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Semboller, Kisaltmalar

DNA: Deoxyribonucleic acid

cDNA: Complementary DNA

ssDNA: Single strand DNA

RNA: Ribonucleic acid

MRNA: Messenger Ribonucleic acid

rRNA: Ribozomal Ribonucleic acid

LiAc: Lityum asetat

PEG: Polietilen glikol

CDR: Atim pompalari (efflux pump)

14DM: 14a-demetilaz

ERG11: Lanosterol 14-alfa-demetilaz enzimi kodlayan gen
MDR: Multi drug resistance gene family

ATP: Adenozin tri fosfat

ACT: Aktin geni

MFES: Major facilitator superfamily, transporters
FLUL: Fluconazole resistance, Hap43p-induced gene
IPT1: Inositolphosphotransferase

RFLP: Restriction fragment length polimophisim
RAPD: Random amplification of polymorphic DNA
PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu

RT-PZR: Reverz transkripsiyon PZR

RT: Ters transkriptaz

ARSs: Autonomously replicating sequences
CLSI: Clinical labaratory standards institution
LPT: Lokosit parcalama tamponu

SDA: Sabouraud dextrose agar

MHA: Muller Hinton agar

YPDA: Yeast peptone dextrose agar

PBS: Fosfat buffer salin



RPMI: Roswell Park Memorial Institute medium
MOPS: 3-(N-morpholino) propanesulfonic acid
MiK: Minimum inhibisyon konsantrasyonu
TRIS: (hydroxymethyl) aminomethane

EDTA: Etilen diamin tetra asetik asit

TE: Tris ve EDTA

ZYM: Zymolyase enzimi

FKI: Fenol-Kloroform-izoamilalkol

DTT: Dithiothreitol

TBE: Tris-Borik asit-EDTA tamponu

ABC: ATP bagl kaset tagiyicilari

AIDS: Acquired Immuno Deficiency Syndrome
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1.GIRIS

Mantarlardan Candida tirleri bagisik sistemi baskilanmis
konaklarda gérillen enfeksiyonlarin en 6nemli etkenlerindendir.” 2
C.albicans, kommensal mantardir ve en 6nemli 6zelligi, firsat¢ci patojen

etken olabilmesidir.®

Mantar enfeksiyonlarina duyarli olan konak sayisinin artmasi,
profilaktik ve ampirik amac ile azollerin kullanilmasini da arttirmistir.* Bu
artmisg kullanim beraberinde direng sorununu giindeme getirmistir. G6zlenen
direng sorunu, diren¢ mekanizmalarini anlamaya yonelik c¢aligsmalarin

yapilmasina da hiz kazandirmistir. >3

Azollere karsi direncin gelismesi, énemli bir sorun olmustur.
Azollerden flukonazol, vorikonazol, itrakonazol ve posakonazol ergosterol
biyosentezinde anahtar bir enzim olan 14-a demetilaz’i bloke ederek etki

gosterirler. ® "8

Mantarlarin  aktarilabilecek genetik elemanlari icerdikleri
gosterilmis olmasina ragmen, saglam mantar hucreleri ekzojen DNA'yi
kolayca alamayabilir.” Bakteri ve mantar hiicresi icinde kromozomdan ayri
olarak sitoplazma icinde ya serbest olarak (plazmid) veya hiicre kromozomu
ile birlesmis halde (episom), DNA karakterinde ekstrakromozomal genetik
elementler  bulunmaktadir. Bu plazmidlerden  gen  aktariminda
yararlanilamamakta, bunlarin yerine in vitro kosullarda ve amaca gore
hazirlanan yapay plazmidler tercih edilmektedir. Saccharomyces cerevisiae

enfeksiyon etkeni olmadigi halde gen aktariminda kullanilan bir maya
1



mantaridir. Candida albicans ise klinik 6nemi daha fazla olmasina ragmen
genom  yapisl nedeni ile gen aktariminda yaygin  olarak

kullanilamamaktadir,1® 11 12 13, 14,15, 16

DNA’'nin  bakterilerin  igine etkili bir gsekilde girmesi
(transformasyon) molekuler biyoloji alaninda blyuk ©6neme sahip bir
mekanizmadir.” Maya hiicreleri alkali metal katyonlarla, tirol bilesikleriyle
dondurup ¢o6zdirme ile DNA alabilecek hale getirilebilir. Transformasyon
yontemi olarak mantarlarda lityum asetat (LIAc) yontemi, polietilen glikol
(PEG) yontemi, elektroporasyon yontemi, cam boncuklar kullanilabilir.
Candida albicans transformasyonu icin LIAc ve elektroporasyon yontemleri ile

iyi sonuclar elde edilmistir.*®

Azollere karsi direng gelismesinde hedef enzimin degismesi,
mutasyona ugramasi, atim pompalarinin agiri ifadelenmesi gibi mekanizmalar
rol oynamaktadir. Atim pompalarindan (efflux pump) CDR1 ve CDRZ2yi
kodlayan genlerinin degismesi ilaglara karsi duyarliligin azalmasina neden
olmustur. Bu genlerdeki farkhliklarin belirlenmesi antifungal ilaglara

20. 2L Antifungal direncin

duyarliligin belirlenmesinde kullanilmaktadir.*®
aktarilabildigine dair bir kanit bulunmamaktadir. Bu tezin amaci; direngli C.
albicans kokenlerinden plazmid izolasyonu yapilmasi ve bu plazmidin duyarl
kokenlere aktarilarak, duyarli kokenlerde transformasyon yolu ile direng

gelistirimesidir. > 2°



2.GENEL BILGILER

2.1.Ekoloji

Mantar enfeksiyonlari, 1980’li yillardan itibaren giderek artan
siklikta goriilmeye baslamistir. Ozellikle son yillarda modern tiptaki
gelismelere paralel olarak firsat¢i etkenler olan mantarlarin énemi artmigtir.
Mantarlar 37°C’de ureme yetenedi ile invaziv hastalik etkeni olarak karsimiza
cikabilmektedirler.*

Candida turleri firsatgi patojenlerden en yaygin olanidir.
Enfeksiyon patogenezine katkida bulundugu dusundlen virilans o6zellikleri
arasinda Candida’larin dokulara adezyon yetenegi, maya-hif dimorfizmi
sergileyebilmeleri, hicre yuzey hidrofobikligi, proteinaz, fosfolipaz gibi hiicre

disi enzimleri salgilayabilmeleri ve fenotipik déniisiim sayilabilir. 2*

Alman B. Lagenbeck 1839'da pamukcukta maya benzeri bir
mantarin varhgini gostermis olan ilk kigidir. 1923'te Christine Marie Berkhout,
Utrecht Universitesi'ndeki doktora calismasinda Candida cinsi ve albicans
turind tanimlamigtir. Yillar boyunca bu cinsin ve tlrin tanimlanmasi evrim
gecirmigstir. Cins icin Mycotorula ve Torulopsis, tur igin ise Monilia albicans ve
Oidium albicans artik kullaniimayan isimlerdir. Su anda kullanilan ismi,
Uluslararasi Botanik Kongresi (International Botanical Congress) tarafindan

"korunmaya alinmis isim" (Lat., nomen conservandum) tanimi altindadir.


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Uluslararas%C4%B1_Botanik_Kongresi&action=edit&redlink=1�
http://tr.wikipedia.org/wiki/Latince�

Siniflandirmanin  ayrintilari  Candida albicans maddesinde
bulunabilir. Yaygin kandidoz % 25 oranda mortalite ile iligkilidir. Candida
turleri derinin, gastrointestinal sistemin, genitouriner yollarin normal flora
uyesi mikroorganizmalandir. Saghkh kisilerde mukozal yuzeyleri zararsiz
olarak kolonize ederken bagisiklik sistemi baskilanmig hastalarda yuzeyel ve
hayati tehdit eden sistemik infeksiyonlara neden olabilirler. > ?° C.albicans
klinik izolatlar arasinda en sik gorunen turdur. Fakat non-albicans turlerin son
zamanlarda arttigi gozlenmistir. Mantar etkenleri, yiksek virtlans ve tedaviye
yanitsizlik nedeni ile 6nem kazanmiglardir. Amerika Birlesik Devletleri'nde

Candida turleri kan dolasimi infeksiyonlari arasinda 4. sirada yer almaktadir.
27,28

Maya genetigi giderek 6nem kazanmaktadir. C. albicans diploid
bir organizma oldudu icin genetik ¢alismalarda uzun sure yer alamamistir.
Son yillarda molekller tekniklerdeki gelismeler ve genetik analizlerde
kullanilan paraseksiel yontemler kullanilarak C.albicans’in ototrofik mutant
kokenleri elde edilmistir. S.cerevisea’dan elde edilen bilgilere dayanarak
C.albicans kokenlerinin molekiler biyolojisi arastiriimistir. Ozellikle yeni
antifungal ilaglarin gelistirimesine yonelik molekiler hedeflerin tanimlamasi

icin galismalar yapiimaktadir. %

Molekiler tiplendirme yontemleri kullanilarak elde edilen
bilgilere gore tek tip koken ile kolonizasyon gergeklesmektedir. Hastada
gelisen rekurren enfeksiyonun kaynagi genellikle tek kokendir. Bazen birden
fazla koken veya alt tir enfeksiyona neden olabilir. Rekirren enfeksiyonlarda
ayni hastadan flukonazole duyarli ve sonra direngli C.albicans kokenlerinin

izole edildigi gdsterilmistir. 2


http://tr.wikipedia.org/wiki/Candida_albicans�

2.2.Mikrobiyolojik Ozellikleri

Candida’lar 3-5 uym c¢apinda, yuvarlak veya oval,
tomurcuklanarak ¢ogalan maya mantarlarndir. % Candida cinsi icindeki
mayalar Sabouraud dekstroz agarda (SDA), 24-48 saatte, 25°-37°C’de, 2-3
mm c¢apinda, beyaz veya krem renginde, dizgun yuzeyli veya gobekli ve
uzayan inktbasyon ile birlikte ¢ikintili, mat ya da parlak koloniler olustururlar.
Candida albicans maya-hif donisumua gostermesi ve bazi hidrolitik enzimleri
dretmesi nedeni ile virtlansi en yuksek tlrddr. Mannan temel alinarak yapilan
serotiplendirmede serotip A ve B olarak ikiye ayrilabilir. Klinik izolatlar
arasinda serotip A, serotip B'den daha fazladir. * Serum icinde 2 saat
bekletildiginde ¢imlenme borusu (germ tidp) olusturur. Misir unu tween 80
agarda klamidospor olusturur. Son yillarda germ tlp pozitif olan, klamidospor
olusturan veya olusturmayan U¢ tlr C.albicans’dan ayrilarak yeniden
siniflandiriimiglardir. Bunlar C. africana, C. stellatoidea, C. dubliniensis

tirleridir. Bu tiirler fenotipik olarak C. albicans’dan ayrilamazlar. *

2.3.Tedavide kullanilan antifungaller

Son yilllarda mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan
antifungallere yenileri eklenmekte ancak diren¢ sorunu da devam etmektedir.
3132 Etki mekanizmalarina gére antifungal ilaglar alti gruba ayrilmistir;



1.Poliyenler; ergosterole baglanarak etki gosterirler. Membranda delikler
olusturur ve hucre igeriginin kaybedilmesine neden olurlar. Bu gurpta

amfoterisin B ve nistatin bulunur.

2.Azoller; ergosterol sentezinin anahtar enzimlerinden lanosterol 14 alfa
demetilaz enzimini bloke ederek etki ederler. Hicrede ergosterol olusmaz,
onun yerine lanosterol birikir. imidazoller ve triazoller olmak (izere iki grup
bulunmaktadir. imidazoller ketokonazol, mikonazol, ekonazol, tiokonazol iken,
triazoller flukonazol, vorikonazol, itrakonazol, posakonazol, ravukonazol

olarak sayillmaktadir.
3.Alilaminler; ergosterol sentezinde skualen epoksidaz enzimini bloke
ederler. Hucrede ergosterol azalir, skualen birikir. Terbinafin ve naftifin bu

gruptadir.

4.Ekinokandinler; hicre duvarindaki beta glukan sentezini bloke ederler.

Kaspofungin, mikafungin, anidulafungin bu gruptadir.

5. Flusitozin gibi anti metabolitler; Flusitozin hicrede 5-florourasil’e

donusur ve DNA-RNA Uzerinde etki ederek protein sentezini bozar.

6. Griseofulvin; hicrenin bélinmesini engeller.

2.4. Azoller

Azol sinifi antifungaller yapisal olarak imidazoller (azol

halkasinda 2 nitrojen bulunduranlar) ve triazoller (azol halkasinda 3 nitrojen
6



bulunduranlar) olarak iki gruba ayrilir. Imidazoller arasinda yalnizca
ketokonazolin sistemik etkinligi vardir. Triazollerin tUmu sistemik etkinlige
sahiptir. Ravukonazol, albakonazol ve isavukonazol henlz arastirma
asamasinda olan triazollerdir. Genel olarak azoller, Candida tirleri ve
Cryptococcus neoformans gibi maya benzeri mantarlara karsi fungistatik
aktivite gosterir. Ancak itrakonazol, vorikonazol, posakonazol ve ravukonazol
Aspergillus tarlerine karsi fungisidal etki de goOstermektedir. Triazoller
sitokrom p-450 bagimli bir enzim olan lanosterol 14a- demetilaz inhibisyonu

yolu ile etki ederler. ** 3%

Ciddi Candida infeksiyonlarini 6nlemek icin azoller ile profilaksi
tedavisi rutin olarak uygulanmaktadir. Ozellikle kemoterapi tedavisine
baglayan, hematolojik malignitesi olan hastaliklara, kemik iligi ve organ nakli
yapillmis hastalara triazoller ile profilaksi baglanmaktadir. Bu uygulama
mortalite oranini ve paranteral antifungal tedavi ihtiyacinin azalmasini
saglamistir. *>® Son yirmi yilda antifungallerin tiiketimi artmistir. Binlerce ton
azol, bitki patojenlerine karsi kullanilmigtir. Toprak ve suda azollerin yari
omri uzun (365 gune kadar) oldugu icin gevrede segici baski olugsmasina

neden olmustur.* 3738

Flukonazol gibi genis spektrumlu antifungal ilaglarin uzun
sureyle veya profilaktik olarak kullaniimasi, direngli suslarin ortaya ¢ikmasina
neden olmustur. Bu nedenle, tedavinin basarisizligi ciddi bir klinik sorun
haline gelmigstir. Flukonazole dogal diren¢ gosteren C.krusei posakonazol ve
vorikonazole duyarlidir. Candida glabrata tir(i yiksek MIK degerlerinde

