600 = 0.5-0.7'ye kadar 37 °C'de 10 ml YPD ortaminda
[% 2 pepton %, 1 maya 6zii (Panreac applichem) ve % 2 glikoz / dekstroz,
(Difco)] kiiltiire edildi ve ardindan 5 dakika boyunca 3000 rpm'de santrifiij
edildi.

Hiicreler, 1 mL 1X LiOAc-TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 0.1 M
Lityum asetat pH 7.5, Sigma) ¢ozeltisi ile yikand1 ve silipernatant, 5 dakika
boyunca 3000 rpm'de santrifiij isleminden sonra uzaklastirildi.

Hiicreler 100 pl 1X LIOAC-TE ¢ozeltisi iginde yeniden siispanse edildi ve
30 °C'de 1 saat calkalandi.

100 pl hiicre, 2 pLL maya genomik DNA kiitiiphanesi (multicopy YEpl13
plazmid) ve 5 uL ssDNA karistirildi ve 30 © C'de 30 dakika inkiibe edildi.
700 uL PEG karisimi (% 40 PEG (Panreac applichem), 1X TE ve 1X
LiOAc, Sigma) ilave edildi ve iyice karistirildiktan sonra 30 °C'de 1 saat
inkiibe edildi.

Daha sonra hiicre ¢ozeltisine, 42 °C'de su banyosunda 15 dakika siireyle 1s1
soku uygulandi.

PEG'yi uzaklastirmak i¢in 4000 rpm'de 2 dakika santrifiij edildi, tim PEG
izlerini uzaklastirmak i¢in tekrarlandi.

Hiicre peleti 100 pL su ile yeniden siispansiyon haline getirildi ve farkl ilag¢
konsantrasyonlarini igeren segici YNB agar (leu-) (% 0.67 YNB,% 2 glikoz
ve % 2 bakto agar, Difco) plakalari iizerine yayildi.

30 °C'de 72 saat siireyle inkiibe edildi ve daha sonraki ¢alismalar igin + 4
°C'de saklandi.

Yabanil tip (Wild type) ve delesyon mutantlar1 YPD zengin medya (% 1
Maya Ozii,% 2 Pepton,% 2 Dekstroz) ortaminda ve transformantlar ise

YNB segici besiyeri ortaminda kiiltiire edildi.
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3.2. MIC (Minimal Inhibitory Concentration) Analizi

MIC analizi, EUCAST BMD testi, maya biiylimesi ve tarama kosullarina uyum
saglamak i¢in bazi modifikasyonlarla EDef 7.3.1 belgesinde agiklandigi gibi
gerceklestirildi (39). Kisacasi, once steril suda maya hiicre soliisyonu (5 x 106 100 CFU
/ mL) hazirlandi. BY4741 susunun oksotrofik gereksinimleri i¢in RPMI ortami yerine,
gerekli amino asitler ve niikleobazlar [L-metiyonin 5 mg, L-16sin 10 mg, L-histidin 5
mg, urasil 1 mg 100 mL (Panreac applichem)] ilave edilerek YNB (Maya Azotlu
Bazlar1) ortami1 (YNB 0.67 g, glikoz 2 g 100t mL) kullanildi. Antifungal (Tiokonazol)
stok ¢ozeltisi% 100 DMSO ig¢inde hazirland1 ve seri diliisyonlari, diiz tabanli 96
kuyucuklu plakalarda YNB ortami kullanilarak hazirlandi. Hiicre soliisyonu ilave
edildikten sonra, antifungal ilacin nihai konsantrasyonlari 0.008 ile 8 mg/L arasinda
oldu. Plakalar 30 °C'de inkiibe edildi ve MIC, 24 saatlik inkiibasyondan sonra 530
nm'de spektrofotometrik olarak belirlendi. MIC degeri kontrol (ilagsiz) hiicre grubuna
kiyasla biliyiimede %50 ve daha fazla azalmaya sebep olan en diisik ilag

konsantrasyonu olarak hesaplanmustir.
3.3. Gradyan Plaka Hazirlama ve Spotlama Analizi

Gradyan plakalar Metzenberg ve Grotelueschen tarafindan tarif edildigi gibi
hazirlandi (40).

