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OZET

Cevresel Orneklerde Cryptococcus Tiirlerinin Arastirilmasi ve Esey Tipinin Belirlenmesi

Cryptococcus Tiirleri bitkilerde ve hayvanlarda yasayabilen kapsiillii bir maya mantaridir. Ozellikle
immiin sistemi dusiik kisilerde kriptokokoz’a sebep olmakla birlikte her yil yaklasik 625 bin kisinin bu
mantar tiiriinden hayatini kaybettigi bilinmektedir. Bazidiomiget funguslarinda ciftlesme MAT lokusu
olarak adlandirilan bir esey gen bdlgesi tarafindan yonetilmektedir. Her bir fungusun MAT lokus
uzunlugu ve gen igerigi birbirinden farklidir. Ayrica Cryptococcus tirlerinin eseyli liremesi Diinya
lizerinde bu maya mantarinin ¢ok fazla yayilmasina da sebep olmaktadir. MAT lokusu ayrica viriilans

faktorlerinde de biiyiik bir role sahiptir.

Bu ¢alismada Giilnar’dan Hatay iline kadar olan bolgeden topladigimiz toplam 750 6érnekte Cryptococcus
‘un esey tipi gen bolgesinin (MAT lokus) karekterizasyonu belirlenmesi amac¢lanmistir. Toplanan 750
ornekte; 236 adet 6kaliptus, 303 adet zeytin ve 211 adet keciboynuzu izolat1 elde edilmistir ve 97 (%12,9)
tanesinde lireme goriilmustiir. Cryptococcus tiirlerinin genomunda yer almakta olan MAT Aa, MAT Aa,
MAT Da, Mat Da ve SXI 2a 1« primerlerinin sirasiyla 457bp, 330bp, 728bp, 592bp ve 2529bp, 1354bp’lik
DNA bélgesi PCR yéntemi ile ¢ogaltildi. Ureme goriillen 97 Cryptococcus tiiriiniin %100’ii MAT A«

serotipinde olup Cryptococcus neoformans var. grubii oldugu bulundu.

Cevresel 6rneklerden izole edilen Cryptococcus tiirlerinde eseyli cogalmada rol oynayan genlerin (MAT),
viriilans ve patogenezdeki rolleri anlasildik¢a, mikozlarin tanisinda ve farkli hedeflere yonelik yeni tedavi
yaklasimlarinin gelistirilmesi ve/veya mevcut tedavi yontemlerinin yonlendirilmesine yol gosterici

olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Cryptococcus, esey gen bolgesi, MAT locus, eseyli lireme, viriilans, ¢evresel 6rnek.
Damisman: Prof. Dr. Aylin DOGEN, Mersin Universitesi, Farmasétik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Mersin.
ikinci Damigsman: Dr. Ogretim Uyesi Engin KAPLAN Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi, Farmasétik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Zonguldak.
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ABSTRACT
Investigation of Cryptococcus Species in Environmental Specimens and Determination of Sex
Type
Cryptococcus Species is an encapsulated yeast that can live in plants and animals. Although it causes
cryptococcosis especially in people with low immune system, it is known that approximately 625
thousand people die from this fungus every year. In bazidiomycet fungi, mating is directed by a genome
region called the MAT locus. The MAT locus length and gene content of each fungi are different from each
other. In addition, sexual reproduction of Crptococcus species causes the spread of this yeast in the world.

The MAT locus also plays a major role in virulence factors.

In this study, it was aimed to determine the characterization of the genotype (MAT locus) of Cryptococcus
in 750 samples collected from Giilnar to Hatay. 750 samples collected; 236 eucalyptus, 303 olive and 211
carob isolates were obtained and 97 (12.9%) of them were isolated. 457bp, 330bp, 728bp, 592bp and
2529bp, 1354bp DNA region of the primers of MAT Aa, MAT Aa, MAT Da, Mat Da and SXI 2a 1a which
are in the genome of Cryptococcus species were amplified by PCR method. Of the 97 Cryptococcus spp.,

100% were mat Aa serotypes with Cryptococcus neoformans var. grubii.

As the roles of genes (MAT) involved in sexual proliferation (virulence and pathogenesis) in Cryptococcus
species isolated from environmental samples are understood, it will guide the development of new
therapeutic approaches to the diagnosis and mycosis of different mycoses and / or guidance of existing

treatment methods.

Keywords: Cryptococcus, sexual gene region, MAT locus, sexual reproduction, virulence, environmental
sample.

Advisor: Assoc. Prof.Aylin DOGEN, Department of Pharmaceutical Microbiology, University of Mersin,
Mersin.
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1. GiRiS

Cryptococcus tiirleri bazidiomicet sinifindan kapsiillii bir maya mantari olup kriptokokkoz
etkenidir. Enfeksiy6z mantar yapilarinin kolonize oldugu cevresel ortamdan, insana solunum yolu
ile bulasmasi sonucunda hastalik olusur. Cryptococcus neoformans enfeksiyon etkeni olmadan st
solunum yolunda kolonize halde de bulunabilir. Cogunlukla immdiin sistemi baskilanmis konakta
(AIDS, kanser kemoterapisi, yayginlasan organ transplantasyonu vb.) etkendir. Oncelikle santral
sinir sistemi enfeksiyonu yapmakla birlikte deri, g6z, miyokard, kemik, eklem, akciger, prostat ve
tiriner sistemde de enfeksiyona neden olur [1,2].

Cryptococcus neoformans var. grubii, serotip A, tiim diinyada yaygin olup daha ¢ok
kanath digkist ile bulash toprakta bulunur [3]. Bu varyeteye Eucalyptus spp. disinda Syzygium
cumini, Ficus religiosa ve baska agac tiirlerinde rastlandigi bildirilmistir. Buna karsilik, C.
neoformans var. neoformans, serotip D, daha ¢cok Avrupa’da goriiliir ve insan enfeksiyonlarindan
sorumludur [4,5]

Ayrica, bu serotipe, Brezilya'da E. camaldulensis ve E. tereticornis’de, ABD’'nde Querbus
alba’da, tlkemizde ise giivercin diskisinda rastlanmistir. Aym1 zamanda C. neoformans’in bu
ortamda eseyli cogalabilmesi Diinya ilizerinde mayanin yayilabilmesine olanak saglamakta,
immiinsiiprese hastalar i¢in risk ortami olusturmaktadir [1,5].

Ulkemizde yapilan gesitli arastirmalarda ékaliptus agaglarinda Cryptococcus spp. varlig
arastirilmis ve bu cevresel odakta bu maya mantarinin varligina rastlanmistir [6]. Ergin ve
ark.lan tarafindan Tiirkiye'nin ilk defa belirli bolgelere ait C. neoformans kolonizasyon risk
haritasi ¢ikarilmistir (s6zel bildirim). Daha fazla bolgesel veri elde etmek, benzer risk bolgelerinin
tamimlanmasini kolaylastiracaktir. Bu yaklasim, cevresel odak bulunan yerlerde daha sik
goriilebilecek kriptokokkoz olgularinin klinik 6n tanisi icin yararhi olacaktir. Bu nedenle
bolgemizde bulunan okaliptus, zeytin, kestane ve keciboynuzu agaclarinda Cryptococcus
tirlerinin varliginin arastirilmasi1 ve bu kokenlerde esey iireme tipinin belirlenmesi

amaglanmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Tarihge

Freeman’a gore ilk olarak kriptokokoz 1861’de Zenker tarafindan tarif edilmistir [7].
Ancak bu goriis mikrobiyal kiilttir kanit1 olmadigi icin sorgulanmistir. 1894 de Alman patolog Otto
Busse bir kadina ait tibia sarkomu benzeri lezyonda biiyiik hiicrelerin icinde ve disinda yuvarlak
oval bir “korpiiskiiler” gozlemlemistir [8]. Busse mikroorganizmay izole edip hastaya tekrar
verdiginde patojenitesini dogrulamis ve hastanin enfeksiyondan 6ldiglinii gormiistiir. Hastayla
ilgilenen fizik¢ci Buschke ayni patojenin hastadaki cilt dokiilmelerini gézlemleyerek bunun
koksidiyum oldugunu diistinmistiir. Bu nedenle, kriptokoklarin tanimi Busse ve Buschke'ye

dayanmaktadir [9].

Busse ile ayni yi1lda Francesco Sanfelice seftali suyundan kapsiillii bir mayayi izole ederek
buna Saccharomyces neoformans adini vermistir. Bu isimlendirmeyle birlikte Neoformans
tiirtiniin taksonomik yeri belirlenirken bu sirada Busse’de mantar1 Saccharomyces olarak
adlandirmistir. 1895’de Sanfelice, S. neoformans ve Busse’nin mantari arasindaki benzerligi fark
etti ve ayni zamanda S. neoformans’a benzer bir mayayi bir okiiziin lenf diigiimiinden izole ederek

patojenitesini dogrulamistir [10].

1901’de Vuillemin karbonu fermente edemeyen ve Saccharomyces cinsini andiran,
askospor eksikligine bagh olarak, Busse ve Sanfelice mantarlarimi Cryptoccoccus cinsine C.

hominis ve C. neoformans olarak aktarmistir [11].

1902’de Frothingham, bir atta Busse ve Buschke tarafindan izole edilmis mantarlara
benzer bir patojenik mayay1 akciger lezyonundan izole etmistir. Bu bulgu Sanfelice’nin mayay1
Oklizden izole etmesiyle hem insanlarda hem de hayvanlarda enfeksiyona neden olabilecegini

ortaya koymustur [12].

Kriptokokal menenjit tanis1 ilk olarak bir kadinda 1914 yilinda Verse tarafindan
tanimlanmustir [13]. iki y1l sonra Stoddard ve Cutler iki yeni menenjit vakasi kaydedip Torula

histolyca adin1 vermis, fakat bu adlandirma 1950’lere kadar devam etmistir [14].

1935’yilinda Benham insanlardan izole edilen 22 patojenik ve patojenik olmayan
kriptokok susu iceren birgok maya ile ¢alisma yiiriitmiis ve bu 22 sus Busse ve Curtis tarafindan

izole edilen Cryptoccoccus, Saccharomyces ve Torula ad1 altinda olan cinsleri de icermistir [15].
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1949’da Evans kriptokokoz hastalarindan izole edilen suslar arasinda serolojik
farkliliklar kesfetti ve A, B ve C olmak iizere ii¢ serotip tanimladi [16]. Dordiincii serotip D 20 y1l
sonra bir izolatta Vogel tarafindan tanimlanip Wilson ve arkadaslari tarafindan dogrulanmistir
[17].
1950’ de Benham toruloz ve torula menenjit adinin yerine Kriptokokozis konmasini ve

mikroorganizma adinin Cryptoccoccus neoformans haline gelmesini 6nermistir.