flukonazole duyarldir, 2% 3%:40. 418



Flukonazol

Flukonazol, 1990’larda kesfedilen bir triazoldur. Flukonazol,
C.albicans infeksiyonlarinda en ¢ok kullanilan ilaglardan biridir. ** # Oral
biyoyararhligi yuksektir. Mide asidine duyarh degildir. Toksisitesi dlsik olan
birinci kusak bir triazoldiir. ** ?* Flukonazol, suda ¢dziinen bir ilagtir, oral ya
da intravendz yoldan uygulanabilir. Proteine baglanmasi dusuktur ve santral
sinir sistemi dahil olmak tzere tim organ ve dokulara dagilabilir. Eksfolyatif

dermatit ve karaciger yetmezIigi gibi ciddi yan etkileri nadirdir. 2* #--8

Flukonazol yaygin bicimde kullanilir ve Candida turlerinin gogu,
Cryptococcus neoformans, dermatofitler, Trichosporon turleri, Histoplasma
capsulatum, Coccidioides immitis ve Paracoccidioides brasiliensis’e karsi
etkilidir. > #* Toksisitesinin az olmasi, uygulama kolayli§i ve maya benzeri
mantarlarin ¢goguna karsi gosterdigi fungistatik etkinlikten dolayi, kandidoz,
kriptokokkoz ve koksidiyoidomikoz tedavisinde flukonazol énemli bir role
sahiptir. Mantar infeksiyonlarinin tedavisi ve dnlenmesinde azollerin, 6zellikle
flukonazolun yaygin bir sekilde kullanimi, direncin artmasina neden olmustur.
Kandidemi ve mukoza kandidozun da baslangi¢ tedavisi olarak secilmigtir.
Yuksek riskli gruplarda profilaktik olarak, AIDS’li hastalarda ise
Cryptococcus’a bagh menenjit infeksiyonlarinda idame tedavisinde

kullanilmaktadir. 2% 44 45



In vitro olarak uygulanan duyarllik yontemleri antifungal
ilaglarin ilk gelistirildigi yillardan itibaren mevcuttur. *® Duyarlilik yéntemlerin
standardizasyonu ¢alismalari sonucunda 1992 yilinda mantarlarda
antifungallara karsi duyarlihg ve MiK degerlerini 6lgmek igin mikrodiliisyon
yontemi standart olarak tanimlanmistir. 1997 vyiinda Candida ve
Cryptococcus tiirleri icin M27-P mikrodiliisyon yéntemi énerilmistir. ** “® Bu
yontem ile sonuglari etkileyen anahtar degisiklikler (inokulumun hazirlanisi,
kullanilan besiyeri, I1si1 derecesi, inkubasyonun siiresi ve MiK degerlerinin sinir
degerleri gibi) belirlenmistir.*® Son olarak diizenlenen antifungal duyarlilik test
kosullari M27-A3 belgesi olarak yayimlanmistir. Bu belgeye gore flukonazol
icin diren¢ sinir degeri > 64 nug/ml, doza bagli duyarlilik sinir degeri 16-32
ug/ml, duyarlihk sinir degeri < 16 pug/ml olarak belirlenmigtir. Itrakonazol igin
diren¢ sinir degeri > 1 pg/ml, doza bagh duyarllik sinir degeri 0.25 - 0.5
ug/ml, duyarlihk sinir degeri < 0.125 pg/ml olarak belirlenmigtir. Amfoterisin B
icin 1 ve altindaki deg@erler duyarlilik olarak kabul edilmektedir. 5-flusitozin igin
> 32 pug/ml direncli, 8-16 ug/ml orta derecede duyarli, < 4 ug/ml duyarl olarak

kabul edilmektedir.
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Sekil 1. Flukonazolun kimyasal yapisi. 8

2.5. Flukonazol Direncinin Molektler Mekanizmalari

Flukonazole karsi direng gelismesi ilacin kullanim dizeyi,
konagin bagisik durumu gibi dogrudan kdoken ile ilintili olmayanlardan
baglayarak birgok faktorden etkilenmektedir. Koken ile iligkili olan direng
mekanizmalari mantar hucresi iginde antifungalin hedefi olan bir¢gok bdlgeyi

ilgilendirmektedir. *’
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1.Ergosterol biyosentez yolundaki dedisiklikler

Sitokrom p450 bagimh lanosterol-14a-demetilaz mantarlarda
hicre duvar yapisinda ergosterol sentezini duzenler. Azoller, bu enzimin
demir grubuna baglanir. Bu baglanma ergosterolin  oksidatif
demetilizasyonunu engeller. Enzimin islevindeki degisiklik, ergosterol
sentezinin azalmasina neden olur. Boylece mantarlarda hicre duvar
stabilizasyonu, besin tagsinmasi, ve kitin sentezi etkilenir. Sonugta mantar
hiicrelerin replikasyonu bozulur. * ** *° Sitokrom p450 lanosterol 14a-
demetilaz (CYP51A1) enzimindeki degisiklikler C.albicans’larda antifungal

ilaglara karsi direncin gelismesine neden olur. > °!

2. ilacin hedef enzimini (14DM) kodlayan ERG11 geninde
mutasyonlar

Candida albicans kokenlerinde dirence neden olan en dnemli
mekanizmalardan biridir. Mutasyon fonksiyonu etkilemeden ilacin hedef
yaplya baglanmasini engellemektedir. 14DM enzimindeki degisikliklerin
flukonazole direngten sorumlu oldugunu tanimlamak igin duyarh ve direngli
suslarda ERG11 gen dizisi arastirimistir. ERG11 gen dizisi direncli kbkenler
arasinda karsilastinldiginda F105L, E166D, K287R, G448E, G450E, G464S
ve V4881 amin asitlerinde degisim saptanmigtir. Flukonazole direncli
C.albicans kokenlerinde ERG11 geninin her iki allelinde R467K ve G464S
mutasyonlari belirlenmistir. Her iki amino asit demir baglanma bdlgesine

yakin bir yerde bulunur. ERG11 dizilerinde olusan mutasyonlarin direng
11



fenotipine onemli katkisi vardir. > > ERG11 genindeki farkli nokta
mutasyonlari azollerin baglanma afinitesini etkiler ve in vitro olarak direncli

kokenlerin olusumuna neden olur. * 2

3.ERG11 geninin asiri bir sekilde ifade edilmesi

Tum mantar tdrlerinde ERG11 lanosterol-14a-demetilaz
enzimini kodlamaktadir. ?* ERG11 geninin amplifikasyonu veya daha fazla
ifadesi lanosterol-14a-demetilaz enziminin asiri Uretimine neden olmaktadir.

Bu mekanizmanin azollere karsi direnc gelismesinde kisith etkisi vardir. 2> #?

Flukonazole direngli C.albicans izolatlarinda ERG11 geninin
asin ifadesi saptanmigtir. Bu genin ifadesi hicrelerde enzimin yuksek
seviyede Uretiimesine neden olmaktadir. Sonug olarak enzimi inhibe etmek
icin flukonazolun hicre icinde yiksek yogunlukta birikmesi gerekmektedir.
Kontrol vektorlu tasityan S.cerevisiae transformant hicrelere gére ERG11
geninin agiri bir sekilde ifade edildigi C.albicans hucreleri flukonazola karsi 5

kat daha fazla direng gdstermektedir. %

Candida glabrata suslarinda ERG11 genine ait mRNA
seviyelerindeki artis nedeninin flukonazola kargi duyarlihigin azalmasiyla
iligkili oldugu saptanmigtir. C.albicans suslarinda ERG11 geninin asir bir
sekilde ifade edilmesi, gendeki mutasyon kadar olmasa da flukonazola

direncin gelismesinden sorumludur. %°
12



Ergosterol sentezinde roli olan enzimleri kodlayan genlerde
olusan mutasyonlar, direncin gelisimine neden olmaktadir. Bu nedenle
mantar hicreleri ergosterol biyosentezinde alternatif yollarin kullaniimasina
yonlendirilir. Nadir gorilen bu mekanizma fungemi geciren hastalardan izole
edilen flukonazole direncli C.albicans suslarinda saptanmistir. Mantar
hicrelerinde membran sterollerinin yapilmasindan sorumlu olan delta 5,6-
sterol desatiraz (ERG-3) geninde mutasyonlarin olusumu, suslarin virulant
ve hif olusturma yeteneginin azalmasina neden olmustur. ¢ Direncli Klinik
C.albicans izolatlarinda desatliiraz enzimini kodlayan ERG3 genindeki
mutasyonun goridlmesi, mantarlar tarafindan kullanilan alternatif direng

yollarindan biridir. * %3 >4

4 Efflux pumps (Atim pompalaril) mekanizmasini kodlayan

genlerin asiri ifadesi (ekspresyonu),

Candida albicans’larda hucre ylzeyinde tanimlanmis atim
pompalari bulunmaktadir. Bu pompalar, major kolaylastiricilar ve ATP-
baglayan kaset tasiyicilari olmak Uzere iki ana gruba ayirimistir. Major
kolaylastiricilar proton gradienti yolu ile, ATP baglayan kaset sistemi ise ATP
hidrolizi yoluyla gereken enerijiyi saglar. “° Azoller mantar hiicresine pasif
yayllma yoluyla girer ve membrandan atim pompa mekanizmasiyla atilirlar.
Mantar hucreleri icindeki ilacin birikiminin engellenmesi flukonazola karsi
direncten sorumlu olan énemli bir mekanizmadir. *> *® Membranda ergosterol
duzeyindeki azalma veya plazma membraninda bulunan fosfatidil klorin ve

fosfatidil etanol amin arasindaki oranin azalmasi nedeniyle membran

13



fonksiyonlari degismektedir. Bu degisim ilaglarin hicre igine girmesini

engelleyebilmekte veya atimini arttirmaktadir. *

ATP baglayici kaset ailesi Uyesi olan atim pompalari Candida
drug resistance (CDR), Multi Drug Resistance (MDR) genleri tarafindan
kodlanmaktadir.®” °® C.albicans mayalarinda bugiine kadar en az 7 CDR geni
tanimlanmistir. CDR1 ve CDR2 genlerinin azollere karsi direncin gelismesine
neden olduklar belirlenmistir. % % ° Azole direncli mantarlarda, ATP-
baglayici kaset (ABC) tasiyicilari kodlayan genlerin ifadesi duyarli suslara
goOre daha fazladir. Simdiye kadar direncli C.albicans suglarinda ABC-tasiyici
genlerinden sadece CDR1 ve CDR2 genleri tanimlanmistir. **®* CDR1 ve
CDR2 genlerinin silinmesi azollere, amorolfine ve terbinafine kargi asiri

duyarliliga neden olmaktadir. 3

Atim pompalarinin  tamamini  kontrol eden TAC1 geni
transkripsiyonel bir aktivator protein kodlar. ABC tasiyici genlerin asiri
ifadesinin yani sira bazi direngli C.albicans klinik izolatlarinda, major
kolaylagtirici ailesine ait olan proteinlerin yaninda multidrug tasiyici CaMDR1

geninin ve BEN geninin asiri ifadesi belirlenmistir. >

Elde edilen direngli Candida albicans kokenlerinden FLU1
olarak adlandirilan yeni bir gen izole edilmistir. °* MDR1 genine benzer FLU1
geni duyarli transformant S.cerevisiae hicrelerinde flukonazola direncin
geligtirmesinden sorumlu olmustur. Ancak Kklinik C.albicans k&kenlerinde

FLU1 geninin fazla ifadesinin flukonazola direncten sorumlu oldugu heniz
14



kanitlanmamistir. # FLU1 geni amino asit dizilimi acisindan CaMDR1 (eski
BENTr) benzerlik gostermistir. Klinik olarak izole edilen azollere duyarl ve
direncli C.albicans kokenleri arasinda FLU1 ifadesi ile ilgili anlamli bir farklilik

saptanmamistir. %

Tedavi sirasinda flukonazole karsi direngli olan bircok Kklinik
C.albicans kokeninde, ilaca karsi diren¢ ile MDR1 geni arasindaki baglant
farkh galismalarda gosterilmistir. Yeni ¢alismalara gore, Cdr1p tasiyicilarin
sitoplazmik membranin i¢ tabakasindan disa dogru fosfolipidlenmesi

membranin yapisinda degisiklige neden olmustur. ®3

Maya hiicre membran yapisinin major bileseni olan sfingolipitler
S.cerevisae hucrelerinde saptanmigtir. Plazma membran fonksiyonu igin
onemlidir ve hucrelerin morfogenez 6zelliklerini etkileyen faktorlerden biridir.
IPT1 geni tarafindan kodlanir. Antifungal ilaglara kargi direncin gelisiminde
roli vardir. Sfingolipitler yapisindaki herhangi bir degisim veya azalma Cdrlp
ila¢ sizintt pompasini etkiler ve C.albicans turlerinin azollere karsi duyarhligini

arttirir. °°
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W : Drug, 8 : Target, 8: Essential compound, ®: Inactive drug

Sekil 2: Antifungal ilaglara karsi direncin molekiiler mekanizmalari

(1) Hucre igine ilacin girmesini engelleyen hicre membranindaki ve/veya hiicre duvarindaki

degisiklikler,

(2) ilaglarin hiicre iginde birikmesini engelleyen atim (efluks) pompalarin agiri ifadesi,

(3) laglarin hedefe baglanmasini engelleyen hedefteki mutasyonlar,

(4) llaglarin hedefindeki asirn ifadelenmenin ilaglarin biyokimyasal reaksiyonlarini inhibe

(5) Sentez yolunda diger genlerdeki mutasyonlar nedeni ile ilaglarin hedef genin Urini icin

gerekli olan materyali atlatmasi,

(6) ilaglarin degrede veya inaktive olmasi.
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2.6. Antifungal Direng¢ Genlerinin Molekuler Olarak Tanimlamasi