Kisaca, ilagsiz 35 mL YPD agar besiyeri 100 mm x 100 mm kare Petri kaplarina
30°" lik bir agryla egilimli olarak dokiildii. Agar katilastiginda, ilacin 6ldiiriicii dozunu
iceren 50 mL' lik ayn1 besiyeri dokiildii ve plaka, biitiin agar katilasana kadar yatay
olarak birakildi. Spotlama analizleri i¢in, taze hiicrelerin siispansiyonlar1 (OD600= 0.2)
seri olarak (10’ar kat) seyreltildi ve farkli konsantrasyonlarda ila¢ igerecek sekilde
hazirlanmis olan YPD agar besiyeri plakalara 5’er uLL damlatildi. Gradyan plakalar i¢in
5 uL OD600 0.2 hiicre soliisyonu (rastgele se¢ilmis 5 farkli koloniden alinan) ayni hat
boyunca tek tek damlatildi. Plakalar 30 °C' de 3 giin (72 saat) inkiibe edildi ve
fotograflandi.
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3.4. Plazmid izolasyonu ve Gen Klonlama

Maya hiicreleri, izolasyondan once Tris-EDTA (TE) tamponunda 30 dakika
boyunca litikaz (5 U/mL) (Sigma) ile sindirildi. Plazmidler, {iretici tarafindan tarif
edildigi gibi GeneJET Plazmid Miniprep kiti (ThermoScientific) kullanilarak maya
hiicrelerinden  izole edildi ve  vektore  o6zgii  primerler  (Yepl3F1:
CTTGGAGCCACTATCGACTACG - insert olan yere 27 bp Once baglantyor)
kullanilarak sekanslandi. Izole edilmis plazmidler, transformasyona uyumlu hale

getirilmis TOP10 E.coli hiicreleri kullanilarak ¢ogaltildi.

TOP10 E. coli hiicreleri transformasyona uyumlu hale getirilebilmesi icin

asagidaki prosediir uygulandi;

1. TOPI10 hiicreleri 5 mL stvi LB [%] tripton, %0.5 maya 6ziitii ve %1 NaCl
(Panreac applichem)] ortamina ekildi ve gece boyunca 37 ° C'de inkiibe
edildi.

2. LB ortaminda biiyiitiilen hiicreler, 3000 rpm'de 5 dakika santrifiijlendikten
sonra 100 mL SOB ortamina [% 2 tripton ve % 0.5 maya 6ziitii ,% 0.05 NaCl
ve% 1 Mg c¢ozeltisi (1 M MgCI2 art1 1 M MgS04) (Panreac applichem)]
aktarildi.

3. Hiicreler 2 saat boyunca 37 °C'de ¢alkalamali inkiibat6r ile inkiibe edildi.

4. SOB ortaminda biiyiitiilen hiicreler, ara sira ¢alkalanmak kaydiyla 10 dakika
boyunca buz iizerinde inkiibe edildi.

5. Daha sonra hiicreler esit olarak 2 taze falkon tiipiine aktarildi ve 4000 x g'de 5
dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant kismi uzaklastirildi.

6. Pelet haline gelen hiicreler 5 mL CMG tamponu (50 mM CaCl2 ve 50 mM
MgCI2, Panreac applichem) ile yeniden siispansiyon haline getirildi ve bu
cozeltiler bir tiipe topland.

7. Buz lizerinde 5 dakika inkiibasyondan sonra, 4000 x g'de 5 dakika santrifiij
edildi ve siipernatant uzaklastirildi.

8. Pelet haline gelen hiicreler tekrar 5 mL CMG tamponu i¢inde yeniden
stispanse edildi ve buz lizerinde 5 dakika inkiibe edildi.

9. Daha sonra 150 uLL DMSO (Panreac applichem) ilave edildi ve 5 dakika buz

uzerinde inkiibe edildi.
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10.Inkiibasyondan sonra 150 uL DMSO ilave edildi ve ters-diiz cevrilerek
karigtirildi.
11.Son olarak, her bir eppendorf tiipiine 100 uL transformasyona uyumlu hiicre

¢Ozeltisi alind1 ve -80 °C' de sakland.