Cryptoccoccus cinsi ilk kez 1833 yilinda Kiitzing tarafindan kirli bir pencereden izole
edilmistir [18]. 1901’de Vuillemin, 1894 ‘de Busse ve Sanfelice tarafindan izole edilen
mikroorganizmalardan biri Almanya’daki bir hastanin nekrotik lezyonundan digeri ise seftali
suyundan izole edilen Saccharomyces cinsiydi. Her iki mikroorganizma incelenerek Cryptococcus

cinsinin tanimi degiserek C. neoformans ve diger tiirlere ayrilmistir [11].

1935 yilinda Benham Cryptococus cinsinin tanimin1 hem patojenik hem de patojenik
olmayan ve hem fermente hem de fermente olmayan mayalari icerecek sekilde genisletmistir
[17].
1952’de Lodder ve Kreger-Van Rij, Vuillemin tarafindan degistirilen genel tanimi kabul etmistir,
ancak fermentasyon yapmayan Kkapsiillenmis nisasta lireten mayalar1 icerecek sekilde
genisletmistir [19]. Lodder ve Kreger-Van Rij C. neoformans’i cinsin cinsi olarak tanimlamis olup
Phaff ve Spencer nisasta olusumunu tanisal bir kriter olarak kullanmadi ve cinsi myoinositol
kullanabilen ve psédohif veya gercek hifa iireten ya da hi¢ hifa liretmeyen mayalarla sinirlandirdi

[20].

Rodrigues de Miranda ve is arkadasi, Kiitzing’in materyalini elektron ve 151k mikroskobu
ile inceleyerek bazidiyomiyoz maya hiicrelerini tespit etmislerdir [21].
Su anda cins hem patojenik hem de patojenik olmayan 70 tiir icermektedir. Bu tiirlerin bazilari,
Basidiomycota Tremellomycetes'inde Filobasidium, Filobasidiella, Cystofilobasidium ve Kwoniella

gibi cinslere ait teleomorfik bir durumdadir [22].

2.2 Taksonomik Ozellikler

Cryptococcus cinsi Eumycota aleminin, Basidiomycota bdliimiine, Basidomycetes
sinifinda, Filobasidiales takiminda, Filobasidiaceae ailesinde yer almaktadir.
Cryptococcus cinsi yalnizca anamorf durumlarinda bilinen 70 tir icermektedir. Tiirler

Tremellomycetes (alt smif Agaricomycotina, Basidiomycota), Tremellales, Filobasidiales,
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Trichosporonales, Cystofilobasidiales gibi belli bash soylara aittir. C. neoformans ve C. gattii

teleomorfu olan tiirlerdir [23].

2.3. Antijen ve Polisakkarit Kapsiil

Cryptococcus neoformans ve Cryptococcus gattii’nin boya ile muamelesi sonucunda
belirgin morfolojik 6zellik olarak hiicre etrafinda bir polisakkarit kapsiil goriilmektedir. Bu
kapsiil yapisi viriilans bakimindan ¢ok 6nemli olup yillardir birgok calismanin da ana konusu
olmustur. Virillans mekanizmasi konagin immiin tepkisine karsi olan miidaheleyi ve hiicrenin
konagin immiin sisteminden korunmasini saglamaktadir. Immiin sistemin bu etkileri arasinda
apoptoz baskilanmasi, fagositozla giris, indirgenmis antijen sunumu ve in-vitro invaziv biliyiime
yer almaktadir [24, 25]. Ayrica, kapsilin sitotoksik serbest radikalleri, konagin mikrobisidal
mekanizmalarina karsit koruma saglamaktadir [26]. Bu etkilesim icin kapsiil yapisinin dnemi

biiyiiktir (Sekil1).

Sekil 1. Cini Miirekkebi ile boyanmis Kapsiil Fotografi (Ege Universitesi Tip Fakiiltesi,
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikoloji arsivinden)
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Kapsiil yap1 olarak polisakkaritten olusmustur. Yapilan ¢alismalar sonucunda iki farkl
polisakkarit tiiri oldugu bulunmus olup bunlar; glukuronoksilomannan (GXM) ve

galaktoksilomannandir (GalXM) [27].

GXM, glukuronik asit ve ksiloz bulunan zincir seklinde mannoz igermektedir. Mannosil
beta-1-4 baglantilarinda ksilosil birimleri ile iliskilendirilmektedir. Kapsiilde en ¢ok bulunan
yapidir (%90-95). Bu nedenle kapsiil ¢alismalarinda en fazla bu kisma yogunlasilmistir. Ayrica,

GXM Kkapsiil boyunca esit bir sekilde yerlesmistir [28].

Ksiloz ve mannoz ile galaktoz atiklar tarafindan olusan GalXM yapisi ise galaktan olarak
adlandirilmaktadir. Bu yapinin hiicre membranindaki yeri tam olarak bilinmemektedir. Yapilan
calismalar GalXM’'nin kapsiil icinde mevcut ve zorunlu olarak kapsiiler bir yapisal bilesen
olmadigini gostermektedir [29]. GalXm, GXM’e gore daha giiclii olabilecek immiinomodiilator
ozelliklere sahiptir. Polisakkartiler ile birlikte siklikla mannon proteinler icermekte fakat

bunlarin islevi heniiz bilinmemektedir [30].

Mannoz atiklarinin asetilasyonu kapsiile antijenik 6zellik kazandirmaktadir. Kapsiil,
polisakkaritten olusmasina ragmen, polisakkaritler yogun hidrofilik yapisindan dolay1 yliksek
oranda hidratlanarak kapsiiliin hacim ve agirliginin %99’unu olusturmaktadir [31]. Kapsiili
olusturan polisakkaritler sadece kapsiilii olusturan hiicreye baglanmis olarak bulunmaz, ayni

zamanda slipernatantta ¢oziinebilmekte ve ekzopolisakkaritler olarak da bilinmektedir [32].

Kapsiil bilesimi suslar arasinda biiyiik olciide degismekte olup bu degisim 106 kdkenin
GXM yapisini analiz eden ¢alismalarda bildirilmistir. GXM’deki ksiloz, mannoz ve glukuronik asit

kalintilarinin molar oranlari serotipe bagh olarak farklilasmaktadir [31].

Ik cahsmalar, ana serotipler arasindaki asetilasyon ve ksilosil siibstitiisyonlarinda
farkliliklar oldugunu gostermistir [31]. Bazi C. neoformans suslarinda GXM, tekrarlayan bir tek
birimden olusurken, diger suslarda polisakarit, ¢oklu birimler igerir. Ayrica, ayn tekrarlayan
birimler kiimesini kullanan suslar, genellikle GXM molekiilii icindeki birimlerin orani birbirinden
farklidir. Bu yapisal degisiklikler, hafif yapisal antijenik farkliliklara neden olur [28]. GalXM ile
ilgili olarak, galaktoz, ksiloz ve mannozun molar oranlari, farkli serotiplerde (GXM'de oldugu gibi)
degismekte; bu GalXM'nin aslinda yakindan iliskili oldugu karmasik bir polisakkarit grubudur.
[32].
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C. neoformans kapsiiliinii spesifik olarak taniyan birgok farkli MAb elde edilmistir [33, 34].
Kapsiiliin ana bilesenine (GXM) kars1 MAb'lerin gelistirilmesi, kapsiiliin kimyasal ve antijenik
bilesimindeki inter-interserotip ve ayn1 zamanda intratren seviyeside dahil olmak tlizere birden
fazla diizeyde varyasyonun arastirilmasi i¢in giiclii kanitlar saglamistir. Ayn1 GXM molekiillerii¢in
etkinlikleri ve spesifikligi bakimindan farklilik gésteren bir MAb grubu, GXM yapisinin molekiiler
seviyede oldukca heterojen oldugu ve bu yapisal heterojenligin ¢oklu epitoplarin ifadesine
cevrildigi ile tutarlilik saglamistir [33, 34]. MAb'lerin kapsiile baglanmasi degiskendir, halka ve
nokta seklinde iki baglanma modeli tanimlanmis olup bu durum, kapsiildeki MAb'larin

immiinoglobulin M ile baglanmasi olarak tarif edilmistir [35].

Fliioresans baglanma modeli ile MAb'lerin koruyucu etkinligi arasinda sirasiyla koruyucu
ve koruyucu olmayan etkilerle korele olan halka seklindeki ponksiyonlu paternler arasinda bir
iliski vardir [35]. Bu veriler, koruyucu olmayan bir etkiye sahip enfeksiyon sirasinda tretilen
antikorlarin baglanmasinin, noktalayici bir baglanma diizeni vermesi ile desteklenmistir [36].
Bununla birlikte, bazi durumlarda, MAb'nin baglanma diizeni, serotip A suslarinda halka seklinde
olan ve sivri uclu noktalarda bulunan serotipine baghdir. Serotip D, kapstil yapisinin serotipe

baglh olarak oldukg¢a heterojen oldugu fikrini desteklemektedir.

Kapsiil yapisindaki heterojenlik, konakg¢i ile etkilesim sirasinda Oonemli sonuglari
olabilecek bir 6zellik olan antijenik ve biyolojik varyasyona cevrilme potansiyeline sahiptir.
Kapsiil yapisindaki degisikliklerin konakei ile etkilesimin sonucunu etkilemesi, farkl serotip A
suslarindan kapsiiler olmayan mutantlardan izole edilmis saflastirilmis kapsiiler polisakarit

eklenmesinin fagositoz iizerinde farkl etkileri oldugu gozlemini desteklemektedir [37].