Uygun bir tedavi slrecinin baglamasi icin enfeksiyona neden
olan izolatlarin tiir tayini ve duyarhliginin belilenmesi sarttir. ** Son
calismalar, antifungal ilaglara duyarlihgin degerlendiriimesinde, molekiler
yontemlerin tamamlayici test olarak kullanilabilecegini, hatta bazi durumlarda
uremeyi esas alan yontemlerin yerini alabilecegini g('jstermektedir.64 Vajinal
veya sistemik kandidoz enfeksiyonlarinda azollere kargi direncin geligimi, az
rastlanan bir olaydir. Buna karsin, flukonazole direng¢, AIDS hastalarinda,
orofarengiyal kandidoz icin uzun sireli veya tekrarlayan antifungal tedaviler

sonucunda siklikla gelisebilmektedir. >* %> %

Duyarhlik testlerinin klinik agidan 6énemli oldugu, flukonazole
direncli C.albicans’in saptanmasi ile ortaya konmustur. Antifungal direncin
molekuler yontemler ile belirlenmesi kiltlr ve izolasyon gibi zaman alici ve
zorlu olabilecek basamaklari ortadan kaldirmaktadir. Mikrobiyal veya konaga
ait artiklarin bulunmasi, ylksek 6zgullik ve duyarlilikta PZR ve hibridizasyon

yontemleri kullanildiginda sorun yaratmayabilir, >* 67

Antifungal direngte potansiyel mekanizmalari arastirmak igin
mantarlarin tanisinda ve identifikasyonunda kullanilan molekuler yontemlerin
bircogu kullaniimaktadir. Ayrica antifungal ilaglara direng ve duyarlihgi,
benzer suglar arasinda farkhligi belirlemede yine ¢esitli molekuler yontemler
(RFLP, Kkaryotiplendirme, RAPD ve cesiti PZR) kullaniimaktadir. % 7
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Mayalarda antifungal direncte rol oynayan genleri hedef alan PZR y6ntemi

basit ve hizli bir yontem olarak kullanilabilmektedir. *

Polimeraz zincir reaksiyonu genelde 3 asamayla tamamlanir;
cift zincirli DNA kalibinin ylksek 1sida denatirasyonu, hedef primer
parcalarinin baglanmasi ve kalip DNA zincirinin uzamasidir. 2 pZR teknigi
bazen DNA yerine RNA kullanilarak baslatilabilir. Elde edilen genomik RNA
once kalip DNA'ya gevirilmek Uzere revers (ters) transkripsiyona ugratilir. Bu
PZR islemine reverz transkripsiyon PZR (RT-PZR) denmesinin nedeni budur.
RT-PZR tekniginde ilk adim (RT), ters transkriptaz retroviral enzimin etkisi ile
elde edilen RNA'dan tamamlayici tek bir (komplimenter) DNA (cDNA) ipliginin
dretimidir. DNA sentezinin baslatilmasi i¢in bir oligonikleotid primeri
gereklidir. Primer RNA’'ya baglanir ve DNA polimeraz enzimin ters
transkriptaz etkisi ile mMRNA’'nin 5’ tarafina dogru cDNA uzanir. RT adimi,
kantitatif RT-PZR tekniginde, degiskenligin kaynagidir. Elde edilen cDNA
ikinci asamada klasik PZR islemi ile ¢ogaltihir. RT-PZR gen ifedesinin
kantitatif dlgcimu igin yararl bir yontemdir. Duyarh ve ¢ok kiguk miktarlardaki

RNA geninin ifadesini analiz etmek icin idealdir. "> "> " 7

2.7.Mantarlarda Plazmidler

Plazmidler canli hlcrelerde bulunan, c¢ogalabilen kiguk
ekstragenomik DNA molekulleridir. Cekirdekten ayri olarak gogalirlar fakat
bazen DNA genomuna kovalent olarak bagli olabilirler. ° Mayalarda lineer ve

sarmal plazmidler gosterilmistir. Plazmidler mayalarin ¢evreye adaptasyonu
18



ve memeli hiucrelerde canli kalmalari i¢in 6nemlidir. Plazmidin kopya sayisi
maya hucrelerinin Greme hizina baglhdir. Tanimlanan lineer plazmidler; DNA
polimeraz, RNA polimeraz veya ikisini birden kodlamaktadir. Bazen lineer ve
dairesel plazmidler bir arada gorulebilir. Filogenetik agag analizi araciligi ile

organizmalarda rRNA genleri kromozom digindaki molekullerde saptanmistir.
76

Bazi mantar turlerinde bagimsiz kopyalanan (Autonomously
replicating sequences) diziler (ARSs) saptanmistir. Bu diziler integratif
transformasyon protokollerinin gelistiriimesinden sonra tanimlanmistir. Buna
benzer dizileri tasiyan vektorler kolay aktarilabilir ve gen klonlamasini
kolaylagtirir.  Plazmidler ve diger aktarilabilen genetik elemanlar
Saccharomyces cerevisiae turi mayalarda bulunmaktadir. Bu maya genetik
madde aktariminda model organizmadir. Plazmidler, C.albicans’larda da
vardir, fakat S.cerevisae'de bulunan plazmidlere gore daha az stabildir. *’
Maya hucrelerinde bulunan plazmidler filament6z mantarlarin plazmidlerinden
farkhdir. Maya plazmidleri c¢ekirdekte ve sitoplazmada bulunmustur.

Filamentoz plazmidler ise mitokondri icindedir. °

Kromozom ve plazmid DNA'’ lari alkali ortamda denatlre olur,
pH notr hale geldiginde hizla renattire olurken kromozom DNA'sI tek zincirli
formda kalacaktir. Bu 6zellik, plazmid DNA’sinin izolasyonunda kullanilan
yéntemlerin temelini olusturmaktadir. ®. Maya hiicrelerinde gen aktarimi igin
vektor olarak kullanilan ColE1 DNA plazmidi maya kromozomuna integre

olabilir. Bu integrasyon eklenme seklinde (additive) veya yer degistirmek
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seklinde olabilmektedir. Bazi ¢aligsmalara gore aktarilan diziler, kromozomun

farkli yerlerine integre olabilmektedir. "

2.8. Transformasyon

Molekduler biyolojide transformasyon bir hicrenin igine yabanci
bir DNA'nin girmesi, bu DNA'nin genomun pargasi héline gelmesi ve aktarilan
genlerin ifadelenmesi sonucu, hlcrenin dedisime ugramasi olarak
tanimlanmaktadir. DNA'nin hicre igine girmesi bir viris araciligi ile olursa
buna transdiksiyon, bakteri htcrelerinin birbiri ile temasi sonucu birinden
digerine aktariimasi sonucu oluyor ise konjugasyon denmektedir. Doku
kultarindeki hicrelerin transformasyonuna ise transfeksiyon denmektedir.
8 Sifat olarak “transformasyona ugramis" anlaminda, “transforme” terimi
kullaniimaktadir. Hucre icine RNA da aktarilabilir. Bu aktarim sonucunda
hiacrenin ozellikleri gegici olarak degisebilir. Ancak hiucrede kalitsal bir
degisiklik meydana gelmedigi icin, bu aktarim gercek bir transformasyon
olarak kabul edilmez. & Transformasyonda hiicre yiizeyinde olusan bozulma

eksojen DNA’nin hiicre igine girebilmesine olanak saglar. %

2.9. Mantarlarda Transformasyon

Transformasyon ilk defa 1928'de, bakteriyel pndmoniye karsi bir
as! bulmaya calisan bir ingiliz bakteriyolog olan Frederick Griffith tarafindan

uygulanmigtir. Griffith Streptococcus pneumoniae’nin isitildiginda virulansinin
20
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degistigini gostermistir.  Virtlan olmayan bakteri ile virllan bakteri
karistirildiginda zararsiz bakterinin virilan héale doénustigunu gostermigtir.
1944'te bu donusturicu faktorin DNA oldugu Oswald Avery, Colin Mac Leod,
ve Maclyn Mc Carty tarafindan gosterilmistir. Bu arastirmacilar DNA'nin
bakterilerin igine alinmasi ve onunla butunlesmesine transformasyon adini

vermislerdir. &

Mantarlarda genetik transformasyon ilk defa Oppenoorth
tarafindan 1960 yilinda  Saccharomyces cerevisiae  mayalarinda
gerceklestiriimistir. Khan ve San tarafindan birka¢ maya tlrine DNA
aktariimasyla ilgili kapsamlh bir ¢alisma gergeklesmistir. Bu yontemde farkh
maya koOkenleri arasinda DNA pargalari aktariimig ve olugan koloniler
fenotipik olarak degerlendirilmistir. En iyi transformasyon icin DNA hicre
duvari ve plazma zarindan gecgebilmeli ve sitoplazmayi asarak cekirdege

82

ulasmalidir. *°. Transformasyon yolu ile aktarilan bakteri genleri maya

genomu iginde “Mendel Kurallari’na uyan kalitsal bilesenler olarak gorulebilir.
79

Case ve arkadaglari mantar hicrelerini sferoplast haline
cevirerek aktarilan DNA'y1 alabilmelerinin mumkun oldugunu gostermislerdir.
Yuksek yogunlukta lityum iyonlari kullanilarak mantarlarin hicre duvarinin
gecirgenligi arttirldiginda DNA parcalarini  almalari  saglanmaktadir 23,
Aktarilan genlerin kopya sayilari transformasyon sonuglarini etkilemektedir.
Gen kopyasi ¢ok olunca transformasyonun etkinligi azalmaktadir.
Bakterilerde ve mayalarda yapilan transformasyon c¢alismalari kuflere oranla

daha fazladir.
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Saccharomyces cerevisea transformasyonu igin kullanilan
yontemler C.albicans hucrelerinde de uygulanmistir. Fakat hicre duvari sert
oldugu igin protokolde bazi degisiklikler yapilmistir. ARS dizisine bagh
plazmid vektorleri kullanilarak transformasyon yeterliligi 10° transformant/ pg
DNA'ya kadar artmistir. Gen aktarimi deneylerinde birden fazla plazmid

vektorl kullanilabilir, 28

Lityum asetat ve sferoblast transformasyon yontemlerinin
C.albicans icin sinirli dizeyde etkili olduklarn saptanmistir. Hizli ve kolay bir
yontem olan lityum asetat yontemi ile C.albicans suslarinda dusuk
transformasyon (50-100 transformant / pg DNA) basarisi gosterilmigtir.
Sferoblast yéntemi ile daha iyi (300 transformant / pg integratif DNA ve 10°-
10* transformant / pg replikatif DNA) sonucu elde edilmistir. Son yillarda
S.cerevisiae gibi bircok maya turine uygulanan elektroporasyon
transformasyon yontemi diger iki yonteme gore daha hizli ve kolay bir yontem
olarak  degerlendirilmigtir. Elektroporasyon  yontemiyle  C.albicans
kokenlerinde gen aktarimi yaklasik 250 transformant / ug DNA degerinde

saptanmistir. &

Saccharomyces cerevisea hicrelerinde ARS dizilerini igceren
vektorler ile yluksek oranda aktarim yapilabilmektedir fakat bu diziler hiicre
icinde stabil degildir.  Genelde transformasyon icin kullanilan plazmidler
prokaryot hucrelerde bulunmaktadir. Dogal plazmidler mayalarda ve diger
mantar turlerinde saptanmistir. Organizmaya bagli, kromozom digindaki DNA
molekileri dairesel veya lineer sekilde, sitoplazmada, mitokondri veya

cekirdekte gorulebilir. "
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2.10. Transformasyon Yontemleri

2.10.1. Sferoblast yontemi

Mayalarda sferoblast elde etmek ig¢in hiicre duvarinin enzimatik
uygulama ile ortadan kaldiriimasi yontemi ilk defa Eddy ve Williamson
tarafindan 1957 yilinda bildirilmistir. ®’. Sferoblast olusturulmasi icin tuzlu
karigimlar, 1s1 ve soguk uygulamasi, porteinaz K, litilaz gibi enzimler
kullanilabilir. Sferoblast olusmasinda polietilen glikol (PEG) kullanimi 1974
yilinda Kao ve Michayluk tarafindan bildirilmistir. Maya hucre karigiminin bir
sure bu maddelerden biri icinde bekletiimesi hucre yapisini bozacak ve

sfreoblast olusmasini sadlayacaktir. 8 8°

2.10.2. Lityum asetat transformasyon yontemi

Transformasyon yontemi PEG, lityum asetat (LIAc) ve soguk
sok asamalarini icerecek sekilde standart hale gelmigtir. 1991 yilinda,
Moerscheu ve arkadaslar LiAc transformasyon protokolini agiklanmistir. %0
Triton x-100 veya diger deterjanlarla ve Li* gibi metal iyonlar ile karsilasmis
maya hucreleri plazmid DNA'’y1 alabilmektedir. Transformasyon deneylerinde
kullanilan tim katyonlar arasinda LiAc en etkili katyon olarak ayrilmaktadir.
Lityum ve PEG kullanillarak dairesel ve lineer plazmid DNA’lar

aktarilabilmektedir. %% 92
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Tek iplikcik DNA (ssDNA) kullanilarak transformasyon verimliligi
2-5 kat daha artmistir. LiAc ile yapilan transformasyon karisimina buzagi
timusu, somon baligi spermi veya E.coli tasityici DNA molekulleri eklenerek,
aktarilacak DNA cekirdek enzimlerinin etkisinden korunabilir. °* % Cift iplikli
DNA ile transformasyon verimliliginin tek iplikli DNA'ya gore 2-5 kat daha az

oldugu belirlenmistir.

Lityum asetat protokolu icin PEG gereklidir, 1s1  gsoku
transformasyon verimliligini arttirmaktadir ve hucreler logaritmik biyeme
evresinin ortasinda olduklarinda (ODg1p =1.6) en yuksek verimlilik elde
edilmigtir. Bu yontem hizlidir ve sferoblast yontemine gore daha kolaydir.
Ozel ekipmana ihtiyaci yoktur ve giderek daha yaygin kullanilimaktadir.
C.albicans icin gen aktarimi yontemleri igcinde LiAc yontemi, mevcut olan en

guivenilir ve kolay yéntemdir. **

2.10.3.Elektroporasyon yontemi

Elektrik alanlara maruz kalma ile nukleik asitlerin gecirgen
Okaryot hucrelere girmesi, artik yaygin olarak kullanilan bir tekniktir ve
elektroporasyon olarak adlandiriimaktadir.’ Elektroporasyon ilk defa
Neumannf ve arkadaslari tarafindan fare huicrelerinde kullaniimistir.
Mantarlarda elektroporasyon Hashimoto ve arkadaglari tarafindan
S.cerevisiae hucreleri Uzerine uygulanmistir. Elektroporasyon iglemi elektrik

alan olusturan bir cihaz yardimi ile yapilmaktadir. ®
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Yapilan galismalarda en basarili sonuglarin alinmasi igin voltajin
900 V civarinda olmasi gerektigi, aktarilan hucrelerin logaritmik evrenin
basinda olmasi gerektigi (ODgpo =0.3- 1.0), hiicre yogunlugunun ODggo =10-
20 olmasi gerektigi belirtiimigtir. Aktariimasi istenilen plazmid 0.1 pg
miktarinda olmali ve tasiyici DNA gerekli degildir.