S. cerevisiae YLR177w geni, Gateway® Technology kullanilarak,
ThermoScientific OpenBiosystems Yeast ORF Collections’dan pAG425GPD-ccdB

hedef vektoriine alt klonlandi.
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4. BULGULAR

4.1. MIC, gDNA Kiitiiphanesinin Taranmasi ve Ila¢c Direnci Genlerinin

Belirlenmesi

Ik olarak BY4741 S. cerevisiae maya susu i¢in YPD agar ortamindaki kosullar
altinda TIO igin 6liimciil dozlar belirledik. Ilacin farkli konsantrasyonlarini igeren agar
plakalar1 iizerine bir dizi seri seyreltilmis hiicre ¢6zeltisi damlattik. Hiicreler 0.05
ug/mL’> den daha fazla TIO tolere edemedi (Sekil 3A). Daha sonra, EUCAST
mikrodiliisyon prosediiriinii takiben sivi YNB ortaminda TIO'nun MIC degerini
(biiyimede % 50 azalma) belirledik. TIO'nun MIC degeri 0.025 pg/mL olarak
karsimiza ¢ikt1. Genel olarak, MIC analizi ve spotlama analizi birbiriyle uyumlu veriler
sagladi. Tarama amaciyla, gDNA transforme edilmis hiicreleri, ilaglarm o6ldiiriicii
dozlarimi iceren YNB plakalarina yaydik. Bir koloninin ilaca kars1 daha az duyarh
oldugunu gozlemledik. Plazmidler bu koloniden geri elde edildi ve ilacin varhigindaki
bliytimeden sorumlu olduklarini dogrulamak icin taze yabanil tip hiicrelerini transforme
etmek i¢in kullanildi. Onaylandiktan sonra plazmidler, vektdre Ozgii primerler
(Yepl3F1) kullanilarak sekanslandi. Direngli koloninin, Maya 12. Kromozomu
tizerinde bir DNA bolgesini icermis oldugu saptandi. Bu DNA sekans dizisi Yeast
Genome Database (https://www.yeastgenome.org) veri tabaninda BLAST analizi

yapmak i¢in kullanildi ve YLR117w isimli gene tekabiil ettigi anlasildi (Sekil 2).
Sekans analizi yapilan DNA dizisi s6yledir;

TCGGCCCCGGGTTCCTGGGGGATCTGGAGTCGTCCAGTTTCAAGCGA
TTCAGTTCAGGGGCCACGACAATTCCAGTGTTGTCCATGGAATAGTGGGAC
ATCATATCCTGATACATCTCCCACTCAAACTTGTTTGAATCATAAAATTTGG
AATCTATCGATAAATTGTTCGGTATAGCACAAAGCCAAATTCTTGTTTTGTA
AAACTTAAAGAGTTCTTTGATCAGGTCTCTGAAATCATTACGCTCCTGGCAA
ATGTAGTAGAAAGTCAATTTCTTTCTGTCGAATTGGAACTCTGCATTCAATA
TTTTGATGTTCAACCCGCCACCGGAGTTATTGTTATTTAGCGACCTCAGTTTT
AGCTGTGCAATGTGAAGAGCCTTTAGCTCATCCTGGAATTTGTTGTGTAAAT
TCGTGGAGGATTCCCACGGGGTGGCAAATCTCAGAACCTGCTTTGATGGGA
TGATCAATTGCGTTAGTTCAATGATATCATATAACTTCGGATTCAACTCATG
AGCGACCGGCTTACCATTGGTTGTATCAACCAGAGTCTTGATAAACTGGTCA
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TTGGGGAAATGCTGTTGACTATTGGTGATTAGAGAATCAAAGTGAATTTTTT
TCTTCAAAAAATTTATAAATAGTGCCAAATTTATATCTACAACCGGTTCCAC
CACCAAAACTAAATCTTTACCACGATCACCATCAATAATGACCAAATCGCC
CCTTTTCAGTATAAGTGTGGCCGTTTGTGGTTTAGACAACAGTTCGAGCTTA
CCATTTTTTCAACGATACAAACACTAATGGCTTATAGTGCAAATGCATTGAA
GTGCTGTTCTTGGGATTTGGGCCGCCCCGGGTCGACGAAGCGTTTGAAACA
GCAGTGGAGATGAAATGGCGTCAGACTGTGGTTTGTAATTTCAGATTACCA
ATTTTCAAAAATTTCCAAAAGCTCTTATAATTCTGAACCTGAAGGGCGGAAG
AACAATTAACTTC

00 400,000 450,000 500,000 550,000 600,000 650,000 700,000
Q Q & @\ chrxl| = | chixIl 507902 516953 (9.05Kb) | Go 1 3
511,250 512,500 513.750
Zoom into 3ee JEQUENCE Zopm in to 3EE SEQUENCE
ARE1217
.demage &nd . Autonomoushy Repliceting Sequence

.
YLR1TTWY
Putative protein of unknown function; phosphorylsted by Dbf2p-Mab1p in vitro; some streins contsin microsetellits polymophisms at..