Sonuc¢ olarak, kapsiil yapisindaki degisiklikler, C. neoformans'in fagositik hiicreler
tarafindan taninmasi ve buna bagl olarak, immdiin tepkiden kacisina katkida bulunabilecek farkli
immiin yanitlarin gelismesi izerinde derin bir etkiye sahip olabilmektedir. Konakeli ile etkilesim
sirasinda kapsiilde yapisal ve antijenik degisiklikler tarif edilmistir. Deneysel enfeksiyon
sirasinda, C. neoformans kapsiilii, bazi MAb epitoplarinin birikmesi ile gosterildigi gibi onemli
yapisal degisikliklere ugramaktadir [37]. Aym1 ¢alismada, kapsiil antijenik yapisinin enfekte
olmus organa bagli olarak farkli oldugu bulunmus olup mantar hiicre popiilasyonu akcigerlerde
ve dalakta beyinden daha homojen sekilde goriilmiistiir. Bu bulgular, kapsiiliin yapisal ve
antijenik heterojenitesinde cevrenin dnemini vurgulamaktadir. Kapsiiler degisiklikler, fungal
hiicrelerin kan-beyin bariyeri boyunca gecisi ile iliskilendirilmistir [37]. Ayrica, bu calisma C.
neoformans hiicrelerinin, in vitro olarak ifade edilmeyen bir MAb icin epitoplar1 eksprese ettigini

ve dokudaki yeni polisakaritlerin ekspresyonunu belirttigini gostermistir.
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C. neoformans kapsiiliiniin carpicit bir karakteristik 6zelligi, zorlanma ve cevresel
kosullara bagli olarak boyut degisebilmesidir [38]. Kapsiiliin genislemesi ilk enfeksiyon
saatlerinde gerceklestigi icin bu morfolojik degisim enfeksiyon sirasinda 6nemli bir rol
oynamaktadir. Mantar hiicreleri, kapsiil biiylimesini indiikleyen ¢esitli ortamlara yerlestirilerek
in vitro olarak cogaltilabilir. in vitro kapsiil biiyiitme olgusu, 1950'lerde Littman tarafindan rapor
edilmis olup kapsiil biiyliimesinin indiiklendigi birka¢ minimal ortami tarif etmistir. Daha sonra,
demir sinirlamasi, yiiksek bir CO, konsantrasyonu ve memeli serumu dahil olmak iizere baska
kosullar tarif edilmistir. Daha yakin zamanlarda, diisiik miktarda besin maddesi ve hafif bazik pH
iceren ortamlarin da kapstl biiylimesini indiikleyebildigi goriilmiistiir. Kapsiil genislemesini

engelleyen faktorler, ozmotik basing ve seker konsantrasyonunda bir artis icermektedir [39, 40].

Bu kosullarin kapsiil biiylimesindeki degisikliklere doéniisme mekanizmalari
bilinmemektedir. ilging bir sekilde, kapsiil biiyiimesini indiikleyen faktorler, memeli enfeksiyonu
sirasinda bulunan fizyolojik kosullara benzemektedir. Kapsiil biiylitme, onceden var olan
polisakarit tamponlarinin genisletilmesi ve/veya yeni polisakkarit molekiillerinin eklenmesi ile
diisiiniilebilmektedir. Son zamanlarda yapilan calismalar, kapsiil genislemesinin, kapsiiliin yeni
bir polisakarit ilavesiyle meydana geldigini géstermistir; bu, kapsiiliin yogunlugunda, 6zellikle
hiicre duvarina yakin bolgelerde 6nemli bir artisa neden olmaktadir. Polisakarit molekiillerinin
onceden var olanlara baglanmasi, kendiliginden birlesmeyle ortaya ¢ikmaktadir. ilging bir
sekilde, kapsiil genislediginde, eklenen yeni polisakarit, farkli kimyasal ve fiziksel o6zellik
gosterdigi gibi 6nceden var olan eski yapilardan farkli goériinmektedir [41]. Yoneda ve Do-ering,
kapsiil biiylimesi sirasinda polisakkarit molekiillerinin boyut dagiliminin, yeni molekiil tipleri
olustukea kiitle ve/veya yiik degisiklikleri 6neren bir gozlem olan jel elektroforez gociine gore
farkli oldugunu bulmustur [42]. Kapsil biiylimesinden 6nce ve sonra kapsiiler polisakaritin
Olclilmesi, kapsiiler biiylitme sirasinda polisakarit molekiillerinin ¢apinin arttifini goéstermistir
[43]. Diger arastirmacilar, antijenik kompozisyonu ve kapstliin boyutunun indiiklenmesinden
sonra fiziksel 6zelliklerini incelemistir. Kapsiil yogunlugundaki degisikliklere ek olarak, kapstil
genislemesi, epitoplarin heterojen bir dagilimina ve kapsiiliin farkli bolgeleri arasinda zeta
potansiyelindeki farkliliklara neden olmaktadir. Bu bulgular, kapsiil genislemesinin, 6nceden var
olan molekiillerden farkl fiziksel ve antijenik 6zelliklere sahip yeni polisakarit molekiillerinin
birikmesiyle saglandig1 fikrini desteklemektedir. Kapstliin termal bélgesine gore yapidaki
farkliliklar, etkilesim sirasinda da 6nemli sonuclar dogurabilir, clinkii bunlar fagositik hiicreler
tarafindan taninmaya ek olarak antikorlarin ve tamamlayici proteinlerin lokalizasyonunu da

etkileyebilmektedirler [37].
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Bazi arastirmacilar kapstl genislemesinin gergeklestirildigi mekanizmalari incelemis ve
bu calismalarin genel yaklasimi kapsiilii genislemeden once etiketlemeyi icermekte oldugunu
bildirmislerdir. Boylece indiiksiyondan sonra sinyalin lokalizasyonu yeni polisakaritin birikme
seklini izlemeyi miimkiin kilmaktadir. ilk calismada, kapsiilii etiketlemek icin bir MAb
kullanmistir. Bu stratejiyi kullanarak, calismacilar MAb etiketlemesinin kapsiil kenarina
kaydirildigini tespit ederek polisakkaritin kapstliin i¢ bolgesine eklendigini ve eski polisakaritin
dis bolgelere dogru yer degistirdigini ortaya koymuslardir. Bununla birlikte, MAb'in kovalent
olarak polisakarite baglanmadig1 gercegi, kapsiil biiylimesi sirasinda MAb'nin konumunun sabit
kalip kalmamasina dair bir sorun ortaya ¢ikarmistir. Bu sorunun tistesinden gelmek icin baska
bir calismada proteinler cografi belirtecler olarak kullanilmistir. Antikordan farkl olarak,
tamamlama proteini 3, kovalent bir tioester bagi ile kapsiile baglanir ve sonug olarak, kapstil

kapsama biiyiitme sirasinda yerine sabitlenmesi beklenmektedir [37].

Mikroorganizmalarda polisakkarit biyosentezi, mikrobiyal hiicre duvarlarinin ve
kapsiillerinin, antimikrobiyal ilaglarin ve asilarin hedefleri olarak 6nemli roller oynamasi
nedeniyle, c¢esitli mikrobiyal tiirlerde detayl olarak incelenmistir. Bakterilerde hiicre ¢eperi,
yapisal polimer peptidoglikani plazma zarinin dis tarafinda polimerize edilir [44]. Bakteriyel
kapstiler polisakaritler, aktif bolgeleri ekstraktoplazmik ortama bakan plazma zan
glikosiltransferazlar ile sentezlenir [43]. Mantarlarda, kitin ve glukan sentezlerinde, yapisal
hiicre duvar polisakaritleri kitin ve glukanin sentezinden sorumlu olan enzimler, polisakarit
polimerizasyonunun meydana geldigi fikrini destekleyen hiicresel ekstrestoplazmik bolgeler
olarak plazma zarina sahiptir [33]. Ozetle, mikrobiyal polisakaritlerin hiicre dis

polimerizasyonu, farkli mikroorganizmalarinin ortak bir dzelligi gibi gériinmektedir.

Kapsiiliin hiicre duvarina sabitlenmesi, C. neoformans'in patojenitesi icin ¢cok 6nemlidir,
cinkii kapsil bilesenleri viriilans icin gereklidir. Kapsiiliin hiicre duvarina takilmasindan
sorumlu olan bilesenler arasindaki etkilesimler yeterince anlasilmamistir, ancak polisakarit
ylzey baglantilarinin karmasik oldugu ve cok sayida bilesen icerdigi konusunda artan kanitlar
vardir [31]. a-], 3-Glukan, kapsil tutturma ile iliskili ilk hiicre duvari bilesenidir [45]. Bozulmus
a-1, 3-glucan sentaz genlerine sahip kriptokokal hiicrelerin normal diizeyde kapsiil materyali
sentezi vardir, ancak gozle goriliir bir kapsiil yoktur [31]. Ek olarak, glukanaz ile muamele
edilmis kapsiiler olmayan hiicreler, GXM'ye kusurlu bir sekilde baglanmaktadir. Glukanlar ve
GXM dogrudan baglanabilse de, glukanlar ayrica mantar hiicresi duvarindaki diger polisakaritler
ve proteinleri de baglayabilmektedirler. Glukan kaybi hiicre duvar: diizenegini bozabileceginden,
glukan bagli hiicre duvari bilesenlerinin kapsiil ile etkilesime girdigi hipotezi atilamaz. Aslinda, a-

1,3-glukan sentezine sahip olmayan mutant hiicreler, hiicre duvari glukanlarinin bulunmamasinin
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bu boélmedeki diger yapisal bilesenlerin kaybina yol acgabilecegi fikrini giiclendiren hiicre

duvarlarina sahiptir [31].

N-Asetilglukosamin veya bunun deasetillenmis tiirevi, C. neoformans hiicre duvarinin
montajinda kilit rol oynar. Ornegin, kitin sentaz3 veya biyosentetik regiilator Csr2p'nin
ekspresyonundan sorumlu genlerdeki mutasyonlar, viriilansla iligkili pigment melanini hiicre
duvarinda tutma yetenegini kaybetmistir [46, 47]. Bu mutantlar ayrica hiicre duvar1 melanin
tutulmasini dizenledigi gosterilen kitosan sentezinde de kusurludur. C. neoformans kapsiiler
olmayan mutantlarinin kitin hidrolizinden sorumlu enzim olan Kitinaz ile muamele edilmesi,
kapsiiler bilesenlerin hiicre duvarina dahil edilmesini engellemistir. C. neoformans’in kitinaz ile
muamele edilmis kapsiiler olmayan mutantlari hala ¢oziilebilir polisakariti baglamaktadir, ancak
bunu hiicre yiizeyinde gevsek bir polisakarit kat olusumu ile sonuclanan kusurlu bir sekilde
yapmistir. Bu baglamda, kitin ile ilgili yapilarin, C. neoformans'in hiicre duvarina baglanan yapida
rol oynamasi muhtemeldir. Aslinda, hiicre duvari ile C. neoformans kapsiilii arasinda tekil
yuvarlak veya kanca benzeri baglantilar olusturan kitosoligomerlerin varligi yakin zamanda tarif
edilmistir. GXM'nin kitooligomerlere baglar1 dakiktir ve hiicre yiizeyinin belirli bolgelerine,
ozellikle maya tomurcuklanmasina dahil olanlar i¢in acik¢a sinirlidir; bu, kitin ile ilgili yapilarin,
hiicre boliinmesi sirasinda kapsiill modellemesine dahil oldugunu disiindiirmektedir. Bu
gozlemler, hiicre duvari bilesenlerinin sentezinde beklenen roliine ek olarak, kriptokoklardaki

kitin metabolizmasinin, kapsiil sabitlemesine baglanabilecegini géstermistir [37].