Gunumuzde genis bir sekilde hayvan hucreleri, bitki hicreleri ve
bazi arastirma laboratuvarlarinda bakterilerde transformasyon igin standart
olarak elektroprasyon kullaniimaktadir. Bu ydontemde uygulanan elektrik akimi
ile hicre membraninda makro molekillerin gegisine izin veren gecici

gbzeneklerin olusumu saglanmaktadir. % %

Elektroporasyon yonteminde alanin kuvveti “field strength
(kv/cm)”, kapasite “capacitance (uF)” ve direng ‘“resistance ) ”
degiskenlerdir. Bu birimler her protokol igin farkhdir. Elektroporasyon yéntemi
diger yontemler olan LiAc/ssDNA/PEG ve sferoblast yontemlerine gore daha
hizhdir. Sarf malzemesi gerektirmemesine ragmen, elektroporator cihazinin

maliyeti nedeniyle pahali bir yéntemdir. %%’

Elektroporasyon, canli hucrelerin hizla degismesine neden olan
bir yontemdir. Yuksek ve guglu bir elektrik alan kullanarak canli hucrelerin
zarlarinda gegici gézeneklerin agilmasini saglamaktadir. Olusan goézenekler
birbirine yakin hicrelerde meydana gelirse fuzyonu kolaylastirir. Ayrica bu
gozenekler var oldukca difizyon ve hucre igi ve hucre disi bilesenlerin

98, 99, 100

degisimi gergeklesebilmektedir.
25



Elektroporasyon yonteminde once transformasyon karigimindaki
DNA hicre ylzeyinde birikir, elektrik akiminin hicre zarinda olusturdugu
gozeneklerden plazmid DNA hicre icine girer. Yiuksek verimli

transformasyonlarda, yaklasik % 5 transformant maya hticresi elde edilebilir.
90

2.10.4. Cam boncuklari kullanarak Transformasyon yontemi

Cam boncuklari kullanarak maya hucrelerine tagiyici ve plazmid
DNA’nin  aktarilmasi 1988 yilinda Costanzo ve Fox tarafindan rapor
edilmistir. 0.39, 0.45- 0.52 mm c¢apinda olan Sterii cam boncuklari,
transformasyon karisimina eklenir. Vorteks yapildiktan sonra maya
hiicrelerini iceren supernetant 1.0 M sorbitollu segici besiyerine ekim yapilir.
Elektroporasyon yontemi gibi hizli fakat transformasyon verimliligi disuk bir

yontemdir.

Costanzo ve Fox, tasiyici DNA ve dusuk transformasyon
verimliligi gdsteren plazmid DNA (yaklasik 300 transformant/ pg plazmid
DNA) varliginda, cam boncuklar kullanarak bozulmamis S.cerevisiae
hicrelerinin aktarildigini gostermiglerdir. Kullanilan segici kati besiyerinde
ozmotik destek (1.0 M sorbitol) gerekmektedir. &
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2.10.5. Biyolistik yontemi

Biyolistik transformasyon yontemi ilk kez bitki hicreleri igin
uygulanmistir. 1988 yilinda maya hiicreleri igin de kullanilmistir % ©°,
Biyolistik ydontemde bir ¢esit bombardiman yapiimaktadir. Biyolistik ydontemde
cesitli metaller kullaniimig, bunlar arasinda tungsten (W) en etkili metal

bulunmustur. %

Maya hucreleri sikistirlmis helyum kullanilarak 0.5 pm altin
veya tungstenle kapli DNA bombalari ile patlatilir. Bu yontem ile mitokondriyal
genler aktarilabilir. Mayalarda mitokondriyal genlerin basarili olarak
aktariimasi icin tek bir biyolistik protokol uygulanabilir. Bu yontem, hicrelerin

ozelligine bagl degildir. %
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler

3.1.1. Cihazlar

-Etlv (Elektro-mag, Turkiye)

-Derin dondurucu, -20 °C (Bosch, Almanya)

-Derin dondurucu, -80 °C (Sanyo, Japonya)

-Otoklav (Sanyo, Japonya)

-Vorteks cihazi (VELP, Scientifica, Almanya)

-Mikrosantrifij (Heraeus, Almanya)

-0,5-1,5 pl'lik mikrosantriftij tipleri (Greiner Bio-One, Almanya)

-pH metre (Fisher Scientific, ABD)

-Calkalayici (Elektro-mg, Turkiye)

-DNA-RNA 0lgum cihazi, Nanodrop (Thermo Scientific, ABD)

-Hassas terazi (Libror AEG-220, Japonya)

-Mikropipetler ve uclari (Expell, Meksika- Beta PetteTM, ABD)
-Buzdolabi (Argelik, Turkiye)

-Sinif 2 biyoguvenlik kabini (Metis biyoteknoloji, Turkiye)

-Isik mikroskobu ve dijital fotograf makinesi CX31 (Olympus, Japonya)
-Santrifij cihazi (BOECO, Almanya)

-Mikrosantrifij (Beckman Coulter, Almanya)

-Transfection System, Elektroporasyon cihazi (Neon™ Invitrogen, ABD)
- ABI 7700 Sequence Detection System (Applied Biosystems, ABD)
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3.1.2. Maya kokenleri

Candida albicans ATCC 10231 flukonazole duyarli referans kdken
olarak kullaniimistir. Atim pompasi (CDR) mutant kdkenler isvigre Lousanne

Universitesi’nden Dominique Sanglard tarafindan bagislanmistir.

Tablo 1: Direncli mutant kékenler ve Duyarl kokenler

Kokenler Flukonazol MiK degeri CDR1/CDR2 ERG11 Mutasyonlari
296, direncli 128 X S464S, G129A
289, direncli 128 X S405F, Y123H
735, direngli 64 X S450F
284, direncli 32 X S405F
2323, direngli 32 X G464S
775, direncli 128 X S405F
2321, duyarli 0.25
731, duyarli 0.25

klinik drneklerden izole edilen Candida albicans kdkenleri arasindan secilen
toplam (13) duyarli ve direngli kokenlerin tur tanimlamalari germ tip testi ve
misir unu tween 80 agarda klamidospor olusturmalari esasina dayanarak
yapiimistir. Duyarli ve direngli C. albicans kokenleri ayrica Can1 primerleri (5'
CCT-GTT-TGA-GCG-TCR-TTT 3, 5 TCC-TCC-GCT-TAT-TGA-TAT 3))
kullanilarak tur duzeyinde PZR ile tekrar tanimlanmislardir.
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Kokenlerin flukonazole duyarliik durumlar Clinical Labaratory
Standards Institution (CLSI) referans mikrodilisyon yontemi kullanilarak M27-

A3 dékimanina gore yapiimigtir.

3.1.3. Bakteri kokenleri

Escherichia coli ATCC 10536, klinik olarak izole edilen ampisiline direncli

E.coli kdkeni.

3.1.4. Kimyasallar ve besiyerleri

1. Sabouraud glukoz agar ( pH 5.6) (Fluka Biochemika, isvigre)
Pepton 10 gr/L
D (+) Glukoz 20 gr/L
Agar 17 gr/L
Distile su 1000 mL

2. YPAD Broth (Sigma-Aldrich, WGK Almanya):
Bakteriyolojik pepton 20 gr/L
Pepton 20 gr/L
Maya ekstrakti 10 gr/L
Glukoz 20 gr/L
Distile su 1000 mL

3. YPAD Agar (Sigma-Aldrich, WGK Almanya)
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Adanine sulfate 0.04 gr/L
Maya ekstrakti 10 gr/L
Pepton 20 gr/L

Dekstroz 20 gr/L

Distile su 1000 mL

4. Nutrient Agar (HIMEDIA, India):
Peptin ile sindirilmis hayvan dokusu  5gr/L
Sigir eti ekstrakti 3gr/lL
Agar 15 gr/L
Distile su 1000 mL
Son pH (25°C) 6.8+0.2

5. Mueller Hinton Agar (HIMEDIA, India):
Sigir eti inflzyonu 300 gr/L
Kazein asit hidrolizat 17.50 gr/L
Nisasta 1.50 gr/L
Distile su 1000 mL
Final pH ( 25°C) 6.8+0.2

6. Morpholino propano sulpnonic acid (MOPS, Sigma, ABD)

7.1640 RPIM medium (1X) + 2.05 Mm L-Glutamine (HyClone , ABD)

8. Agar toz (Himedia, India)

9. Flukonazol (Pfizer, ABD)

10. High Pure RNA Isolation Kit (Roche, Almanya)

11.1 st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PZR (AMV) (Roche, Almanya)

12. Elektroporasyon kiti, Transfection System 10 pL lik, serial no 2

(invitrogen, ABD).
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Kullanilan soliisyonlarin hazirlanmasi

Mavyalarda transformasyon icin kullanilan solisyonlar

1. Lityum asetat (1.0 M):
5.1 gr lityum asetat dihidrit (Sigma-Aldrich, Almanya)

50 ml su, otoklavlanir ve oda isisinda saklanir.

2. PEG MW 3350 (%50 w/v):
50 gr polyethylen glycol (Sigma-Aldrich, Almanya) 30 ml distile
suyla karistinlir sonra 100 ml'ye tamamlanir, otoklavlanir ve oda isisinda

saklanir.

3. Single-Stranded carrier DNA (2.0 mg/ml) :
200 mg salmon sperm DNA (Deoxyribonucleic Acid, Low
Molecular Weight from Salmon Sperm -DNA-) Fluka, Germany.
100 ml TE buffer 4 °C derecede bir gece calkalayicida bekletilir.

Sonra -20°C derecede saklanir, transformasyondan 6nce inaktive edilir.

4. Transformasyon karisimi(TM):

PEG MW 3350 (%50 w/v) 240 pL
Litiyum asetat (2.0 M) 36uL
Single-Stranded carrier DNA (2.0 mg/ml) 50uL

Plazmid DNA (100ng)+distile deiyonize su
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Toplam hacim: 360 ul

Bakterilerde transformasyon icin kullanilan sollisyonlar

1. SolUsyon I: 10 ml hazirlamak igin,
0.5 ml % 20 Glukoz
0.4 ml EDTA (Ethylen Diamin Tetra Acetic Acid), 0.25 Molar, pH 8
0.25 ml (Hydroxyl methyl) amino methane Tris- HCL, 1 Molar, pH 8

Distile suyla 10 mI'ye tamamlanmistir.

2. Solusyon II:
0.2 ml NaOH, 10 Mol
1 ml % 10 Sodium dodesyl Sulphae (SDS)

8.8 ml distile su

3. Solusyon 11l (3M Sodiyum Asetat. 3H,0):
204 gr Sodyum Asetat
250 ml su
Glaciyal Acetic Acid ile pH 4.8
Distile su ile 500 ml'ye kadar tamamlanmistir.

4. Potasyum asetat 5SM CH 3 COOK:
29.4 gr potasyum asetat 60 ml distile suyla icinde ¢ozullp,
11.5 ml Glacial Acetic Acid
58.5 ml distile su

pH 4.2 seklinde ayarlanir ve sogutulup kullaniimistir.
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5. Lysozyme soliisyonu (Stock):
50 mg saf lysozyme enzim (Amresco, ABD) 1 ml distile suda
¢ozllur, -20°C derecede saklanmis ve 20 pg/ml son konsantrasyon

olarak kullaniimistir.

6. Tris — EDTA (TE) Buffer:
1 ml HCL-Tris, 1 Mol, pH 8
0.4 ml EDTA, 0.25 Mol, pH 8

100 ml distile suyla tamamlanmigtir.

Komplimenter DNA (cDNA) ekstraksiyonu icin kullanilan lokosit

parcalama tamponu (LPT) hazirlanmasi

TRIS 10 mM

EDTA 10 mM

Sodium Chloride 50 mM
SDS %2

Elektroforezde kullanilan 5 x depo TBE (Tris-Borik asit-EDTA) sollisyonu

54 g Tris- Base (Ambresco, ABD)
27.5 g Boric Acid (Merck, Almanya)

20 ml (0.5 M) EDTA (pH 8.0) (Sigma, Almanya)
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Erlenmayer icinde distile su ile tim hacim 1000 mlye
tamamlanmistir. 5x depo solisyonu agaroz jelin hazirlanmasinda ve
yurtitme tamponu olarak 1x’ e ¢evrilerek kullaniimigtir.

3.2. YONTEM

3.2.1a. Kokenlerin Toplanmasi

Candida albicans kokenleri, SDA besiyerine ekilip 37°C’de
inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi 0.5-1.0 mm capinda bulunan koloniler
direkt mikroskobi ve gram boyasi ile incelendikten sonra deneylere

gegilmigtir.

3.2.1b. Antifungal ilaclarin Hazirlanmasi

Flukonazol'iin etken maddesi CLSI standardina uygun olarak su
icinde c¢o6zulmus ve istenilen final konsantrasyonlara goére sulandirim
yapilmigtir.  Flukonazol icin 128-0.25 pg/ml arafaki sulandirimlar

kullaniimistir.

3.2.1c.Antifungal Duyarllik Testi (Mikrodiliisyon yontemi)

Antifungal duyarlilik testi CLSI 6nerilerine uygun olarak M27-A3
mikrodilisyon yontemi ile yapilmistir. L-glutamin ve fenol kirmizisi igeren

RPMI 1640 besiyerinin (Thermo) pH’si, 0.165 M MOPS kullanarak 7.0’ye
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ayarlanip her kuyucuga 100 pl besiyeri dagitilmistir. Ureyen kolonilerden
steril distile su kullanilarak McFarland 0.5’e uygun bulaniklikta hazirlanan
suspansiyonlardan 10 ul eklenmgtir. Plaklar 37°C'de 24-48 saat inklbe
edilmis, okuma, bir okuma aynasi yardimi ile yapilmistir. MiK degeri ilagsiz
kontrol kuyucugunda uremenin %50 oraninda azaldigi kuyucuktaki antifungal

konsantrasyonu olarak belirlenmigtir.

3.2.2. Bakterilerden Plazmid DNA Eldesi

Mantarlarda plazmid izolasyonu yapmadan oOnce bakterilerde
plazmid izolasyonu vyapilmistir. Bakterilerde genetik transformasyonu
denemek amaciyla once klinik olarak izole edilen ampisiline direncli E.coli

kokeninden alkali lizis ydntemi kullanilarak plazmid DNA’si elde edilmistir.***

Aktarilmasi istenilen (Ampisilin direncinden sorumlu) geni
tasiyan plazmid DNA'yl elde etmek icin 6nce ampisiline kargi direngli olan

E.coli kdkeni ampisilin igeren nutrient sivi besiyerinde Uretilmigtir.

1. Sivi besiyeri 37°C’'de calkalanarak (80 devir /dk) 24 saat inkibe
edilmistir.

2. Bakteri huicreleri 8000 devirde 10 dk santrifuj edilmigtir.

3. Hucre g¢okelegine 2 ml solisyon 1'den ve lizozim enziminden (50
mg/ml) 0.1 ml eklenmis, oda isisinda 10 dk bekletilmistir.

4. Sonra 4 ml solisyon II'den eklenip vortekslenmistir. Buzda 10 dk

karistirilarak bekletilmistir.
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5. Sonra 3 ml 5 molarlik sogutulmus potasyum asetat solisyonundan
eklenmis, 10 dakika buzda bekletiimistir. 8000 devirde 10 dk
santrifdj edilmigtir.

6. Sollsyona esit miktarda kloroform-lsoamilalkol (24:1) soliisyonunda
eklenmis, karistirithp 8000 devirde 10 dakika santriflj edilmigtir. Bu
asama birkac kez tekrarlanmigtir.