-
TFE1
Inhibitar of carboxypeptidese ¥ (Frolpl, &

Sekil 4.1. Elde edilen DNA dizisi BLAST analizi

4.2. Direnclilik Genlerinin Klonlanmasi Ve Yabani Tip Mayada Test
Edilmesi

Gozlemledigimiz duyarliligin azalmasindan sorumlu oldugunu dogrulamak i¢in
ilgili ekspresyon kasetinde bulunan S. cerevisiae geni (YLR177w), Gateway®
Technology kullanarak, ThermoScientific OpenBiosystems Yeast ORF Collections’dan
pAG425GPD-ccdB hedef vektoriine alt klonladik. Yabanil tip hiicrelerinde ekspresyon
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bolgesi igerisinde bulunan genlerden, YLR177w geninin asir1 ekspresyonu, TIO
duyarliligini azalttigin1 gézlemledik (Sekil 3B).

4.3. Mutant Analizleri

Bu genin asin ifadesi ila¢ duyarhilifini azaltirsa, silme islemlerinin hiicreleri
ilaclara duyarli hale getirmesi gerektigini diisiindilk. Bu nedenle, YLRI177w'nin
bulunmadigi delesyon mutantini, ilacin varliginda biiylime yetenegi agisindan analiz

ettik ancak YLR177w yoklugunda hiicrelerin TIO'ya duyarli hale gelmedigini
gozlemledik (Sekil 3C).

0.1 ug/ml
A B

TI0

A

p-only )
» .
s _

0.06 ug/ml

C TIO

(] S

1) S

o~ 5] S S
< <

TIO pg/ml

AYLR177W

Sell 4.2. TIO direng geni i¢in spotlama analizi. (A) Belirtilen antifungal ilag
konsantrasyonlari ile agar plakalar: lizerinde biiyiiyen yabanil tip hiicrelerin spot analizi.
Hiicreler seri olarak seyreltildi ve her spot i¢in 5 ul'lik bir kisim damlatildi. (B)
YLR177w'yi asir1 eksprese eden vahsi tip hiicreler TIO gradyani igeren plakalar
tizerinde biiytitiildi. Bos plazmidli vahsi tip hiicreler kontrol olarak kullanildi (p-only).

(C) Delesyon mutantlari i¢in spotlama analizi. Plakalar, ekimden sonra ii¢ glin boyunca
30 © C'de inkiibe edildi ve fotograflandi.
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5. TARTISMA

Bu tez calismasi kapsaminda TIO direncliligi saglayan genleri bulmak ig¢in
yapilan gDNA kiitliiphanesi taramasinda YLR177w geni tespit edilmistir. Bu genin
bagimsiz olarak klonlanmasi ve yabani tip maya hiicrelerinde ifade edilmesinin
hiicreleri direngli hale getirdigi tespit edilmistir. Fakat genin delesyonu ilaca karsi

duyarlilik saglamamustir.

YLR177w geninin fonksiyonu bilinmemektedir ve esasi olmayan bir gendir.
YLR177w Dbf2-Mobl kinaz sistemi tarafindan fosfotlanmaktadir. Dbf2 kinaz enzimi
Ozellikle stres sartlarinda aktive olan ve hiicrelerin stres cevap yolaklarini aktive eden
bir enzimdir. TIO ila¢ uygulamasindan sonra olusan kimyasal stres sartlarinda Dbf2 nin
aktive olmasi ve YLR177w proteinini fosfotlayarak aktif hale getirdigi ve bununda TIO
direngliligi sagladigi tahmin edilmektedir. Fakat YLR177w proteinin nasil bir

mekanizma ile Tio direngliligi sagladig bilinmemektedir.

Sistemik antifungallerin kullanimi 1950’11 yillarda baslamis ve antifungal ilag
sayisindaki artis anibakteriyal ilaglarin gerisinde kalmistir. Daha da 6nemlisi bir¢ok

mantar tiiri bu ilaglara direng gelistirmistir (4).