Kapsiil bilesenlerinin hiicre duvarina sabitlenmesi, kapsiil diizenegi icin ¢ok 6nemlidir.
Bununla birlikte, ortamda ilave interpolisakarit etkilesimlerinin gerceklesmesi beklenmektedir.
Her ne kadar kapsiil genislemesi polisakkarit liflerinin uzamasiyla iligkili olsa da ve kapsiil
boyutunun diizenlenmesi bireysel polisakarit molekiilleri diizeyinde aracilik etse de, taramali
elektron mikroskobu gortntiileri, kapsil bilesenlerinin kendinden yapilabildigini

gostermektedir [48].

2.4. Melanin Yap1

Cryptococcus neoformans’in belirleyici 6zelliklerinden biri fenolik bilesik iceren ortamda
biiylidiigli zaman hiicre duvarinda koyu renk pigment sentezlemesidir. Bu koyu renk pigment
negatif yiiklii yiiksek molekiiler kiitleli, hidrofobik, sekilsiz ve ¢6ziinmeyen bir bilesik olarak
tanimlanmistir. Melanin pigmenti mikroorganizma tarafindan iiretilmekte olup mikrobiyal
patogenez, malign melanom, parkinson ve vitiligo olmak {izere c¢esitli hastaliklar ile

karakterizedir [49, 50].
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Bir maddenin siyah ya da kahverengi olmasi, sulu veya organik sivilar i¢cinde ¢6ziilemiyor
olmasi konsantre aside dayanikli olmasi ve oksitleyici maddelerle agartilmaya dayanikli olmasi
durumunda melanin oldugu kabul edilmektedir. Melanin iretimi ilk kez 1962’de Guizotia
abyssinica tohum 6zleri iceren agar tizerinde kahverengi kolonileri gozlemleyen Staib tarafindan

tarif edilmistir (Sekil 2) [51].

Sekil 2. C. neoformans’in Staib Besiyerinde Melanin Pigmenti Olusturmasi
[15 Eyliil 2019 tarihinde [https://www.slideshare.net/doctorrao/cryptococcus-neoformans-
9872069 adresinden erisildi.]

C.neoformans’ta diger Cryptococcus tiirlerine gore pigment liretimi daha hizli ve daha
belirgindir. C. neoformansta melanin sentezi, dissal dihidroksifenolik veya poliaminobenzen
bilesiklerini, molekiiler oksijeni gerektirirken demir, bakir ve glikoz seviyeleri de dahil cesitli

faktorlerle diizenlenmektedir [52].

Spesifik olarak bir fenoloksidazin etkisiyle Ito tarafindan modifiye edildigi gibi Mason
Roper modelini takip eden bir lakkaz, eksojen substratlara karsilik gelen kininlere oksitlenmekte
ve ardindan sirali polimerizasyon yoluyla kendiliginden yeniden diizenlenmeye tabii tutulur bu

sirada melanomkrom ve en sonunda melanin olusmaktadir [53].
Iki ana melanin tiirii vardir. Birgok melanin bu iki pigmentin birlesiminden olugsmaktadr.

Bunlardan ilki Eumelanin, bu yap1 koyu kahverengi ile siyah bir pigmenttir. Bir digeri ise

Pheomelanin, bu yapinin kirmizimsi ile kahverengi yapida oldugu goézlenmistir [54]. Kriptokokal

10
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melanin tizerinde yapilan ¢alismalarda %0.4 siilfiir bilesimi ve %7.5’lik C/N icerdigi g6zlenmistir

[55].

Melanin yapisi Cryptoccocus enfeksiyonlarinda viriilansa doénts, melanin iiretiminin geri
kazanilmasiyla iliskilendirilmektedir. Zayiflatilmis viriilansa sahip izolatlarda daha az

polisakkarit kapsiil yapisi ve daha yavas biiylime orani gortilmustiir [56].

Lakkaz enzim spesifikliginden sorumludur. Kriptokokal lakkaz 624 aminoasit ve 14
intron iceren glikosile edilmis bir proteindir. Neoformans melaninlerinin ¢ogu Lacl tarafindan
ifade edilmektedir [52]. Lacl’in bozulmasi kriptokokal viriilansin 6nemli 6lciide azalmasina
sebebiyet vermektedir. Bu enzimin hem membranda hem de ¢6ziinebilir kisimlarda oldugu tespit
edilmistir [57]. Antikordan lakkaza yapilan calismalarda ise enzimin hem hiicre duvarinda hem
de sitoplazmada bulundugu goriilmiistiir. Lakkaz hiicrede farkh sekillerde lokalize olmustur.
Lacl’in hiicre duvarinda Lac2’'nin ise sitoplazmik oldugu halde Misaal ve arkadaslar1 Lacl’in
ortamdaki substrat ile karsilasmasinin daha muhtemel oldugu ve melaninin hiicre duvarina
biriktirilmesinden daha fazla tasinma gerektirmeyecegi bir yerde oldugunu agiklamislardir. Ayni
grup Lacl yoklugunda Lac2’nin ekspresyonu veya hiicre duvarindaki boslugu doldurmak icin
yeni bir protein lirtiniin iiretilmesi nedeniyle hiicre duvari ve sitoplazmaya lokalize olabilecegini

soylemistir [37].

Lakkaz aktivitesi, l-epinefrinin melanine oksidasyonu yoluyla 6lciilebilmekte ve Lacl
glikoz konsantrasyonu, sicaklik, mevcut azot kaynagi, demir iyonu konsantrasyonu ve bakir
konsantrasyonu ile diizenlenmektedir. C. neoformans lakkazinin l-dopa ile tepkimesi oksijen
tiiketimiyle sonuclanmaktadir. Glikoz aclig1 ve diisiik sicakliklar (37 © C'ye karsi 25 ° C), enzim
miktarin arttirmakatdir [57]. Lakkaz aktivitesinin 37°C'de diismesi, memelilerin bir viriilans
faktorii icin olagandis1 goriinebilmekte, ancak bu sicakliktaki azalmis aktivitenin,
melanalizasyonda hicbir farkliik tespit edilemediginden, kiigiik biyolojik etkilere
doniisebilmektedir. 25°C ve 37°C'de iiretilen C. neoformans lakkazi, elektroforetik mobilite ve
konkanavalin A baglanmasinda farkliliklar gosterir [57]. C. neoformans'in pigment lretme
kabiliyeti ayn1 zamanda biliylime i¢in saglanan azot kaynagina da baglhdir. Glutamin, asparajin ve
glisin gibi amino asitler giiclii pigment sentezi indiikleyicileridir. Laktamin aktivitesinde,
gliitamin ve (NH4) ,S04'ii enzim aktivitesini arttirma kabiliyeti ile biyokimyasal farkliliklar

kaydedilmistir. Glutamin, serotip B olanlar haric tiim izolatlarda lakkaz aktivitesini baskilar [58].

LAC1 transkripsiyonu demire ve bakira duyarlidir ve her iki iyon da CCC2 ve ATX

genlerinin yerlestirilme mutajenezi yoluyla gosterildigi gibi melanizasyon icin 6nemlidir [59]. Ek
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olarak, bakir, baz1 mutantlarda melanin eksikligi fenotipini bastirma yetenegine sahiptir ve
melanin diizenlemesine yardimci olan bakir iceren veya nakil enzimi olan bir sinyal yolunda rol
oynadigin1 gostermektedir. Bu, C. neoformans’in viriilans belirleyicilerinin uyumsuz bir
diizenlemesi oldugu gostermektedir. Ornegin, demir gibi kapsiiler polisakarit olusumunu

baskilayan uyaricilar lakkaz aktivitesini arttirmaktadir [37].

Lakkazin enfeksiyon sirasinda melanin irettigi ve demiri okside ettigine dair kanitlar
vardir [60]. Demir ayrica melanine baglanarak ve hiicre disi redoks tamponlama kapasitesini
arttirarak C. neoformans patojenitesini arttirabilir, boylece patojene oksidatif 6ldiirmeye karsi
daha iyi koruma saglamaktadir [37].

Yiiksek ¢ozilntrlikli mikroskopi teknikleri, melanin granulii yaklasik 40-130 nm
capinda, kabaca benzer boyutlara sahip ayri, kiiresel graniiller tarafindan olusturuldugunu ve
TEM analiziyle melanin graniilii iki ila bes katmanli bir es merkezli diizende diizenlendigini
ortaya koymustur. Ilging bir sekilde, tomurcuklanan hiicrelerden izole edilen melanin granulii
daha az melanine sahiptir, ancak ana hiicreye gére tomurcugun biiytikliigii arttikca daha kalin bir
melanin tabakasi gozlenmistir. Bu veriler, muhtemelen daha fazla melanin partikiili katmani
eklenerek melanin birikiminin yasla arttigin1 gézlemlemesiyle tutarhidir. Melanin olusumu ana
hiicreden melanin tiiretmek yerine tomurcukta da goriiliir ve tomurcuklanan hiicreler benzer
sekilde kendi kapstillerini olusturmaktadir [61].

Ortamda melaninin, C. neoformans'i, termo bozulma, radyasyon (UV, glines, gama) ve agir
metaller (glimiis nitrat) dahil olmak iizere ¢esitli gerilimlerden korudugu diisiiniilmektedir [62].

C. neoformans'in hidrolitik enzim sindirimine kars: koruma sagladigini gésteren in vitro
calismalar tutarlidir; ancak melanize edilmemis C. neoformans hiicreleri, hidrolitik enzimler
tarafindan bozulmaya karsi olduk¢a hassastir [63]. Tam koruma mekanizmasi belirlenmemis olsa
da melanin bozulmalarini 6énlemek i¢in baz hidrolitik enzimleri ve bunlarin alt tabakalarini
baglayabilmektedir [64]. Bu nedenle, melaninin kriptokok hiicre duvarinda biriktigi gz oniine
alindiginda, melaninin, hiicre duvari bilesenlerini, dogrudan hidrolitik enzimleri etkisiz hale
getirerek ve/veya substratlarla baglanarak ve mayay1 enzimlerden koruyarak korumasi
miimkiindiir. Ornegin melanin, C. neoformans'in asir1 sicaklik, nem ve asitlik derecelerinde
hayatta kalmasini kolaylastirir. Ayrica, melanin mayayi cesitli radyasyon tiirlerine kars1 korur
[55]. Organizmanin olasi ekolojik nislerinden biri ciirliyen aga¢lardir ve melanin iretimi C.
neoformans’in polifenol bilesiklerini par¢alama kabiliyeti ile iliskili olabilmektedir [37]. Melanize
mantar tiiri, Cernobil'deki hasarl reaktor gibi yiiksek sabit radyasyon seviyelerine maruz kalan
ortamlarda bulunmaktadir. Bu bulgu, niikleer reaktor havuz suyundaki bakterinin melanin
tireten tlrlerin kesfedilmesine ve laboratuvar gézlemine uygun olarak, melaninin radyasyondan

korumada rol oynadigini gostermektedir [65].
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Melaninin mikrobiyal viriilansa ve antimikrobiyal bilesiklere kars1 klinik direncine katkisi
genis bir sekilde gozden gecirilmistir [66]. Melanin, mantar1 konak immiin tepkisinden koruyan
ve bir immiinomodiilator olarak islev goren 6nemli bir viriilans faktoriidiir [67]. Melanin, in vitro
ve in vivo olarak fagositoza karsi C. neoformans direncini arttirmaktadir [68]. Melanin, mantar
hiicrelerini konakg1 efektor hiicrelerin iirettigi oksijen ve azot kaynakl oksidanlara karsi koruma

kapasitesine sahip gii¢lii bir antioksidandir [69].