7. Ustte olusan sivi tabaka temiz tiipe aktariimistir. Soliisyon Il ve 3
molarlik sodium asetat (pH 4.8 ) 10/1 hacminde karistiriimis ve
eklenmisgtir.

8. Olusan tabakanin iki misli % 96 etanol eklenmistir. Karisim -20 °C
derecede 40 dakika bekletilip, 8000 devirde 10 dakika santrif(j
edilmigtir. Ust sivi atilip ¢dkelti 5 ml % 70 etanol ile yikanmigtir.

9. Cokelti kurutulup, elde edilen plazmid DNA ¢okelegine 0.5 ml TE
buffer eklenmistir. Elde edilen bakteri plazmid DNA miktari

nanodrop cihaziyla 6lgimu yapilmistir.

3.2.3. Mayalardan Plazmid DNA Eldesi

a. Orneklerden plazmid elde edilmesi icin Zymoprep I™ Yeast

Plazmid Mini preparation Kiti kullaniimigtir.

Maya hcreleri 30°C derecede YPD sivi besiyerinde veya segici

besiyerinde uUretilmistir.

1. Koloniden 0.5-1.0 ml 1.5’luk epandorfa alinir ve maya hucreleri
2 dakika 600 hizda ¢okeltilip supernatant atiimistir.
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3. Solusyon I'den 150 ml ¢Okeltiye eklenmisgtir.

4. Zymolyase enziminde 2 ul eklenip, vortekslenmisgtir.

5. 37 C° derecede 15-60 dakika inklibe edilmisgtir.

6. Solisyon 2'den 150 pl eklenmis ve iyice karistiriimigtir.

7. Solusyon 3'ten 150 pl eklenmig ve iyice kanigtiriimistir.

8. Ornekler 2 dakika en yiksek hizda gevirilmistir.

9. Supernetant yeni tiiplere aktarilip 400 pl isopropanol (2-propanol)

eklenmis ve iyice karistiriimistir.

10. En yuksek hizda 8 dakika cevirilip supernatant atilmistir. Spin
yapilip Uste kalan sivi atilmigtir. Plazmid DNA c¢okelti'ye 35 pl TE

bufferdan eklenmistir.

Bu yontem ile elde edilen DNA plazmid E.coli transformasyonunda, PZR

reaksiyonunda kullanilabilir.
b. Plazmid izolasyonu icin “Easy Yeast Plasmid Isolation” Yontemi

Plazmid izolasyonu i¢in Easy Yeast plazmid Isolation (Clontech,
United state/ Canada) kiti de kullaniimigtir. Bu kitteki protokole gore zimolaz

enzimini kullanarak maya hicre duvarlari bozmus sonra elde edilen
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sferoblastlar Uzerine SDS/alkaline lizisi uygulanmigtir. Plazmid DNA spin

kolon ile saflastiriimistir.

A. Kullanmadan 6nce kitte bulunan Y1 restspansiyon tamponundan 1
ml alinmistr ve RNaz A solisyonuna ilave edilmistir,
vortekslenmistir. Sonra 1 ml de ¢6zilen RNaz tekrar Y1 tamponu
iceren tlpe aktarnmistir. Y1 tampon/RNaz A soliisyonu +4 C° de 6
ay saklanabilir. % 96-100 etil alkolden 24 ml Y4 yikama tamponuna
eklenmistir ve oda 1sisinda saklanmigtir.

B. Maya hucre duvarini bozmak igin:

1. Kokenin igerdigi plazmid DNA’ya uygun segici besiyerinde 1 cm x 1
cm kare seklinde ekimi yapilip ve 30 C° de 3 gun inklibe edilmigtir.

2. Temiz pipet ucuyla veya 0Oze ile kare seklinde Ureyen maya
hacrelerin yarisi (10 mg den daha fazla olmamalidir) ve 500 pl 10 Mm EDTA
iceren 1.5 ml lik epandorfta stispansiyon hale getirilmistir.

3. Hucreler 11,000 x g devirde 1 dakika santrifllj edilir, stipernatant
atilmigtir.

4. Hucre pelletleri 200 pyl ZYM tamponla tekrar homojenize bir
suspansiyon hale getirilmigtir.

5. Hucrelere 20 ul zimolaz enzim stspansiyonundan eklenmis iyice
karistiriimistir.

6. 30°C de galkalayici etlivde 1 saat inkube edilmistir.

7. Olusan sferoblastlar 2000 xg devirde 10 dakika santriftij edilmis ve

ve supernatant atilmistir.

C. SDS/alkalin lizis ve spin kolon ile plazmid DNA’nin saflastiriimasi:
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1.Sferoblastlar 250 pl Y1 tampon/RNaz A solisyonda slspanse
edilmistir.

2. Suspansiyona 250 pl Y2 lizis tamponundan eklenmis ve tupler 6-8
defa cevrilerek karigtinlmigtir. Vorteks yapilmaz, oda isisinda 5 dakika
bekletilmigtir.

3. Y3 nobtralizasyon tamponundan 300 pl eklenmis ve tipler 6-8 defa
karigtiriimistir.

4. Suspansiyon 11.000 xg devirde 5 dakika oda isisinda santrifyj
edilmistir. SUpernatan temiz epandorfa alinmis ve bu asama iki kere tekrar
edilmigtir.

5. Elde edilen stspansyon 2 ml lik epandorflara yerlestiriimis olan
Yeast Plazmid Spin kolon tuplere aktariimig, 11.000 xg devirde 1 dakika
santrifllj edilmigtir. Toplama tuplerindeki sivi atilmistir.

6. Spin kolon tekrar 2 ml lik tiplere yerlestirilmistir. Uzerine 450 pl
ylkama tamponundan eklenmistir. 11.000 xg devirde 3 dakika santrif(j
edilmistir. Sivi atilir, ylkama tamponunu tamamen kaldirmak igin bir daha
santriflj tekrarlanmigtir.

7. Spin kolon tapleri temiz 1.5 ik epandorflara yerlestirilmis, Gzerine 50
pl YE Elution tamponundan eklenmistir. Oda 1sisinda 1 dakika bekletilmistir.
En son 11.000 xg devirde 1 dakika santriftij edilmistir.

8. Elde edilen plazmid DNA’ dan 3 ul miktarinda transformasyon

deneylerinde kullaniimigtir.
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3.2.4. Mayalardan DNA Eldesi

Orneklerden DNA elde edilmesi icin is1 ve proteinaz K kullanilan
bir izolasyon yodntemi ile Fenol-Kloroform-izoamilalkol (FKI) saflastirma
yontemi kullaniimigtir.

DNA izolasyonu icin 100 mg/ml proteinaz K iceren pargcalama
tamponundan (TRIS 10mM, EDTA 10mM, NaCl 50mM, SDS %2) 100 pL
eklenmis ve 65C’de 2 saat bekletil mistir. Proteinaz K'nin etkisizlestiriimesi
icin tupler 95C’de 5 dakika bekletilmistir. TUpler 10.000 rpm’de 5 dakika
santrifij edilmis, DNA igceren Ust sivi, ¢okelege dokunmadan temiz tupe
alinmistir. Elde edilen DNA’nin saflastiriimasi icin ise fenol-kloroform-izoamil
alkol (FKIi) yéntemi kullaniimistir. DNA iceren 100 uL sivi tizerine, 150 pL FKi
(25:24:1) eklenmig ve vortekslenmistir. Tupler 14.000 rpm’de 5 dk santrif(j
edilmis ve ust sivi dipteki bulanik ¢oOkeltiye dokunmadan, temiz tuplere
alinmigtir. Uzerine 200 pL kloroform-izoamil alkol (Ki) (24:1) eklenmis ve
vortekslenmistir. TUpler 14.000 rpm’de 5 dakika santriflj edilmig, Ust sivi
dipteki bulanik c¢okeltiye dokunmadan, tekrar temiz tuplere alinmigtir. Bu
asamada alinan her 50 pL Ust sivi igin 125 pL (1:2.5) %100’'luk etil alkol
eklenmigtir. Tupler DNA’nin ¢oktlrilmesi i¢cin 14.000 rpm’de 20 dk santrifij
edilmistir. Bu defa Ust sivi uzaklastirilmis, ¢céken DNA Uzerine 200 uL %70 lik
etil alkol eklenmistir. Yikama ikinci defa tekrar edilmistir. TUpler son kez
14.000 rpm’de 5 dk santrifij edilmis ve kurumaya birakiimigtir. Cokelek
kuruduktan sonra Uzerine 30 pL Tris ve EDTA (TE) ile hazirlanan Ornek
c6zme tamponu eklenmistir. DNA +4C de bir hafta, -20 veya -80°C’de 6 ay

saklanmistir.
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3.2.5. Mayalardan RNA Eldesi

Orneklerden RNA elde etmek icin (ZYMO RESEARCH) ZR
Fungal/Bacterial RNA MiniPrep ™ Kiti kullaniimistir. Bu kitle, maya hiicre
kalturlerinden RNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen RNA oOrnekleri cDNA
eldesinde kullaniimigtir. Baglamadan once kitte bulunan RNA yikama

tampona 48 ml % 100 etanol eklenmisgtir.

1. Temiz tup icinde taze veya donmus hucrelere 800 ml RNA Lizis tamponu
eklenmis ve karigtiriimistir.

2. Suspansyon haline getirilmis maya hucreleri kitte bulunan 2 ml’lik boncuk

iceren ZR Bashing Bead ™ Lizis tiiplerine aktarilmistir.
3. ZR Bashing Bead ™ Lizis tiipleri = 12,000 xg de 1 dakika gevirilmistir.

4. Elde edilen supernatanttan 400 ml toplama tuplerine yerlestirilen Zymo-
Spin ™ IC kolon tiiplerine aktarilmistir. Tupler 30 sn 8,000 x g'de

cevirilmigtir.

5. Santrifij edildikten sonra toplama tuplerde biriken siviya 320 ml % 100

etanol eklenmis ve karistiriimigtir.

6. Karisim temiz toplama tiiplerine yerlestirilmis olan Zymo- Spin ™ 11IC kolon

tiplerine aktariimig ve 12,000 x g’de 30 sn santrufuj edilmistir.
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7. Toplama tiiplerde biriken sivi atilmistir. Zymo- Spin ™ Il C kolon tiipler
temiz toplama tiplerine yerlestiriimistir. Uzerine 400 pl RNA Prep
Tamponundan eklenmig ve tupler 12,000 x g'de 1 dakika cevirilmigtir.

8. Kolonlara 800 ul RNA yikama tamponu eklenmis 12,000 x g’de 30 saniye
santriifiij edilmistir. Toplama tiiplerinde biriken sivi atilmis ve Zymo- Spin ™ 11|
C kolon tupleri tekrar toplama tiplerine yerlestirilmistir. Yikama asamasi

tekrarlanmig ve bu defa 400 pl RNA yikama tamponu eklenmisgtir.

9. Zymo-Spin ™ 1l C kolonlar temiz toplama tiiplerine yerlestirilmis ve 12,000

x g'de 2 dk santrifuj edilmigtir.
10. Zymo-Spin ™ 1ll C kolonlar toplama tiiplerden dikkatlice kaldiriimis ve
DNase/RNase-Free tlplere yerlestiriimistir. Kolonlara 6 pl DNase/RNase-
Free su eklenmis ve 1 dk bekletilmistir.

Kolonlar 10,000 x g'de 30 sn santriflj edilmis ve elde edilen RNA

ornekleri -70°C’de saklanmistir.

3.2.6. Revers Transkriptaz PZR (RT-PZR) ile cDNA Eldesi

cDNA elde etmek i¢in Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche,
Almanya) kullaniimistir. RNA 6rnegi 1-4 pg / ul olarak konulmaktadir.

Birinci baslanma karigimi (1X ) igin:
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BILESEN MIKTAR
RNA 2 ul
Anchored primer 1l
Su 8.4 ul
Total Hacim 11.4

. Hazirlanan karisimdan ependorflara aktariimistir.
. 10 dakika 65 C° derecede bekletilmistir.
. Ependorflar buzda bekletilmistir.

1

2

3

4. Bu arada diger karisim hazirlanmistir.

5. Buzda bekleyen epandorflara yeni karisimdan ekleniimistir.

6. 30 dakika 55°C’de inkube edilmistir.

7. Isiticida 85°C’de 5 dk bekletilmigtir.

8. Buzda aktarilarak -20°C’de saklaniimigtir. Elde edilen mRNA o6rnekleri -
20°C’de kisa bir slre igin bekletilebilir. Daha uzun sureli saklama igin -

20°C’de derin dondurucu tercih edilmektedir.

cDNA sentezi i¢in ikinci basamak karisim (1X) igin:

BILESEN HACIM
Tampon 4 ul
RNAaz inhibitori 0.5 ul
dNTP 2ul
DTT 1l
Revers Transkriptaz 1.1
Total Hacim 8.6 pl
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3.2.7. Bakterilerde Transformasyon

a. Bakteri hicrelerin kompetant hale getirilmesi

Klinik izole edilen direncli E.coli susundan elde edilen plazmid
DNA'nin duyarl referans E.coli ATCC 10536 kdkenine aktariimasi igin duyarli
bakteri hiicreleri kompetant hale getirilmistir. E.coli ATCC 10536 kokeninden
tek koloni alip 5 ml Nutrient sivi besiyerine ekim yapilmistir. 37°C’de 24 saat

inkUibe edilmistir.

ikinci giin 1ml alinip 50 ml nutrient sivi besiyerine eklenmistir.
Ekim 600 nanometrede 0.5 yodunlugu gdsterene kadar 80 devirde/dk olan

calkalayici etiivde 37°C’de inklbe edilmigtir.

Hucreler 8000 devirde 10 dk santrifuj edilip, 1 ml sogutulmus
transformasyon buffer'dan (50 mM CaCl,, 20mM Tris- HCI ,pH 8 ) eklenmisgtir.
Karisima sonra ayni solisyondan 39 ml daha eklenmistir. Karigim buzda 1
saat bekletilip sonra 8000 devirde 15 dakika santrifuj edilmistir. Cokeltiye 1 ml

transformasyon bufferdan eklenmistir. Hlcreler 4°C’de 24 saat bekletilmistir.
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b. Bakterilerde transformasyon icin klasik kimyasal yontem

Elde edilen plazmid DNA dan 100 ul temiz tupe alinmis Uzerine
hazirlanan kompetant E.coli hiicrelerinden 0.5 ml eklenmistir. Karisim buzda
20 dk bekletilip sonra 42°C’de 2-3 dk i1s1 soku uygulanmistir. Karigim igeren
tipe 1 ml nutrient sivi besiyeri eklenmistir. 37°C’de 1 saat inklbe edilmistir.
Nutrient sivi besiyerini kullanarak karisimdan 10°e kadar diliisyonlar
yapilmigtir. Her dilisyondan 0.1 ml alinip segici besiyerine (ampicillin iceren
nutrient agar) yayillmigtir. Kontrol olarak kompetant hicrelerden 0.1 ml ayni
besiyerlerine yayilmigtir. Ekimler 37°C'de 1 gun inklUbe edilmigtir.
inkiibasyondan sonra transformasyon sikli§i hesaplanmistir. 1%
Transformasyon sikhgr = Transformant koloni sayisi / Canli bakteri kolonisi

sayisl

3.2.8. Bakterilerde Transformasyon icin Elektroporasyon Yontemi

Elektroporasyon cihazi

NEON™ Transfection System (Catalog no. MPK5000), dokunmatik ekran
bulunduran cihaz kullaniimigtir. Dokunmatik ekran da cihazi g¢alistirmak igin
tus ve kullaniimakta olan protokolun parametrelerini gosteren dijital gosterge

ekrani vardir.
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Resim 1: Elektroporasyon cihazi, NEON™ Transfection System

Neon™ Pipette Station:
Pipet istasyonun cihaza baglamasini saglayan yuksek voltajli ve sensorlu
baglayici bulunmaktadir. Neon pipet ile Neon tip baglandiktan sonra

elektroporasyon uygulanabilmektedir. Pipet istasyonunun iki elektrodu vardir.