Tip alanindaki yeni gelismeler: Kok hiicre nakli, kemoterapi, karaciger ve
bobrek transplantasyonlari, yogun bakimda tedavi gerektiren hasta sayisinin artmasina
neden olmaktadir. Tedavilerde kullanilan genis spektrumlu antibiyotikler,
kortikostereoitler, yogun bakim siirecinin uzamasi, organ ve doku nakillerinde organ
reddini engellemek icin kullanilan tmminsiipresiflere bagli sistemik mantar
enfeksiyonlarinin artisina neden olmakla birlikte hastanin yasamini da tehlikeye sokarak
cogu zaman Oliimiine de neden olmaktadir. Mantar enfeksiyonlarina karsi kullanilan
antifungallere direng geligsmesi tedavi siiresin uzatirken farkli ilaglarin kullanilmasina
neden olmaktadir. Bu zorunlu ve uzayan tedavilerde kullanilan ilaglarin karacigerde,
bobreklerde ve beyinde birikmesi toksisiteye ve organ yetmezliklerine neden
olabilmektedir. Ulkemizde gergeklestirilen basarili organ transplantasyonlariimn
mantarlara kars1 gelisen direnglilikten dolay1, hastalarin kayb1 bu alandaki basarilarin ve

tedavi yontemlerinin olumsuz yorumlanmasina neden olmaktadir (3).

Direnglilik mekanizmalar1 hasta yatagi basinda hizli molekiiler tani araglarini

gelistirilmesine olanak saglayacaktir. Ilag duyarlilik testleri en erken 48 saat icinde
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sonug verebilmektedir. Bu siire bagisiklik sistemi zayiflamis hasta gurubunda, énemli
bir zamanin bosa ge¢mesine neden olmaktadir. Bu tiir engelleri agmak igin ampirik
tedavi uygulanmaktadir. Buda ilag direngliligine neden oldugu gibi ekonomik olarak ek
bir maliyet getirmektedir. Hastaliga neden olan mantarlarin duyarlimi veya direngli mi
oldugunu erken tanimlamak i¢in gelistirilmis hizli uygulanabilir yontem, molekiiler
isaretleme ve RT-PCR yontemi tiriazol gurubu antifungallere karsi direncliligi
gosterebilmektedir. Bu yontem tiriazol gurubu ilaclarin hedefindeki enzimlerde olusmus
amino asit degisikliklerini ve diger anlamda mantar suslarinin vermek istedigimiz

ilaglara kars1 duyarlimi direngli mi oldugunu 6nceden gosterebilmektedir (41).

Antifungal ilag¢ direngliligi, kanser ilaclar1 gibi dkaryotik hiicrelerde stres yaratan
onemli bir ilag gurubuna kars1 gelisen ilag direngliligi ile mantar ilaclarina karsi gelisen
ilag direngliligi benzerlikleri ve farkliliklar1 varsa ortak yolaklarin tanimlanmasina hatta
yeni ilaglarin gelistirilmesine olanak saglayacaktir. Kanser ilaclar1 ile antifungal
ilaglarin etki mekanizmalar ile ilaglara karsi gelisen diren¢ mekanizmalar1 6nemli
Olgiide benzerlik gostermektedir. Bu benzerlik mayalardaki direnglilige neden olan

yolaklarin 6nemini gostermektedir (42).

Mantar ilaglarina ve kansere karsi kullanilan ilaglara gelisen direng benzer
mekanizmalarin aktivasyonu ile gerceklesmektedir. Griseofulvin adli mantar ilaci
mikrotiibiilerin stabilizasyonu ve p53 aktivasyonu ile fungusit etki gostermekte, bu
ozelliginden dolay1 vinbastin ile birlikte kullanildiginda MCF-7 meme kanseri

hiicrelerinin proliferasyonunu sinerjik bir sekilde inhibe etmektedir (43).

Direnglilik arastirilirken, ilag pompalar1 disindaki savunma yontemleri de

arastirilmalidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Buldugumuz YLR177w geninin asir1 ekspresyonu, TIO duyarliligini azalttigin
gozlemledik. YLR177w'nin bulunmadig1 delesyon mutantini, ilacin varliginda biiyiime
yetenegi acisindan analiz ettik ancak YLR177w yoklugunda hiicrelerin TIO'ya duyarli

hale gelmedigini gozlemledik.

Bu c¢alismada YLR177w geninin asir1 ifade edilmesi durumunun maya
mantarinda TIO direncliligi sagladig: tespit edildi. Fakat bu genin klinik olarak énemli
olan izolatlarda direnglilik ile ilgisi olup olmadig1 hususunda bir bilgi mevcut degildir.
Sonraki asamalarda TIO direngli klinik bakimdan 6nemli mantar tiirlerinde YLR177w

geninin statiisii arastirilabilir ve ila¢ direncliligi ile ilgisi ortaya cikartilabilir.
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