Genetik calismalar, oksijene duyarli mutantlar ile melanin liretemeyenler arasindaki
baglantiy1 dogrularken, hiicresel arastirmalar, melaninin C. neoformans't hem konakel
hiicrelerden hem de oksijen azot kaynakli oksidatif hasardan korudugu hipotezini desteklemistir
[70].

Melaninin, immiin yanitlara miidahale ederek immiinomodiilator bir bilesik olarak C.
neoformans patojenitesine katkida bulunduguna dair énemli kanitlar vardir. Melanin ayrica C.
neoformans'a karsi immiin yanitta da rol oynayabilmektedir, ¢linkl degisik derecelerde melanine
sahip suslar farkli miktarlarda tiimor nekroz faktorii alfayi indiikler ve farkl sekilde T-hiicreli
lenfoproliferasyonu uyarir [71]. Tamamlayici sistem, 6zellikle en iyi fagositoz ve mantar temizligi
ile sonuglanan polisakkarit kapsiil tizerine C3 tamamlayici fragmaninin biriktirilmesiyle
kriptokokal enfeksiyonlara karsi direncte kilit bir rol oynamaktadir. Melaninler, tamamlayiciy1
aktive etme kabiliyetine sahip olmalarina ragmen, kriptokok hiicre duvarinda bulunmakta ve bu
nedenle, cevreleyen polisakarit kapsilii nedeniyle hiicre disi ortama 6nemli Ol¢lide maruz

kalmalar1 muhtemel degildir [37].

Bu nedenle, melaninin, kapsiil kii¢iik olmadik¢a veya belirgin bir sekilde bozulmadikga, C.
neoformans enfeksiyonu sirasinda kompleman sisteminin bilesenleri ile etkilesime girmesi
imkansizdir [72]. Melanize C. neoformans hiicreleri, antifungaller amfoterisin B ve caspofungine
kars1 melanize edilmemis hiicrelere gére daha az hassastir. Amfoterisin ve kaspofunginin, mantar
belirtecine maruz birakilmadan 6nce melanin ile inkiibe edilmesi, antifungal aktivitelerini C.
neoformans'a kars1 antifungal aktivitelerini 6nemli 6l¢lide azaltirken, itrakonazol, flukonazol ve
flusitozin inkiibasyonunun antifungal etkinlik {izerinde etkisi olmamistir [73]. Ayrica, melanin
graniilleri arasindaki siki bosluklar, amfoterisin B (molekiiler kiitle, 924 g / mol) ve kaspofungin
(molekiil kiitlesi, 1.093.5 g / mol) gibi biiyiik ilaclarin C. neoformans hiicrelerine girmesini
engelleyebilmektedir [66]. Melanin, C. neoformans'in hayatta kalmasina ve patogenezine katkida
bulunan bircok hayati rol oynar ve maya hiicrelerinin akcigerden beyine yayilmasi icin lakkaz

gerekmektedir. Ancak, melanizasyon stireciyle ilgili detaylarda hala bazi eksiklikler vardir.
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2.5 Hiicre Duvari

Mantar hiicre duvarlari, temel olarak polisakaritler, proteinler, mannoproteinler ayrica
lipitler, pigmentler ve inorganik tuzlar dahil olmak iizere farkli bilesenlerden olusmaktadir.
Temel gerceve genel olarak korunmakla birlikte, polisakkaritler hiicre duvarinin yaklasik %80-
90'1in1 olusturmakta olup, mantar krallig1 arasinda 6nemli bir ¢esitlilik vardir. Yaygin olarak hiicre
duvari yapisinda glukoz (a ve B-glukan), mannoz (proteine bagh N ve O baglantili mannan) ve N-
asetilglukosamin (kitin) polimerleri bulunmakta ve hiicre ¢eperinin sentezi ve bakimi ¢ok sayida

biyosentetik ve sinyallesme yolu icermektedir [38].

Cryptococcus'un hiicre duvarinin biyokimyasal analizi, hiicre duvarinin dis tabakasi ile
baglantili olan ekzopolisakkarit kapsiiliiniin varlig1 ile karmasiklasmistir. Cok bol miktarda
bulunan kapsiiler glukuronoksilomannan ve galaktoksilomannan polimerleri, hiicre ceperi ile
birlesir ve standart polisakarit analizine miidahale etmektedir. Bu sorunun asilmasi ve hiicre
duvar1 kompozisyonunu tanimlamak icin cap67A ve cap59 gibi kapsiili olmayan suslar
kullanilmistir [74]. Bu ¢alismalar kriptokokal hiicre duvarinin a-1,3-glukan,-1,3- ve (3-1,6
baglantili glukanlar ve kitin icerdigini ortaya koymustur. Bu calismalara dikkat cekilmesi, kapstilii
olmayan mutantlardaki kusurlarin iyi tanimlanmadigindan, kapsiil olmayan duvarin vahsi tip C.
neoformans duvari icin iyi bir model oldugu ag¢ikea tespit edilmemistir. Ek olarak, C. neoformans,
bitkisel hiicre duvari kitinin etkisiz hale getirilmis tiirevi olan kitosani 6nemli miktarda

icermektedir [75].

Monosakarit analizi, glukoz ve N-asetilglukozamin / glukozaminin, sirasiyla %86 ve %7.3
oraninda saflastirilmis hiicre ceperleri iceren iki birincil seker oldugunu belirlemistir [74].
Kriptokokal hiicre duvarinin ayrica mannoproteinler, lipitler ve pigment melanin dahil olmak

lizere polisakkarit olmayan bilesenler icerdigi gosterilmistir.

Cogu hiicre ¢ceperi polisakariti, plazma zarinda bir sentaz proteini ile sentezlenmektedir.
Bu enzimler, sitoplazmada bulunan niikleotid, seker alicilarindan seker monomerlerinin
degisimini katalize etmek icin alanlar paylasan mantarlar arasinda yiliksek oranda
korunmaktadir. Olusan zincir uzadik¢a, diger hiicre duvari bilesenleri ile son baglanma igin

sentaz proteini tarafindan olusturulan plazma membraninda bir gézenek iginden gecirilmektedir.
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2.5.1 a-1,3-glukan

Hem patojenik hem de patojenik olmayan bir¢cok Cryptococcus tiirtiniin hiicre
duvarlarinda a-1,3-glukan bulundugu gosterilmistir [74]. Immiinoelektron mikroskopi
calismalari, 6ncelikle dis hiicre duvarina a-1,3-glukani lokalize etmistir. Polimere serpistirilmis
baskin baglanma glikozlari i¢in a-1,3-glukan olarak adlandirilirken, baglantilarin yaklasik % 3'i

a-1,4'tir [74].

2.5.2 3-1,3-glukan

S. cerevisiae ve diger ascomycetous funguslarinda 3-1,3-glukan major yapisal bir bilesen
olup toplam hiicre duvari kiitlesinin %30 ila %60'1n1 iceren en bol $-glukandir [76, 77]. Bu yiizde
C. neoformans'ta belirgin derecede diistiktiir [74].

Bununla birlikte, C. neoformans, -1,3-glukan inhibitorlerine karsi daha az hassastir [78]. Bu
duyarhlik eksikligini aciklamak icin literatiirde birkac¢ hipotez 6ne siiriilmiistiir. Bir olasilik, C.
neoformans'in duyarh ascomycetlerden daha az 8-1,3-glukan icerdiginden, sentezini bloke etmek
yeterince zarar vermez. Thompson ve dig. C. neoformans'in tek bir FKS1 genine sahip oldugunu

ve bunun silinmesinin yasayabilirlik kaybina neden oldugunu bulmustur [79].

2.5.3 Kitin / Kitosan

1,-1,4-bagh N-asetilglukosaminin (GIcNAc) bir homopolimeri olan kitin, kabuklularin
kabugunda ve neredeyse tim mantarlarin hiicre duvarlarinda ve dogada en bol bulunan
polimerlerden biridir. Kitin zincirleri H + yapistirma yoluyla mikrofiber brilyalar halinde

diizenlenmekte ve boylece hiicreye miikemmel bir gii¢ ve saglamlik kazandirmaktadir [80].

Kitinin etkisiz hale getirilmis sekli olan kitosan, genellikle dogada, kitinden daha az
miktarda olup bir¢ok mantar tiriiniin hiicre duvarinda bulunmaktadir. S. cerevisiae ve diger
ascomycetes'ler, askosfer duvarinda sadece kitosan icermektedir [81]. Bu nedenle, ilk kitosan
tretimi ¢alismalari, hiicre duvari kitosaninin énemli seviyelerini tireten M. rouxii kullanilarak
yapilmistir [82]. Kitosan, N-asetilglukozaminin glukozamine CDA'lar tarafindan enzimatik
doniisiimi yoluyla kitinden elde edilmektedir [83]. Bliyiime evresindeki Cryptococcus hiicreleri,

kitinin> %65'ini deasetilat etmektedir [84].

Melanin pigmenti, hiicre g¢eperi ile baglantili bir kriptokokal viriilans belirleyicisidir.

Melanin iiretemeyen C. neoformans suslari, virtilansi ve makrofajlar tarafindan fagositoza ugrama
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oranini azaltmistir. Melanin immiinojeniktir ve hiicre duvarindaki varligi, biiylimeyi onleyen
antikorlarin liretilmesini saglamaktadir. Melanize hiicreler, antifungallere karsi artan bir dirence
sahiptir. Melanin sadece enfeksiyonda degil, ayn1 zamanda ¢evrede de dnemli fonksiyonlara
sahiptir. Toksinler, asir1 sicaklik ve UV de dahil cevresel strese karsi korunma icin kritik 6neme

sahip olup redoks tamponu olarak islev gorerek oksidanlara karsi koruma saglamaktadir [85].