Resim 2: Neon™ Pipette Station

Neon tupler, elektroporasyon esnasinda karigimlari iceren Neon pipet
istasyonu igine yerlegtirilir.
Neon Tips, tek kullanimhk olup, biyolojik érnege ylksek elektrik alani

saglayan altin kapli elektrodlar igerir.
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Genel kurallar:

DNA’nin kalitesi ve miktari aktarimin verimliligi acgisindan 6nemlidir.
Saflastiriimis DNA (plazmid) deiyonize su veya TE buffer tekrar karistirilir.
0.5-5 pg/ml arasinda bir konsantrasyonda olmahdir. DNA miktarinin kullanilan
total hacmin % 10'unu ge¢cmemesi gerekmektedir. Aktarilmasi istenilen
DNA’nin safigindan emin olmak igin 260/280 absorbas’da o6lculebilir.
Elektroporasyon icin en az 1.8 olmalidir. Cihaz dizenli olarak 4-7 kb
miktarinda plazmidler ile test edilmelidir. 20 kb’dan daha buyuk plazmidler
aktarimin verimliligini olumsuz sekilde etkileyebilir. Hiicreler Ca** ve Mg**
icermeyen fosfat buffer salin (PBS) ile yikanmalidir. Hicre c¢okelekleri kit
icinde bulunan resispansyon buffer R ile tekrar siispansyon haline getirilir.
Son yogdunluk 2.0x10" hiicre/ml seklinde hazirlanmalidir. Secici besiyeri
mayalr icin, antifungal (flukonazol 128 ug/ml) iceren YPD besiyeri
hazirlanmalidir, bakteriler icin, antibiyotik (Ampisilin 30 pug/ml ) iceren MHA
besiyeri kullaniimigtir.  Elektroporasyon uyguladiktan sonra kontrol ekimi

yapilir. 30-37°C’de 1-2 gun inkibasyondan sonra sonuglar degerlendirilebilir.

Elektroporasyon protokolu

Elektroporasyon cihazinin elektrik akimi Calvin ve Hnawalt’in

1988'de o6nerdikleri program Uzerine modifiye edilmistir.

E.coli ATCC 10536 hicrelerden istenilen miktar alinmistir.
Hicreler Ca®* ve Mg” icermeyen fosfat buffer salin (PBS) ile yikanmistir.
Hucre ¢okelekleri kitte bulunan restispansiyon buffer R ile tekrar siispansyon

hale getirilmis son yogunlugu 2.0x10" hiicre/ml seklinde hazirlanmistir.
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Protokol Voltage Width Pulse
1 1400 20 3
2 1800 20 3

Secici besiyeri olarak antibiyotik (Ampisilin (30 pg/ml)) iceren MHA
besiyerine, elektroporasyon sonrasi ekim yapilir. 37 C° derecede 1gun
inkiibasyondan sonra sonuglar degerlendirilebilir.

3.2.9 Mayalarda transformasyon:

Mavya hucrelerinin DNA alicisi (kompetant) haline getirilmesi

Elde edilen DNA veya plazmid DNA uyugun hucrelere aktarmak
icin, secilen hiicreler Frozen- EZ Yeast Transformation 1I™ (T2001) kiti ile

kompetant alici hicreler haline getirilmigtir.
Kompetant hucrelerin hazirlamasi:

Bir gece 6nce ekimi 30 C’ derecede 10 ml YPD sivi besiyerinde
yapilmis olan maya hiicrelerine (yaklasik 5x10°-2x10" hiicre/ml) oda isisinda

bu protokol uygulanmigtir:

1. Hucreler 500xg 4 dakika santrifuj edilir ve supernatant atilir.
2. Hucre peletini yikamak igin EZ1 solisyondan 10 ml eklenir. Cokelek haline
getirilen hucreler tekrar santriflj edilir ve sipernatant uzaklastirilir.

3. EZ 2 solusyondan 1 ml eklenir hiicre pelleti tekrar karistirilir.
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Bu asamada kompetant hicreler gen aktarimi icin hemen kullanilabilir veya -
70°C veya daha disiik 1sida saklanabilir.

Kitte 6nerilen transformasyon protokolu:

1. Kompetant hiucrelerden 50 pl alinir, 0.2-1 pg (5 pl den az bir miktarda)
DNA orneklerine ilave edilip; EZ 3 solisyonundan 500 pul eklenir ve iyice
karistirihr.

2. 30°C’de 45 dk inkuibe edilir. inkiibasyon siiresinde 2-3 defa vortekslenir.

3. inkiibasyondan sonra 50-150 ul transformasyon karisimindan uygun
besiyerlerine dagitilir.

Besiyerleri 30°C’de 2-4 gun inklbe edilir. C.albicans hicreleri kompetant hale

getirildiginde hemen kullaniimalidir.

Mavalarda LiAc/tek zincirli tasiyici DNA/ PEG transformasyon ydntemi

Secilen maya suglarina gen aktarimin bir yontemi olan lityum
asetat/ tek zincirli DNA/polietilen glikol protokolii ile uygulanmistir. 1%
ik giin:
1. YPAD besiyerinde 2 cm? miktarinda maya susundan inokule edilir, bir gece
30°C’de inkube edilir.
ikinci giin:
2. Taslyici DNA, kaynar suda 5 dakika kaynatilir sonra buzlu suda bekletilir.
3. YPAD besiyerinde uremis maya hucrelerinden 50 pl miktarinda kazinti
alinir ve 1.0 ml steril suda,1.5 ml lik ependorfta suspanse edilir (Sispansiyon
5x10° hiicre icermektedir) .
4. Hicreler en ylksek hizda 30 saniye santrifuj edilir, siUpernatant atiimistir.
5. 360 pl transformasyon karisimindan hicre c¢okeltisine eklenmis ve
vortekslenmistir.

6. Ependorf 42°C isida olan su banyosunda 20-180 dakika inkiibe edilmistir.
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7. Transformasyon ependorfu en yuksek hizda 30 saniye santrifuj edilmistir.
8. 1.0 ml steril su transformasyon ependorfuna eklenmistir. Vortekslenmis ve
tekrar karistirilmistir.

9. Karistirlan htcrelerden 10 veya 100 pl alinmis ve uygun besiyerinde
inokiile edilmistir. 3-4 giin 30°C’de inkiibe edilmistir.

3.2.10. Mayalarda Transformasyon icin Elektroporasyon Yontemi

Elektroporasyonun protokol
3 ml Elektrolytic Buffer iceren Neon tupu Neon pipet
istasyonuna yerlestirildikten sonra, kite 6zel aktarim karigimindan 10 pl alinir
ve tupe vyerlestirilir. Mayalar icin asagidaki iki protokol kullaniimigtir;
Elektroporasyon cihazinin elektrik akimi Thompson ve arkadaslarinin

1998'de onerdikleri program Uzerine modifiye edilmistir.

Protokol Voltaj Geniglik Pulse
1 2000 20 1
2 1800 25 1

Muhtemel kontaminasyonu kontrol etmek icin yabanci DNA molekulleri
eklenmeden elektroporasyonu uygulanmig olan alici hlcreler Segici besiyeri
olan antifungal (flukonazol 128 pg/ml) iceren YPD besiyerine ekimi

yapilmigtir.
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3.2.11. Bakterilerde ve Mantarlarda Transformasyonun

Dodgrulanmasi icin Agar Dilisyon Y&6nteminin Uyqulanmasi

Escherichia coli icin calismada MHA besiyeri kullaniimigtir.
Daha onceden hazirlanmis olan antibiyotikli besiyerlerine duyarli ve direngli
E.coli kokenleri ekilmistir. Transformasyon deneylerden sonra elde edilen
transformant E.coli kokenleri de ayni sekilde gen aktarimin dogrulanmasi igin

antibiyotikli ve antibiyotiksiz besiyerlerine ekilmistir.

Candida albicans kokenlerine plazmid aktarildiktan sonra
duyarlhihginin incelenmesi icin YPDA besiyeri kullaniimistir. Besiyeri homojen
hale getirilmis ve otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilmigtir. Agar dilisyon testi
icin 45°C’ye kadar sogumasi beklenen besiyerlerine flukonazol (8-16-32-64-
128 pg/ml konsantrasyonlannda) ilave edilmigtir. Ayrica tGremenin kontroli
olarak, her 6rnekten yine 10 ul alinarak flukonazol icermeyen YPD besiyerine

inokulasyonlar yapiimistir.
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3.2.12. Direnc Aktarimin Molekller Yontemler ile Gdsterilmesi

Antifungal diren¢ genlerinin ¢ogaltiimasi i¢cin PZR basamagi Konvensiyonel

PZR:

Esit miktarda alinan cDNA’lar ve TE tamponda sulandirilan
plazmid ornekleri ACT1, CDR2, MDR1 ve ERG11 hedeflerine yodnelik
primerlerle PZR islemine alinmigtir.

Konvansiyonel PZR'da o Urtinain
Dizi, 5'-3’
kullanilan primerler baz cifti
ACCGAAGCTCCAATGAATCCAAAATCC
ACT1 515
GTTTGGTCAATACCGCAGCTTCCAAA
ATGCTGATGCCCTAGT
Ala CDR2 364
GCTTCCTTAGGGACATGG
GAGTCGTAGCTACATTGCCATTAACA
MDR1 590
GGTGATTTCTAATGGTCTCCATAATGT
ATTGGTATTCTTATGGGTGGTCAACATAC
ERG11 513
CCCAATACATCTATGTCTACCACCACC
Is1 Déngduleri:

ACT1 igin, Tm=57°C

95°C’de 5 dakika 6n denattirasyon

94°C’de 1 dakika denatirasyon — ~

57°C’de 1 dakika birlesme
72°C’de dakika uzama

95°C’'de dakika son uzama

25 dongu
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CDR2 icin, Tm=58, 56 ve 54°C lerde

95°C’de 5 dakika 6n denatirasyon
94°C’de 1 dakika denaturasyon

58°C’de 1 dakika birlesme \
72°C’de 1 dakika uzama

94°C’de 1 dakika denatirasyon
56°C’de 1 dakika birlegsme >

72°C’de 1 dakika uzama
94°C’de 1 dakika denatirasyon
54°C’de 1 dakika birlesme
72'°C’de 1 dakika uzama

72°C’de 5 dakika son uzama

MDRL1 igin, Ta= 52 °C

95°C’de 5 dakika 6n denattirasyon
94°C’de 1 dakika denatiirasyon
52°C’de 1 dakika birlesme
72°C’de 1 dakika uzama

72°C’de 5 dakika son uzama

ERG11 icin, Ta= 65, 60 ve 50°C’lerde

5 déngu

10 déngu

10 dongu

25 doéngu
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95°C’de 5 dakika 6n denattirasyon
94°C’de 1 dakika denaturasyon
65°C’de 5 dakika birlesme

72°C’de 1 dakika uzama
94°C’de 1 dakika denatiirasyon
60°C’de 1 dakika birlesme
72°C’de 1 dakika uzama

94°C’de 1 dakika denatiirasyon
50°C’de 1 dakika birlesme
72°C’de 1 dakika uzama

72 °C’de 5 dakika son uzama

X 5 déngii

10 dbngu

10 dongu
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Is1 dongu cihazi igin karigimin hazirlanmasi

Amplifikasyon karigimi: 1x igin

Primer 1(100 pmol) 0.1 pl
Primer 2(100 pmol) 0.1l
10 x 2 pl
MgCI (25 mM) 25l
dNTP 0.1l
Taq DNA polimeraz (250 U) 0.2 pl
Su 17
Toplam 22 ul
DNA 3ul

3.2.13. Elektroforez Yontemi

Yapilan PZR iglemi sonucunda, olugsan amplifikasyon UurUnleri

%2’'lik agaroz jelde yurutulmustuar.

Uygulama:

1. Jel ve ylratme tamponu hazirlamak i¢cin 100 ml 5x TBE depo sollisyonu
400 ml distile su icinde dilie edilerek 1x TBE'ye c¢evirilmistir.

2. Agaroz jel hazirlanmistir. 2 g Agaroz tzerine 100 ml 1x eklenip mikrodalga
finnda en duslk sicaklikta agaroz tamamen ¢ozulinceye kadar isitilmistir.

3. Agaroz jele, elektroforez tankinin icindeki kaliba dékilmeden hemen dnce
renklendirici olarak 3 pl DNA boyasi etidyum bromid eklenmistir.

4. Kalip igine taraklar yerlestirildikten sonra hazirlanan jel dokulmuastur. Jelde
akim gecisini engelleyecek baloncuk olusmasinin 6nlenmesine dikkat

edilmigtir.
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5. Donduktan sonra taraklar gikariimistir. Jel elektroforez tanki (SC Cleaver
Scientific Inc. Warwickshire, England) igine yerlestirilmigtir.

6. Tankin ici jel ylzeyi kaplanana kadar 1x TBE tamponu ile doldurulmustur.
7. Kuyucuklara ornek yukleme tampon olarak Orange G (Metis, Kanada)
kullaniimistir.

8. Dlz bir zemin Uzerinde her 6rnek icin 3ul ylukleme tamponu dagitilip,
orneklerden 9 ul alinmigtir ve ylkleme tamponu ile pipetaj yapilarak
karigtiriimistir.

9. Her agaroz jel kuyucuga 9 pl alinarak (yukleme tamponu+DNA)
dagitilmigtir.

10. ilk kuyucuga DNA molekiilerin yiiklerini tanimlamak igin kullanilan marker
ornek DNA molekdlleri gibi yuklenmistir.

11. Gug kaynagi olan (LABNET International Power Station 300, Edison,
England) calistirarak 90 mA, 60 V’da 30 dk yurutulmastar.