Melanin, lakkazin etkisiyle liretilmektedir. C. neoformans genomu, iki glikoz icermekte
olup bunlar; LAC1 ve LAC2'dir. ilki glukoz aclik kosullar: altinda baskin aktiviteye sahip olan bir
hiicre duvar ile iliskili enzimi ifade eder [86]. C. neoformans melanininin yapisinin fenol ve
indoliin ¢capraz bagh polimerleri oldugu diisliniilmektedir. Melanin hiicre duvari polisakaritlerine
veya proteinlerine capraz baglanabilen oldukca kararl bir ag olusturmak icin hiicre duvarinda
biriktirilmektedir. Melanin, sitoplazmay, lipidleri ve proteinleri gideren sert kimyasal islemlere
direncli olup, hiicre seklini koruyan melanin "hayaletlerinin" liretilmesine neden olmaktadir. Bu
melanin hayaletleri taramali ve transisyonel elektron mikroskobu, atomik kuvvet mikroskobu ve
niikleer manyetik rezonans ile kapsamli bir sekilde analiz edilmistir [87]. Bu arastirmalar,
melaninin, hiicre duvarinda, 40 ila> 100 nm arasinda degisen ve 10 ila 300-diameter caph
gozenekler iceren yogun paketlenmis graniillerin konsantre katmanlarinda biriktirildigini ortaya

koymustur. Yasla gozenekler azalirken melanin tabakasinin kalinlastigi goériilmiistiir [87].

Kapsiilii olmayan ve kapsiillenmis kriptokok hiicrelerinin transmisyon elektron
mikroskobu ile incelenmesiyle hiicre duvarinda zara bagh vezikiillerin varligl ortaya
cikarilmistir. Bu vezikiller, kapsiil bileseni olan glukuronoksilomannan, proteinler, pigmentler
(melanin) ve glukosilseramid dahil olmak iizere gesitli yapilari igerir. Melaninin, daha sonra hiicre
duvarina hapsolmus ve kiiresel melanin graniillerini {ireten bu vezikiillerin icinde sentezlendigi
varsayllmistir [38]. Hiicre duvari bir zamanlar kati, statik bir yap1 olarak goriilmesine ragmen
mevcut goriiniimi, yliksek dereceli hiicresel yapilarin biiylimesini, boliinmesini ve gelisimini
hesaba katarak yeniden diizenleyen dinamik bir organeldir. Bazi hiicre duvar: bilesenleri, cesitli
dis kosullara yanit olarak yukari veya asag1 dogru diizenlenebilmektedir. Mantar hiicre duvari
birka¢ farkli bilesen icermekte olup yapilar1 ve sentez mekanizmalari hakkinda c¢ok sey
anlasilmaktadir. Bununla birlikte, bu bilesenlerin nasil yeniden diizenlendigini ve birbirine nasil

baglandigi heniiz tam anlasilamamistir.

Hiicre duvari diizenlemesi, bitkisel biiyiime sirasinda tomurcuklanma ve hifler gibi
karmasik ciftlesme yapilarinin olusumu icin esastir. S. cerevisiae ve diger mantarlarda kitinaz
tomurcuk olusumu i¢in esastir ve cinsel tiremeye katilmaktadir. Cryptococcus, dort kitinaz genini

ve bir tek N-asetilheksosaminidazi (HEX1) kodlar. ilginctir ki dért kitinaz geninin ya da tigiiniin
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HEX1 ile kombinasyon halinde silinmesi, Cryptococcus’'un cinsel gelisimini engellemesine
ragmen, aseksiiel biliylimeyi olumsuz etkilememistir [88]. Bu veriler, C. neoformans'da
tomurcuklanma sirasinda hiicre duvarinin yeniden yapilanma mekanizmasimin diger

mantarlardan ¢ok farkli oldugunu géstermektedir.

2.5.4 Fosfolipaz B1

Hiicre dis1 proteom analizinde tespit edilmeyen birkac¢ sifreleme proteini de hiicre
duvarinda lokalize edilmistir. Bu protein viriilans faktoéri olan Plb1'dir [89, 90]. Plb1, memeli
plazma membraninda ve pulmoner ylizey aktif maddede bulunan fosfolipidleri hidrolize
edebilmektedir ve konake1 akciger dokusunun istila edilmesi ve enfeksiyonun yayilmasi icin
gereklidir [89, 90]. PIb1’in hiicre duvarinda yogunlasmis olup hiicre ylizeyinden salgilanan

kriptokokal plazma zarinda bulunmustur [91].

2.5.5 Lakkaz

C. neoformans hiicre duvarindaki bir baska 6nemli protein, melanin pigmentinin
tiretiminden sorumlu iki enzimden biri olan lakkaz 1'dir (Lacl). Lakkaz ayrica normalde
makrofajlarin fagolizozomunda biriken toksik demir bagimh fenton iirtinlerinin olusumunu da
onler, bu da makrofajlar i¢indeki C. neoformans'in hayatta kalmasinda lakkaz igin olasi bir rol
oldugunu gostermektedir. Lakkaz, viriilans icin agik¢a dnemlidir. Bir Lacl susu, intraven6z bir
fare enfeksiyon modelinde viriilansi hafifletmistir [92].

C. neoformans ayrica, baz1 kanonik olmayan proteinlerin kriptokok hiicre duvarinda
bulunmasina ragmen, birgok mantar tiiriiniin hiicre duvarlarinda kolayca bulunan PIR protein
sinifina yonelik belirgin homologlardan yoksundur. Hiicre duvarinin temel bilesiminin 6tesinde,
diger belirgin Ozellikler arasinda melanin biriktirme kabiliyeti, kapsiiler polisakaritler ile
birlesme ve go6zle gorilebilir tomurcuklanma icin gerekli olan kitinazlarin gerekliligi

sayilabilmektedir [37].

2.6. MAT Lokusu

Mantarlarda seksuel ilireme, hiicre tipi kimligi, hiicre hiicresi flizyonu ve zigotu
diizenleyen ciftlesme tipi (MAT) lokusu olarak bilinen genomun 6zel bir bélgesi tarafindan
yonetilmektedir. Biprotlarik mantarlarda iki cins cinsiyet vardir; bipolar ve tetrapolar. Bipolar
tiirlerde cinsiyet, genellikle biallelik olan tek bir MAT lokusu tarafindan yonetilirken, tetrapolar

tirlerde, genellikle cok alelikli olan iki baglantisiz MAT lokusu, cinsel iiremeyi koordine
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etmektedir [120]. Bu genomik bolgenin fungal biyolojide tiirlerin kimligi ve basarisindaki
merkezi 6nemine ragmen, filum icindeki tiirler arasinda 6nemli 6l¢iide farklilik géstermektedir.
Genel bir prensip MAT lokusu DNA baglanma transkripsiyon faktorleri ile kodlamaktadir ve

bazidiomicetlerde MAT lokusu feromonlari ve feromon reseptorlerini de kodlanmaktadir [37].

Son zamanlarda yapilan arastirmalar, mantarlarda ve cinsiyet kromozomlarinda MAT
lokuslarinda muazzam plastisite ve metazoanlarda fonksiyonlarin1 ortaya koymaktadir.
Cryptococcus neoformans ve Cryptococcus gattii, insanlarda ve hayvanlarda zatiirree ve menenjite
neden olan basidiomicet maya patojenleridir. Her iki tiirtin de a ve a hiicrelerini iceren bir bipolar

ciftlesme sistemine sahip oldugu bilinmektedir.

C. neoformans serotip A ve C. gattii popiilasyonlarinin benzersiz bir 6zelligi, klinik ve
cevresel izolatlarin biiylikk cogunlugunun (> A serotipinde >%99.9), a ciftlesme tipinin
popiilasyonun ~% 10'unu olusturdugudur. Afrika'daki Sahra alti bolgesinden izole edilen

popiilasyon disinda, olduk¢a nadir goriilmektedir [121].

Klinik ve gevresel izolatlar arasinda o ve a hiicrelerinin prevalansi arasindaki siddetli
carpilma, MATa hiicrelerinin bazi kosullar altinda MATa hiicrelerine gore daha uygun olabilecegi
hipotezine yol agmistir. Kongenik a ve a suslarini karsilastiran viriilans ¢alismalar1 yapilmistir.
Her iki serotip D JEC20 / JEC21 ve NIH433a / NIH433a arka planlarinda, a hiicreleri bir hiicreden
daha virtilenttir [122]. Bununla birlikte, D B-3501 serotipinde, kongenik suslar (B-3501a / B-
3501a) esit derecede virtilenttir. Kongenik serotip A susu H99 (MATa) ve KN99a susu arasinda
viriilansta bir fark gozlenmemistir, ancak iki sus farelere koinfekte edildiginde, a hiicrelersi,
merkezi sinir sistemine girmek i¢in kan-beyin bariyerini gegme konusunda daha biiytk bir
yetenek gostermistir [123]. Ek olarak, monokaryotik meyvelerden gecme yeteneginin ise «

hiicrelerine bagh oldugu gosterilmistir [37].

Ciftlesme tipi, viriilans ve gelisme arasindaki ilging baglantilar, MAT lokusunun molekiiler
dogasina olan ilgiyi yogunlastirmistir Moore ve Edman, diferansiyel klonlama ile a tipine 6zgii ~
35 ila 45 kb'lik bir bolge belirlemislerdir, bu da MAT'in diger bilinen mantarlara kiyasla C.
neoformans'da genisledigini géstermistir [124]. Bu lokus igerisindeki ciftlesmeyle ilgili genleri
tanimlamak icin, alt klonlamadan tiiretilmis cesitli fragmanlarla hiicrelerin transformasyonu ve
a-hiicrelerinde konjugasyon tiipii olusumunu indiikledigi 2.1 kb'lik bir bélgenin oldugu
bulunmustur. Dizi analizi, bir acik okuma cergevesinin diger mantar feromon onciileri ile
benzerlik paylastigini ortaya koymustur [124]. Bu gen, MFal'dir ve MAT lokusunda tanimlanan
ilk gen olmustur. Diger karakterizasyon, STE11, STE20 ve STE12 iceren mitojenle aktive olan
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protein kinaz (MAPK) sinyallesme katilan genlerin, ~ 50 kb'lik bir MAT bdélgesine gomiilii
oldugunu ortaya ¢ikarmigtir [125]. iki ilave feromon geni, MFa2 ve 3, feromon reseptorii CPRo
(STE3a) ve bir MATa'ya 6zgii miyosin geninin, MAT lokusunun, C. neoformans’da en az ~ 50 kb'ye
¢ikmis oldugu bulunmustur [125].

SXI1a'nin kesfi (~ 55 kb) daha 6nce tanimlanmis olan MAT lokus bolgesinden, ya
SXI1la'min ikinci bir MAT lokusunu temsil ettigini ya da MAT biiytkliigiiniin beklenenden daha
biiylik oldugunu 6ne siirmiistiir. MAT'1n tam molekiiler yapisini belirlemek icin, Lengeler ve ark.
MAT lokusunu, JEC20 (a) ve JEC21 (o) serotipinden ve H99 (a) ve 125.91 (a) serotipinden A
suslarindan klonlanmis ve dizilmis niikleotit sekansi ve sinten analizlerine dayanarak, MAT
biiyiikliigiiniin ~ 105 ila ~ 130 kb arasinda oldugu ve C. neoformans'in MAT lokusunun, tipik
olarak bilinen diger bir¢cok fungal MAT lokusuna kiyasla ¢arpici sekilde genisledigini gosterir
[120].

Tim MAT lokusu, genetik bir hacta tek bir birim olarak kalitilir, bu, kendi kendine
dogurgan ve steril bir soy olusmasini 6nleyen cinsiyet belirleyici bolgelerin kilit bir 6zelligi olan
rekombinasyonun lokus boyunca bastirildigini gésterir [37]. Ayrica MAT, 10 geri capraz dizisinde
stabil bir sekilde kalitsaldir, ¢linkii orijinal ebeveynlerile 10 geri ¢caprazdan tiiretilen soy arasinda
Southern blot analizinde bir fark gézlenmedi ve ayni zamanda rekombinasyonun bu boélgede

bastirildig fikrini destekledi [37].

Bu genisletilmis MAT lokusunun gen igerigi nedir? Dizi analizleri, bu lokasyonda ~ 25
genin, ~%50 MAT igeren kodlandigini ortaya koydu. Coklu transpozon kalintilari ve tekrarlayan
diziler de hem a hem de allellerde bulunur [37]. MAT'ta kodlanan genler arasinda, homeodomain
proteinleri ve feromon / reseptéor (P / R) genleri, Ustilago maydis gibi tetrapolar
bazidiomycetlerde evrensel olarak bulunan cinsiyet kimligi icin beklenen merkezi
regiilatorlerdir. Tetrapolar mantarlarda, baglanmamis iki MAT lokusundan biri homeodomain
proteinlerini kodlar ve digeri feromonlar1 ve feromon reseptorlerini kodlar. Cinsiyet belirleme
icin kritik olan bu bilesenlere ek olarak, eslesmede rol oynayabilecek birkac¢ gen de lokiise dahil
edilmistir. Ornegin, feromon sinyallemesinde yer alan STE20 a/a, STE11 a/a ve STE12 a/a ve
SPO14, RUM1 ve BSP1 mayoz veya sporiilasyona katilabilir. CID1, Schizosaccharomyces
pombe'da S-M kontrol noktasi kontrolii icin gerekli olan bir proteindir [126].

Farkli serotipler ve ciftlesme tiirleri arasindaki gen igerigi, benzer bir atadan ayrildiklarini

diistindiiren olduk¢a benzerdir. Bununla birlikte, gen diizeni, farkl ciftlesme tiirleri, cesitleri ve

kardes tiirleri arasinda daha uzun mesafelerde tutuldugu MAT disindaki dizilerin aksine genis bir
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diizenlemeye tabi tutulmustur [37]. Istisnalardan biri, MAT lokusunun ayrilmaz bir par¢asi olmak
yerine, her iki bolgedeki a allelini sabitleyen gen doniisiimiiniin neden oldugu, serotip D soyunda,
yan bolgede ti¢ genin (IKS1, BSP3 ve NCM1) mevcut olmasidir. Ciftlesme tiirleri, atalardan bir alel
kaybiyla sonuc¢landi ve sonuc olarak bu genleri MAT'tan ¢ikardi [37].

U¢ Cryptococcus soyunda MAT genlerinin filogenetik analizleri, MAT lokusunun
genlerinin dort farkh tabakaya siniflandirilabilecegini géstermistir. ilk kategori, feromonlar ve
feromon reseptorleri gibi genleri ve MAPK sinyal yolunda yer alan genleri iceren “eski simiftir”.
Ciftlesme tiiriine 6zgu bir diizende kiimelenirler. “Orta I” ve “orta II” olarak adlandirilan ikinci ve
liclincli kategoriler, ayn1 zamanda bir eslesme tiiriine 6zgii bir diizende kiimelenen genlerdir,
ancak iki eslesme tiiriintin alelleri daha yiiksek bir benzerlik yiizdesini paylasir; bu nedenle, iki
allel arasindaki filogenetik desen eski sinif kadar farkli degildir. Son kategori, tiire 6zgl bir
filogenetik oriintli sergileyen genlerden olusan “yakin sinif” dir ve a ve a alelleri arasindaki
dizi%90'dan fazla niikleotit kimligini paylasir. MAT genlerinin filogenetik agaclarinin farkl
desenleri evrimsel kokenlerini yansitir ve bu genlerin evrimin farkli zaman noktalarinda
kademeli olarak elde edildigini gdsterir [37]. Bu analizler, Cryptococcus MAT lokusu icin bir model
Onerisine yol agmistir. Fraser ve dig. bu alisilmadik sekilde biiyiik MAT kiimesinin, bir lokusun
homeodomain protein transkripsiyon faktorlerini kodladig1 ve digerinin feromonlari ve feromon
reseptorlerini kodladig bir atalara ait tetrapolar sistemden gelistigini ileri siirdii. iki atalarin
bulundugu yer bir dizi gen edinimi ile genisledi ve bir kromozomal translokasyon gerceklesti ve
iki kiimeyi bir ¢iftlesme tipinde bir bitisik MAT aleline birlestirdi. Bu gecis asamasinda, alellerden
biri, baglanmamis iki MAT lokusundan bir tek MAT lokusuna gecisi tamamlarken, digeri hala
baglanmamis iki MAT lokusu sergiler. Ikinci alel iki MAT LAC1'min birbirine paralel
rekombinasyon yoluyla flizyonu yapildigi zaman bipolar duruma daraltilmis olan bu gecisli

eslesme durumunu "tripolar” olarak adlandirilmistir [37].
2.7. Ureme Yapisi

Cryptococcus neoformans ve Cryptococcus gattii, otuz yildan uzun bir siiredir bilinen bir
seksuel dongiiye sahiptir [93]. Her iki tiirde, ciftlesme tipi (MAT) lokusu tarafindan

diizenlenmekte olup bipolar ciftlesme sistemine sahiptir ve ciftlesme, karsit ciftlesme tipindeki

(a ve a) hiicreleri arasinda gergeklesmektedir (Sekil 3).
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Sekil 3. Crptococcus Ureme Yapisi (MAT)

a ve a haploid maya hiicreleri, besin sinirlayict kosullar altinda a-e hicre hucre
flizyonunu tetikleyen peptid feromonlar1 salgilamaktadirlar. Fiizyondan sonra, hiicreler
filamentli biiyiimeye gecerek iki c¢ekirdekli birlesme olugmaktadir, ancak ortaya cikan
dikaryotik hifada kaynasma ger¢eklesmemektedir. Kelepge hiicreleri, iki ¢ekirdegin hifal
biiyiime sirasinda tam olarak ayrildigindan emin olmak i¢in olusturulmaktadir. Blastosporlar
(maya benzeri hicreler) hifadan tomurcuklanabilmekte ve mitotik olarak bélinebilmektedir.
Bazi hifal hiicreler de biiyiiyiip klamidyosporlar1 olusturabilir. Bazidiumda, iki ¢ekirdek (a ve
a), dort bazidiospor zinciri olusturmak i¢in kaynasir ve mayoz olusturur. Hiicre flizyonunun
hemen ardindan a ve a haploid maya hiicreleri arasindaki niikleer flizyonun takip edildigi

durumlarda, heterozigos diploid a / a maya hiicreleri olusturmaktadir. Bu diploid hiicreler
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kaynagsmamis kelepge hiicreleri ile monokaryotik hifa iiretmektedir. Sonunda da basidiumda

mayoz ortaya ¢ikar ve a ve a ¢iftlesme tiplerine sahip basidiosporlar tiretilmektedir (Sekil 3).

Ayni cinsiyette ¢iftlesme sirasinda ise bir ¢iftlesme tipindeki hiicreler, endoduplikasyon
veya hicre-hiicre ve niikleer flizyon ile diploid hale gelmektedir. Diploid monokaryotik hifa,
onceki hiicreye kaynayan ilkel kelepce baglantilar1 olusturmaktadirlar. Blastosporlar ve
klamidosporlar da meyvelerde iiretilmektedirler. Ardindan basidiumda mayoz gergeklesip
haploid bazidiosporlar dort zincir halinde Uretilmektedir. Alternatif bir modelde, haploid a
hicreleri, haploid c¢ekirdekli monokaryotik hipha dretir ve diploidizasyon, bazidiumda
meydana gelmekte ve bunu takiben sadece o ya da sadece a ciftlesme tipine sahip sporlar

iiretmek i¢in mayoz boliinme ger¢eklesmektedir (Sekil 3).

1966'da Shadomy ve Utz, sarkoidozu olan kriptokokal seliilit ve osteomiyeliti olan bir
hastadan izole edilen bir C. neoformans (Coward susu = NIH12) susunda hiphal olusumunu
bildirmistir. Ik olarak, tiiriin Cryptococcus cinsinin hipha yoklugundan dolay1 o zamanki tam
kriterlerinden biri olan C. neoformans'in hif olusturucu bir mutanti oldugunu varsaymislardi.
Daha sonra, Shadomy, NIH12 susu da dahil olmak tzere iki C. neoformans susu tarafindan
olusturulan hiphada bazidiomicet mantarlarin bir 6zelligi olan kelepge baglantilarini gézlemledi

[37].

Kwon-Chung kelepce baglantisinin, Bazidiomigetlerin bir 6zelligi oldugunu ve yalnizca C.
neoformans'in nadir goriilen suslarinin kati besiyerinde hif iirettigini ve C. neoformans'in seksuel
dongiisiinli tamamlamak icin cinsel agidan uyumlu suslarla ciftlesmeyi gerektiren heterotallik bir

bazidiomigcet olabilecegini belirtmistir [37].