Agaroz jel tanktan cikarilarak jel goruntileme sisteminde (UVITEC

Cambridge, England ) UV 15101 altinda bantlar incelenmisgtir.

3.2.13. Ger¢cek Zamanh PZR (RT-PZR)

ABI PRISM 7700 Sequence Detection System (Taq Man)'da
gercek zamanlhi PZR yontemi kullanilarak diren¢ genlerinin ifadesi
Olctimustir. Yontemde floresan raportor boya aktivitesindeki artig, amplifiye
edilen hedef ile dogrudan orantihdir. Kontrol geni “House keeping gene”
olarak aktin geni (ACT1) kullaniimistir. PZR reaksiyonun son hacimi 20 ul
seklinde hazirlanmigtir. 4 pl DNA iceren 16 pl PZR karisim ROX (6-carboxy-

X-rhodamine) boyali hazirlanmistir.
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(Ix)icin:

DNA-RNA free su 6 ul
Enzim iceren buffer 4 pl
Primer 1 forward (20 pmol) 2 ul
Primer 2 reverse (20 pmol) 2 ul
Hidroliz prob 2u
Toplam 16 pl

DNA 4l

Tag platinium DNA polimeraz enzimin denatirasyonu 95°C’de 5
dk olarak gercgeklestiriimistir. Amplifikasyon iki asamada tamamlanmigtir. 40
siklis (dongu); 30 s denaturasyon agsamasi (95°C) ve 1 dk annealing/ uzama

asamasi (60 °C).
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4. BULGULAR

Calismada, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dalr'na gonderilen klinik drneklerden izole edilen Candida albicans
kokenleri arasindan secilen duyarli kokenler ve referans kokenler
kullaniimistir. Candida albicans kdkenlerinin MiK degerleri 24 ve 48 saatte
belirlenmistir. Flukonazol igin, MIK degegeri 64 ug/ml olan o6rnekler
flukonazol'e direncli, 16-32 ug/ml arasinda olanlar ise doza bagimli duyarl
olarak degerlendirilmistir. MiK degerleri Tablo 1’de gérulmektedir.

Tablo 2: Flukonazol’'iin Candida albicans klinik ve referans suslar igin MiK degerleri

Kdkenler MiK (ug/ml)  Flukonazol
*296, direncli 128
*289, direncli 128
*735, direngli 64
*284, direncli 32
*2323, direncli 32
*775, direncli 128
*2321, duyarli 0.25
*731, duyarli 0.25

*10231 ATCC, duyarli 0.25

1, duyarli 0.5

2, duyarli 1

3, duyarli 0.5

4, duyarli 0.25
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5, duyarl

7, duyarh

9, duyarh

11, direngli

13, direngli

0.25

0.25

128

* Candida albicans atim pompasi mutant kokenlerdir.
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Tablo 3: Kokenlerden elde edilen DNA ve plazmid DNA miktarlar:

kdkenler DNA (ng/ul) Plazmid DNA (ng/ul)
*296, direncli 400,3 5418,6
*289, direngli 950,4 3698,8
*735, direncli 815,7 22235
*284, direngli 990,8 1410,9
*2323, direncli 830,8 3071,8
*775, direncli 791,4 3504,9
*2321, duyarli 657,6 4547 ,4
*731, duyarli 921,1 5380
*10231 ATCC, duyarli 481,5 4200
1, duyarli 437,0 331,9
2, duyarli 823,6 4215
3, duyarli 1447 157,7
4, duyarh 675,8 5299,3
5, duyarli 662,7 584,4
6, duyarli 517,8 329,7
7, duyarli 600,0 184,6
8, duyarli 167,1 758
9, duyarli 731,6 556,3
10, duyarh 927,7 306,0
11, direncli 829,4 4311,1
12, duyarh 782,3 1505,4
13, direncli 481,5 11716

* Candida albicans atim pompasi mutant kdkenlerdir.
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Antifungal diren¢ genlerinin gdsterilmesi icin hem DNA hem de

plazmid érneklerinde direng genlerinde mutasyon varligi arastirilmistir. ACT1,

ERG11, MDR1, CDR2 primerleri kullanilarak konvesiyonal PZR ydntemiyle

direng genlerin varligi gosterilmistir.

Tablo 4: Konvesiyonal PZR ydntemiyle kdkenlerde ERG11, MDR1, CDR2 direng

genlerin ve internal kontrol olarak kullanilan ACT1 genin, DNA ve Plazmid DNA

orneklerinde gosterilmesi

DNA Plazmid DNA
kokenler
ERG11 | MDR1 CDR2 ACT1 ERG11 | MDR1 CDR2 ACT1

*296, direngli - + + + - - - -
*289, direncli + - + + + + + +
*735, direncli + + + + - - - -
*284, direngli + - + - + + T T
*2323, direngli + - + + - + + +
*775, direncli - - + + = - B B
*2321, duyarli - - + + - - - -
*731, duyarli + - + = - - - -
*10231 ATCC, duyarli - - - + - - - -
1, duyarl + + + + - - - _
2, duyarli + - + + - - - -
3, duyarli 3 + + + = o - B
4, duyarli + + + + - - - -
5, duyarli + + + + - - - _
6, duyarli + + + + - - - -
7, duyarli - - + + = o - B
8, duyarli - - + - - - + -
9, duyarli - + + + - - - _
10, duyarh + + + + - - - -
11, direncli + + + + + - + +
12, duyarh + - - - - - - -
13, direncli + - - + + = - +

* Candida albicans atim pompasi mutant kokenlerdir.
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Gen aktarim deneylerine baglamadan 6nce kullanilacak olan
kokenlerin fenotipik 06zelligini gostermek icin agar dilisyon yodntemi ile
kokenler direncli ve duyarli olarak ayrilmistir. Ayrica plazmid ile gen aktarimi
icin referans suslardan 289 ve klinik kdkenlerden 11 numarali kdken direncli
olarak segcilmistir. Duyarli olarak gérinen drnekler olarak referans suslardan
ATCC10231 ve klinik érneklerden 12 numarali koken secilmistir.

A: Duyarh koken, Flukonazol igeren YPD besiyeri B: Duyarli koken, Flukonazol icermeyen YPD
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C: Direng aktarilan, transformant kéken, Flukonazol iceren YPD besiyeri
Resim 3: A, B, C

Direncli mutant koken olan 289 ve direncli klinik kbken olan 11
numarall kkenden plazmid izole edilmistir. Elde edilen ve direng geni tagidigi
ongorulen plazmidler duyarl olan ATCC 10231 referans kdken ile duyarl
Klinik kokenlerden 12 numarali kdkene aktariimistir. Aktarim sonucunda elde
edilen toplam 8 transformant (aktarilmis) kdkenden, DNA, plazmid DNA izole
edilmigtir. Ayrica transformant maya kolonilerinden ekstrakte edilen RNA’lar
ticari kit kullanilarak cDNA’ya c¢evrilmigtir. RNA gibi cDNA varligi da

NanoDrop cihazi (Thermo Scientific, ABD) ile dlgUlerek tespit edilmistir.
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Tablo 5: Kullanilan kokenler ve elde edilen transformant kokenlerden izole edilen RNA
ve RNA’ dan RT-PZR ile elde edilen cDNA miktarlari

Kokenler RNA (ng/ul) cDNA (ng/ul)

11, direngli 15.4 2804.5

12, duyarh 13.7 4939.5

2-t (289, ATCC) elektro.

55.3 4321

4-t (289,12) elektro.

2311 5800.9

6-t (11, ATCC) elektro.
78.8 335.9

8-t (11,12) elektro.

76.8 342.1

* Candida albicans atim pompasi mutant kokenlerdir.
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Tablo 6: Gen aktariminda kullanilan kokenler ve transformant olan kokenlerin

konvansiyonel PZR ile DNA, plazmid DNA ve cDNA molekiillerin sonuglari:

DNA PLAZMID cDNA

KOKENLER

*289, direngli

11, direngli

*10231 ATCC, duyarh

12, duyarh

1-t (289, ATCC) lit.

2-t (289,ATCC)elektro.

3-t (289, 12) lit.

4-t (289,12) elektro.

5. (11, ATCC) lit.

6-t (11,ATCC) elektro.

8-t (11, 12) elektro.
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Resim 4: Duyarh ve direngli C.albicans DNA ve plazmid DNA Amplikonlarin jel elektroforezi ile

gorintilenmesi, DNA ve Plazmid, CDR2 genin gorintisi
(M size marker, 289* direncli C.albicans kdkene ait DNA, 289p dirn¢li C.albicans kdkene ait

plazmid DNA, 3-t Transformant C.albicans kékeni, 12* duyarh C.albicans kékene ait DNA, 12p
duyarh C.albicans kdkene ait plazmid DNA).
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2-t 3-t

M 288 11 12 5 1t 2+ 3t 4t St 6t Tt 8+ ATCC

Resim 5: CDR 2 ve ACT PZR sonuglari: jel elektroforezi ile goruntilenmesi,
A: CDR2, B: ACT
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Tablo 7: TRANSFORMANT KOKENLERIN 1 ve 2. ekimden plazmid ve cDNA direng

genlerinin sonuglari:

Transformant kdkenler 1.ekim 2.pasaj
Plazmid: CDR2, ERG11 ERG11
289, ATCC 10231 (Lit.) cDNA: CDR1, CDR2, ¢
Plazmid: CDR1,CDR2 CDR1,CDR?2
289, ATCC 10231 (Elektro.) cDNA: CDR1,CDR2 CDR1,CDR2
Plazmid: CDR1,CDR2 CDR1
289, 12 (Lit.) cDNA : CDR1,CDR2 CDR1,CDR2
Plazmid: CDR1 CDR1
289,12 (Elektro.) cDNA : () )
Plazmid: (-) Q]
11, ATCC 10231 (Lit.) cDNA : CDR2 CDR1,CDR2,ERG11
Plazmid: (-) CDR1,ERG11
11, ATCC 10231 (Elektro.) cDNA : (- CDR1,ERG11
Plazmid: CDR2,ERG11 ERG11
11,12 (Lit) cDNA: CDR1 ¢
Plazmid: (-) )
11,12 (Elektro.) cDNA : (-) )
Aktariimasi en c¢ok gorilen CDR genleri RT-PZR le
gosterilmigtir. 2. ekimden transformant kodkenlerden cDNA sonuglari

bilgisayarda degerlendirilmigtir:
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Grafik 2. Aktarimda kullanilan kdkenlerin PZR belirlenmesi: D5: 289, D6: ATCC, D7: 11,
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Grafik 3. Transformant kékenlerde direncten sorumlu CDR genlerinin gésterilmesi: 1-t,
2-t, 3-t, 4-t, negative CT altinda, 5-t, 7-t, gl¢li ve 6-t, 8-t zayif pozitif.
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5. TARTISMA

Candida albicans hucrelerinde genlerin fonksiyonel analizi,
etkenin biyolojisi, patogenezi ve yagsamsal sureglerin anlasilmasi i¢in 6nemli
bir adimdir. '° C. albicans maya hiicrelerinin diploid olmasi ve tam bir eseyli
donguinin olmamasi klasik genetik analizleri zorlastirmaktadir. Ancak,
transformasyon yontemi ile tanimlanan mutasyonlar, insersiyonlar, ve
fuzyonlar gosterilebilir. '°* Bu tez calismasinda, transformasyon yéntemi
kullanilarak flukonazole direngli kokenlerde direncin plazmidler yolu ile
aktariip aktarilamadigi incelenmis ve atim pompalarini kodlayan genler

hedeflenmigtir.

Antifungallere diren¢ gelismesi sorunu mantar enfeksiyonlarinin
tedavisinde en 6nemli basarisizlik sebebidir. Direncin olusum mekanizmalari
arasinda uzun sureli antifungal tedavisi yapilmasi, profilaksi uygulanmasi gibi
klinik yaklagimlar sayillmaktadir. Ancak direncin gelisim mekanizmalari
arasinda  aktarilabilen  genetik  elemanlardan  bahsedilmemektedir.
Flukonazole direncli izolatlarda atim pompalarini kodlayan ERG11, CDR1 ve

MDR1 genlerinin farkli sekilde ifade edildigi saptanmistir. °°

Direng
mekanizmasi ne olursa olusun, Klinik olarak izole edilen direncli C.albicans
kokenlerinde MDR1, CDR1 ve CDR2 genlerinin asin ifade edildigi
gosterilmistir. Flukonazole direngli suslar antifungal icermeyen ortamda

yayilma sirasinda direncli fenotipik 6zelliklerini kaybeder. 2>

ERG11 genin ifade dlzeyi ile flukonazol direnci arasinda bir

baglanti saptanmamistir. °® Direncli suslar, genelikle genis spektrumiu
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antifungal ilaglarin uzun sure uygulamasi arasinda veya profilaktik tedaviden
sonra gelismektedir. *°° MDR1 geninin in vitro olarak duyarli C.albicans
izolatlarinda da ifade edildigi, fakat flukonazola karsi direng gelisen kdkenler

gliclii bir sekilde aktive oldugu belirlenmistir. %

Azollerin etki mekanizmasi, ERG11 geni tarafindan kodlanan
lanosterol 14-a demetilaz enzimininin inhibe edilmesidir. Bu enzim ergosterol
sentezinde lanosterolden ergosterole donugum basamagini engelleyerek,
hiicrede ergosterol azalmasina ve lanosterol birikmesine neden olur.
Membranin bGtinligd bozulur ve membran ile baglantili bazi proteinlerin
gorevleri etkilenmektedir. *® ATP bagli kaset tasiyicilari (ABC) ailesinden atim
pompalarini kodlayan CDR genleri (CDR1 ve CDR2) ve major kolaylastirici
super ailesi (MFS) Uyesi atim pompalarindan MDR genlerine ait mRNA
seviyelerinin artigi gibi molekiler mekanizmalar flukonazola karsi direncin
gelismesine neden olmaktadir .Atim (efluks) pompa genlerinin  mMRNA
seviyelerinin artisi azol direnciyle iliskilidir. °® C.albicans kokenlerinde
genomun esnekligi, antifungallara karsi direncin gelismesine adaptasyonu
saglamaktadir. ' ABC taslyici genlerin asiri ifadesi, plazma membran
proteinlerinden olan cdrlp ve cdr2p kodlayan CDR1 ve CDR2 genleri,
flukonazole kargi direngte dnemli bir faktor olarak kabul edilmistir. MDR1 geni

ise flukonazol direncinde mindr bir etkisi vardir. ®*
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CDR1/2 genis spektrumlu azollere kargi diren¢ genleri olarak
disundlmustir, MDR1 ise sadece flukonazole karsi aracihik yaptigdi
bildiriimistir. ®* CDR1 ve CDR2 gibi ABC taslyicilarin asiri ifadesi azollere
kargi direncgte katkisi vardir. Oysa MDR1 geninin asiri ifadesi flukonazole 6zel
direngten sorumlu oldugu gorunmektedir. Ancak, iki efluks pompa arasindaki

farka neden olan mekanizma belirlenememistir. *°

Mantarlardaki direng belirleyicilerinin aktarimi bakterilerdeki ilag
direncinin aktarimindan biraz farkhdir. Bakterilerde, antibiyotik diren¢ genlerini
iceren plazmid, profaj, integron ve gen adalari gibi hareketli elamanlar ile
farkll taksonlar arasinda yatay olarak aktarim gergeklesebilmektedir. °
Mantarlar  igin  direng  gelisiminde bu ortak mekanizmalardan

bahsedilmemektedir.

Bakteri hucrelerinin aksine, saglam mantar hucreleri ekzojen
DNA molekdllerini kolayca alamazlar. Mantarlarda, bakterilerdeki gibi bazi
patojen turler antifungal ilaclara dogal olarak direnclidir. ilaglara duyarl
mantar tdrlerindeki direng 0Ozelliginin kazanilmasi lokal mutasyondan
kaynaklanabilir. Mantarlarda genlerin yatay olarak aktarimi yaygin degildir. °
Sadece uzun yillar suren evrimlesmeleri sirasinda yatay ve dikey gen
aktarimindan s6z edilmektedir. Mantarlar prensipte aktarilabilir genetik
elemanlar igerirler. Fakat bu aktarilabilir elemanlarin antifungallere direngten
sorumlu bolgeleri kodladiklari gosterilmemigtir. Ustelik saglam mantar
hacreleri huacre disi DNA’y1 kolayca alamazlar. “Yapilan bir calismada
C.albicans maya izolatlarindan elde edilen CDR1 geni S.cereviseae maya

izolatlarina aktirilmistir. Aktarim yapilan S.cerevisae kokenlerinin antifungal
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ilaclara duyarlliklarinin azaldigi gésterilmistir. *'* CDR1 ve CDR2 genlerine

ait mMRNA seviyelerinin direncli izolatlarda artti§i saptanmistir. **2

Antifungal direng genlerinin aktarildigi c¢alismalar kisithdir.
Virilans faktorlerini kodlayan genler ise transformasyon yodntemleri ile
aktariimistir. ** Duyarli S.cereviseae kokenlerine MDR1, FLU1 homolog
genleri aktarildiktan sonra transformant suslar flukonazole karsi direng
kazanmislardir . % MFS (iyesi proteinleri kodlayan genlerden olan FLU1 geni
C.albicans'da tespit edilmigtir. FLU1 geninin direng ile iligkisi
kesinlesmemigtir. Bir calismaya gore toplam 59 klinik C.albicans kokeni
arasinda sadece bir izolatta FLU1 geninin asir ifadesi saptanmigtir. Bu

tasiyici genin klinik direng ile iliskili olup olmadidi belirlenememistir. **4

Saccharomyces cereviseae genomu Candida igin dogru bir bilgi
kaynagl olmayabilir. Ciinkii bazi patojene 6zel genleri igermemektedir. **°
C.albicans mayalari diploid oldugundan organizmada gen fonksiyonlarinin
caligsilmasi daha zordur. S.cereviseae’lerde ilag direncinin pozitif regulatori
olarak bilinen genler, C.albicans’ larda direnc icin negatif regulator olarak

belirlenmistir. *°

Bu tez c¢alismasinda gen aktarimi igin birden fazla
transformasyon yontemi kullaniimigtir.  Lityum asetat, sferoblast ve
elektroporasyon yontemlerinin  sonuglart  birbiri ile  karsilagtiriimistir.
Elektroporasyon ydnteminin basarisi en ylksek bulundugu icin bu yéntem ile

olusturulan transformant hicrelerde ileri analizler yapiimistir. Transformasyon
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basarili sekilde gercgeklestiriimistir. Transformasyon basarili olduguna gore
antifungal direngten sorumlu genler de aktariimis olarak kabul edilmistir.
Zaten transformant hicrelerden elde edilen RNA, DNA ve plazmid
orneklerinde diren¢ geni CDR varligi gosterilmigtir. Bu sonuglar ile antifungal
direncin transformasyon ile aktarilabilecegi anlasiimigtir. Bu ¢alisma in vitro
kosullarda gercgeklestiriimistir. Dolayisi ile gercek canlida veya dogal
kosullarda ayni transformasyonun gerceklesmesi beklenmemelidir. Bu
deneysel calisma bize direcin aktarilabilecegini gostermistir. Calismanin
baslangi¢ noktasini olusturan hipotez cevabini bulmustur.

Elektroporasyon deneyinde C.albicans igin tanimlanmis bir
protokol olmadigindan S.cereviseae igin tanimlanmis protokoller degistirilerek
kullaniimistir. Aktarim yapilan maya hucreleri elektroporasyon sonrasinda
kati besiyerinde inkibe edilmis bodylece aktarilan o6zelligin test edilmesi
saglanmistir. Zaten kaynaklarda transformasyonun kati besiyerlerinde kontrol

edilmesi 6nerilmektedir. & %

Transformasyon yontemlerinden biri olan lityum asetat ile maya
hicrelerinin plazmidleri alabilecek alicilar haline gelmesi saglanabilmigtir.
LiAc yontemi daha az zaman gerektirmesine ragmen, C.albicans mayalari
icin 6zellikle elektroporasyon yontemine gére 10-100 kat daha dusik verimde
oldugu belirlenmigtir. LiAc mayalarda hicre membranin gegirgenligini
arttirmakta fakat yiiksek konsantrasyonlarda toksik etki gostermektedir.
Fakat bu tez calismasinda LiAc yontemi elektroporasyon yontemine yakin
dizeyde verimlilik gostermistir. Bizim bu sonucumuz diger ¢alisma sonuglari

ile uyumlu degildir. LiAc yontemi basarili ile uygulanmis olmasina ragmen, bu
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sekilde elde edilen transformantlar degil, elektroporasyon yontemi ile elde

edilen transformantlarda ileri analiz ydntemleri uygulanmigtir.

Calismamizda tastyict DNA  kullaniimistir.  Tasiyici  DNA
eklendiginde transformasyon sikhginin artti§i belirtiimektedir. 3 Gergekten de

tasiyici DNA eklenmesi transformasyon basarisini yukseltmigtir.

Candida albicans htcrelerinde kromozom igi rekombinasyon

10 Plazmid aktarilan transformantlar stabilite

¢ok sik gorulmektedir.
gostermektedir. Tum transfomantlar kati besiyerinde aktarilan 0Ozelliklerin
gosteriimesinden  6te, PZR yontemi kullanilarak degerlendirilebilir.
Calismamizda aktarilan direng genlerinin varligi gercek zamanl PZR yontemi
ile kontrol edilmistir. Atim pompalarindan CDR hedef olarak secilmis ve bu
genin plazmidler yolu ile aktarildigini gostermek igin transformant kokenden

izole edilen plazmid, RNA ve DNA o6rneklerinde CDR geni PZR ile aranmigtir.
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CDR1 ve CDR2 genlerini kodlayan mRNA, MDR1 genine ait m
RNA’ya gbére daha uzun yarilanma émrine sahiptir. Bu nedenle gen ifadesi
ile ilgili cahsmalarda daha ¢ok CDR genleri kullaniimaktadir. Bizim
calismamizda da hedef olarak bu genler secilmigtir. Gen ifadesi
calismalarinda gercek zamanl PZR yontemleri ve 6zellikle RNA analizi yapan
revers transkriptaz PZR (RT-PZR) yontemleri en duyarli ve dogru sonuglari
vermektedir. Ancak dogru kantifikasyon ile ilgili sorunlar bulunmaktadir. ***
RT-PZR yoOntemi ile mantarlarda primer ve sekonder azol direncinden
sorumlu olan CDR1, CDR2 ve MDR1 genlerinin ifadesini saptamak ve 6lcmek
mumkundir. 8 4% %7 Gercek zamanl olmayan RT-PZR yontemlerinde geni

ifadesi kantite edilemedigi icin sonuclar yetersiz kalmaktadir. & 119120

Kantitatif gergcek zamanlh PZR (Real-Time PZR) gen
ekspresyonunu degerlendirmek igin tanimlanmis bir yontemdir. PZR sonrasi
islemlerin ve tasinma adiminin ortadan kaldiriimasi zaman kazandirir ve
kontaminasyon riskini azaltir. Bu nedenle PZR yontemi MDR1/CDR mRNA
miktarini 6lgmek icin guvenilir bir yontem olarak belirlenmistir. Kofla ve
arkadaslarin calismasina gore C.albicans kokenlerinde direng genlerinin
ifadesini 6lgmek icin TagMan problarin kullanildigr PZR yontemi kullanilabilir.
64, 121 122 Bizim galismamizda da &nerilere uygun olarak TagMan problar
kullaniimistir. Elde edilen PZR sonuglarinin guvenilirligi bu c¢ercevede

degerlendirilmigtir.
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6.SONUC

Candida albicans kokenleri arasinda antifungal direncin
aktarilabilecegine dair teorik bilgilerimiz olmasina ragmen, bu aktarim tam
olarak kanitlanmis degildir. Bu tez ¢calismasinda antifungal direngten sorumiu
atim pompalarini kodlayan genlerden CDR1ve CDR2 genlerinin plazmidler
yolu ile aktarilabilmesi arastinlmigtir. Bu amagla direngli C.albicans
kokenlerinden DNA, RNA ve plazmid izole edilmig, Lityum asetat ve
elektroporasyon yontemleri ile duyarh C.albicans kokenlerine aktarim
yapilmistir. Antifungal direncin aktarihp aktarilamadigi klasik antifungal iceren
besiyerlerinde ureme Ozellikleri yaninda gergcek zamanl PZR yontemi ile de
kontrol edilmigtir.

Aktarim yapilan orneklerden bir kisminda CDR atim pompasi
geninin plazmidler ile aktarilabildigine dair kanitlar elde edilmistir. Diploid bir
kromozoma sahip olan C.albicans i¢in genom c¢aligmalarinin zorlugu g6z
onune alindiginda, elde edilen bu ilk veriler ileride yapilacak ¢alismalara yon

gOsterecektir.
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7.0ZET

Candida albicans insan deri ve mukoza florasinda bulunan
bir organizmadir. Bu organizma invazif olmayan ylzeyel
infeksiyonlardan basglayarak derin dokulari tutan infeksiyonlara kadar
degisen bir hastalik spektrumuna sahiptir. Bu etkenin tedavisinde
flukonazol gibi genis spektrumlu antifungal ilaglarin uzun siireyle veya
profilaktik olarak kullanilmasi, direngli suglarin ortaya ¢ikmasina neden
olmustur. Antifungal ilaglara diren¢ gelismesinin temelinde hicre ici

hedeflerin degismesi rol oynamaktadir.

Bu caligmada, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dal’'na goénderilen klinik Candida albicans
kokenlerine antifungal direngten sorumlu atim pompasi genlerinin
aktarimi  yapilmigtir. Direngli kdkenlerin DNA ve plazmid DNA
molekullerinde diren¢ genleri PZR yontemi ile aragtinlmistir. Direng geni
gosterilen orneklerden elde edilen ve direng geni tasidigi ongoriilen
plazmidler duyarli olan kokenlere aktarilmigtir. Duyarli kdkenlerde de

direng genlerinin aktarildigi PZR yontemiyle gosterilmistir.

Aktarilabilen genetik materyalin antifungal diren¢ genlerini

tasiyabilecegi boylece gosterilmigtir.

Anahtar Soézcukler: C.albicans, Diren¢c genleri, Plazmid, Mantarlarda

transformasyon.
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8.SUMMARY

Candida albicans is the normal flora member of skin and
mucosal membrans of human. This organism has a changing spectrum
of diseases which is ranging from non-invasive superficial infections to
invasive deep tissues infections. The use of broad-spectrum antifungal
drugs such as fluconazole both for the treatment and for the
prophylaxsis of the infections caused by this organism has led to the
emergence of resistant strains. The development of antifungal drug

resistance is the result of changing intracellular targets.

In this study, the transformation of efflux pump genes
between the clinical isolates of Candida albicans was performed.
Isolates were selected from the culture collection of Gazi University,
School of Medicine, Department of Medical Microbiology. Efflux pump
genes isolated from resistant strains were detected by PZR method.
Plasmids predicted to be carring resistance genes isolated from
resistant strains and transferred into susceptible genomes. Resistance
genes also detected in previously susceptible strains by PZR after

transformation step.

It was concluded that antifungal resistance genes might be

transferred on mobile genetic elements of fungi.

Key Words: C.albicans, Resistance genes, Plasmid, transformation of fungi.
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TESEKKUR

Tez konumun belirlenmesinde ve hazirlanmasinda, bilgi ve
deneyimleri ile her zaman yanimda olan, destegini hi¢gbir zaman esirgemeyen
cok degerli tez danigmani hocam Sayin Prof. Dr. Ays e KALKANCI 'ya,
Egitimim suresince destek ve ilgilerini esirgemeyen, degerli bilgilerinden
yararlandigim Sayin Prof. Dr. Semra KUSTIMUR’a, ve Tibbi Mikrobiyoloji
ABD. Bagkanimiz Sayin Prof. Dr. Nedim SULTAN’a, ayrica Ankara
Universitesi, Tibbi Mikrobiyoloji ABD Baskani Sayin Prof.Dr. Aydin
KARAARSLAN'a tesekkurlerimi sunarim.

Doktora egitimim boyunca ilgi ve bilgileri ile bana yardimci olan
Tibbi Anabilim Dalrnin degerli 6gretim Gyeleri, Prof. Dr. Turgut IMiR’e, Prof.
Dr. Seyyal ROTA'ya, Prof. Dr. Meltem YALINAY CIRAK’a, Prof. Dr. Kayhan
CAGLAR’a, Dog. Dr. Gillendam BOZDAYI'ya, Do¢. Dr. Funda DOGRUMAN
AL’a, Isil FIDAN ’a, tesekkiir ederim.

Manevi desteklerini eksik etmeyen, her asamanin sonucunu
benimle birlikte heyecanla bekleyen ¢ok degerli arkadaslarim Ars. Gor. Merve
AYDIN ve Yiksek Lisans Ogrencisi Bio. Gillcan ADIYAMAN' a tesekkir
ederim. ikinci ailem gibi yanimda olan dayim (Hasan ZEYNEL) ’e ve yengem
(Berna ZEYNEL)'e ayrica doktora egitimim suresince birlikte ¢alistigim tim
doktora, yiksek lisans ve tipta uzmanlik yapan arkadaslarima, laboratuvar

calisanlarina bana desteklerinden dolay tesekklr ediyorum.

Bana her zaman guvenen ve higbir zaman destegini esirgemeyen
en degerli varligim canim ailem’e ¢ok tesekkir ediyorum.
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