Ciftlesme icin uyumlu soylarin var olup olmadigini belirlenmesi amaciyla, NIH12 susu
(serotip D) cogunlukla cevresel kokenli olan ve rastgele segilen 20 serotip D susu ile
caprazlanmistir. Test edilen 20 sustan, ikisi giivercin diskilarindan elde edilmis NIH430 ve
NIH433 olup NIH12 ile ciftlestirilmis ve bilinmeyen bir teleomorf iiretmistir. Kalan 18 sus da,
NIH433 ve NIH430 ile basaril bir sekilde eslestirilmistir ve bu zit ¢iftlesme tiplerinin kayda deger
bir oranini ortaya koymustur. Bu 20 sus ile ciftlesme sonuclarina dayanarak, Filobasidiella
neoformans, C. neoformans'in cinsel durumu olarak tanimlanmistir. Filobasidiella cinsini,
Basidiomycota'nin diger liyelerinden ayiran 6zelligi, flask-sekilli ince holobasidia'nin tepesinde

dort adet uzun baziptal kiiciik bazidiosporun (1.8-2.5 inm ¢apinda) zincirlerinin olusmasidir [94].
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Bazidiospor zincirleri, doért bolgeden basidianin zirvesinden tekrarlanan tomurcuklanma ile
tiretilmekte ve her bir bazidiospor, postmiyotik mitozun bir triiniidiir [94].

Cinsel lireme genetik olarak farkl cinsiyetler arasinda ciftlesme tipi lokusu (MAT) ile
genetik olarak diizenlenir bu bolge genellikle idiomorf veya alleler arasindadir. MAT'in molekiiler
yapisi ilk defa, tomurcuklanan maya Saccharomyces cerevisiae'de belirlenmistir. S. cerevisiae'da,
hiicre tipine 0zgii genlerin ekspresyonunu yoneten transkripsiyonel aktivatorleri ve
baskilayicilar1 kodlayan a ve a olmak tizere iki farkli MAT aleli gorilmiistir [37]. Alfa
hiicrelerinde a domain transkripsiyon faktor a1, a spesifik genin aktivasonunu eksprese ederken
a2 ise a-spesifik genlerin (asg) ekspresyonunu baskilar. a hiicrelerinde, a bélgesi transkripsiyon
faktorii al, a-spesifik genlerin (asg) ekspresyonunu etkinlestirmek ve a-spesifik genlerin (asg)
ekspresyonunu baskilamak i¢in homeodomain transkripsiyon a2'nin aktivasyonundan
sorumludur. Bir hiicrede asgs, homeodomain transkripsiyon faktorii al'in bagimsiz olarak ifade
edilir ve simdiye kadar, bilinen hicbir haploide spesifik fonksiyon al'e tanimlanmadi. Hem a hem
de o hiicreleri, uygun kosullar altinda mayoz gegiren Ugiincii hiicre tipi olan a / a diploidleri
olusturmak icin ¢iftlesme yetenegine sahiptir. Diploid hiicrelerde, homeodomain proteinler al ve
a2, haploid-spesifik genlerin ekspresyonunu bastirmaya ve mayoz ve sporiilasyonu yéneten

genlerin ekspresyonunu desteklemeye yarayan bir heterodimer olusturmaktadir [37].

Ascomycete soyundaki tiirlere ek olarak, MAT lokuslar1 Basidiomycota'da ve daha yakin
zamanda, mantarlarda bir bazal grup olan Zygomycota'da tanimlanmis ve karakterize edilmistir
[98]. MAT'1n gen igerigi tiirler arasinda degisir; bununla birlikte homeodomain, a-domain veya
High-Mobility Group (HMG) alanlarini koruyan transkripsiyon faktorlerinin, MAT lokusu
tarafindan kodlanmasi ve cinsel liremeyi yonetmek icin ana diizenleyiciler olarak islev
gormesidir.

C. neoformans, a ve « olmak tlizere iki ciftlesme tipini iceren iki kutuplu bir ciftlesme
sistemine sahiptir. MAT lokusu tarafindan kodlanan ~ 20 gen arasinda, homeodomain proteinleri
Sxila ve Sxi2a, hiicrelerin cinsel kimligini saglayan anahtar diizenleyicilerdir [95]. MAT lokusu
ilk 6nce genomdaki 50 kb'lik bir alani kapsayacak sekilde tanimlanmistir; ancak bu tanimlanan

MATa bolgesini diploid hiicrelerde silmek, a /  hiicre kimligini ortadan kaldirmamistir.

C. neoformans, dogada agirlikhi olarak haploittir ve beslenme sinirlandirmasina veya
spesifik sinyallere cevap olarak cinsel iireme (¢iftlesme ve mayoz) meydana gelmektedir. By, tipik
olarak dogada diploid olan S. cerevisiae'nin tam aksinedir. S. cerevisiae'de bol miktarda besin
varliginda haploid izolatlar arasinda eslesme olmaktadir, oysa mayoz azot sinirlamasi ve asetat
varligr ile tetiklenmektedir. Ek olarak, 1sitk ve sicaklik gibi diger cevresel ipuclar1 da C

neoformans'in giftlesmesini etkilemektedir [37].
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C. neoformans'in seksuel donglisiinliin kesfedilmesinden sonra, ciftlesmeyi saglayan
kosullar tanimlanmaya calisilmistir. i1k énemli bulgulardan biri, ¢iftlesmenin laboratuvarda rutin
olarak gerceklesmesine olanak saglayan V8 suyu iceren kati besiyerinde verimli bir sekilde
gerceklestiginin kesfedilmesidir [96]. V8, sebzenin suyundan iiretilip ve piyasadan kolaylikla
temin edilebilmektedir. SLAD (siiper diisiik amonyum dextrose) [50 uM (NH4) 2S04] ve filament
agar (ilave nitrojen kaynagi yok) gibi azot sinirlayici ortam da ¢iftlesmeyi destekler ancak V8
agar1 kadar verimli degildir. %2 glikoz, 38 uM (NH4) 2S04 veya her ikisinin eklenmesi, V8
ortaminda c¢iftlesmeyi engellemez ve bu nedenle, ¢iftlesmeyi destekleyen bazi aktif bilesikler, V8
ortaminda bulunmaktadir. Daha 6nceki ¢calismalar, aktif bilesiklerin suda ¢6ziliniir, 1siya dayanikh

ve 10 kDa'dan daha diistik bir molekiiler agirhiga sahip oldugunu géstermistir [37].

V8 suyuna ek olarak, havu¢ ve domates suyu da ciftlesmeyi desteklemektedir. Ayrica,
birkac Cryptococcus tiirii agaclardan ve fermente meyvelerden izole edilebilmekte, bu da C.
neoformans ve C. gattii'nin dogasinin cinsel liremesine katkida bulunabilecek potansiyel bitki-
mantar etkilesimlerinin olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu hipotezi kesfetmek i¢in, Arabidopsis
thaliana ve Okaliptiis camaldulensis fideleri, potansiyel mantar-bitki etkilesimlerini incelemek
icin model olarak kullanmilmistir. Bu modellerde, Xue ve ark. bitki yiizeyinde ciftlesmenin
olabilecegi kesfetmislerdir. Myo-inositol ve bitki hormonu indoleasetik asitin (IAA) ¢iftlesmeyi
uyardig1 tespit edilen bitki kaynakli iki ana bilesiktir [37]. Bitki doku kiiltiiriinde yaygin olarak
kullanilan Murashige ve Skoog (MS) besiyerinde, kolonilerin kenarlarinda bol miktarda
basidiospor zincirleri lireten C. neoformans'in saglam bir sekilde eslestigi gézlemlenmistir. V8
birlesme ortami ilizerinde sinirli miktarda spor ve filament lireten standart serotip A referans
suslart H99 ve KN99a icin bile, iki susu MS ortami lizerinde biriktirmek son derece bol
sporiilasyona yol agmaktadir. MS, tanimlanmis bir ortamdir ve miyoinositol (100 mg / litre) MS
ortamindaki c¢iftlesmeyi indiikleyen bilesik olarak belirlenmistir. Daha 6nce yapilan bir
calismada, V8 suyunun 16.675 mg / litre myoinositol icerdigi ve bu myoinositol seviyesini igeren
MS ortaminin saglam ciftlesmeyi destekledigi bildirilmistir. Bu nedenle myoinositol, V8 suyunda

Cryptococcus'un ciftlesmesini uyaran bir faktordiir [97].

Miyoinositol'e ek olarak, IAA'nin ayrica disiik konsantrasyonda (<100 mcM) ciftlesmeyi
artiran ve in vitro olarak myoinositol ile sinerjistik olarak etki eden baska bir bitki tiirevi bilesik
oldugu tanmimlanmistir. Bu ilgingtir, ¢linkii [AA'min S. cerevisiae istilacit biiylimeyi indiikledigi
gosterilmistir. Bu kanitlarin tiimii, dogadaki mantar-bitki etkilesimlerinin, C. neoformans ve C.

gattii'nin cinsel dénglisiinde 6nemli bir rol oynayabilecegini gdstermektedir [37].
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Isik, organizmalarin ¢ogunun algilayabilecegi ve yanit verebilecegi kritik bir cevresel
ipucudur. Mantarlarda 1s1k, sirkadiyen ritim, pigmentasyon, cinsel ve asekstiel tireme gibi bazi
fizyolojik ve gelisimsel siirecleri diizenlerken, bazi tiirler bunlara karsi kordiir [37]. Isik algilama
mekanizmalari, beyaz yakali proteinlerin (WC-1 ve WC-2) 151k tepkilerini diizenleyen merkezi bir
kompleks olusturdugu Neurospora crassa modelinde en iyi sekilde anlasilmaktadir.
Arastirmacilar C. neoformans'in 151k tepkisini, folyo icinde eslesen plakalarla ortiisme ciftlesmeyi
arttirirken, eslesen plakalar1 sabit beyaz 151k altinda birakmanin eslesmeyi engelledigini ortaya
cikarmistir. Molekiiler seviyede, korunan beyaz yakali genler BWC1 ve BWC2, 151k tepkilerini
diizenleyen fotoreseptorleri kodlamak icin tanimlanmstir. ilging bir sekilde, BWC1 ve BWC2
mutantlar zayiflatilmis viriilans sergiler, bu da ciftlesmeye ek olarak 1sik algilamanin C.

neoformans'in viriilansi icin de kritik olabilecegini diisiindiirmektedir [98].

Suve CO2 de C. neoformans'in giftlesmesini etkileyen ve her yerde bulunan iki sinyaldir. C.
neoformans'in ¢iftlesmesi kati ylizeylerde meydana gelmekte olup ve siv1 kiiltiirlerde hig¢
gozlenmemistir. Standart V8 eslesme ortami%4 agar igerir (normal ortam %?2 agar igerir) ve
eslestirmenin daha kurutulmus kosullarda (plaka kapaklarinda) daha dayanikli oldugu
gozlenmistir. Suyun nasil algilandig1 bilinmese de CO; ciftlesmede bircok rol oynamaktadir.
Yiiksek bir CO; konsantrasyonunda (%5), ciftlesmenin erken evresi boyunca hiicre-hiicre
flizyonu normal ortam kosullari ile (~%0.036) karsilastirildiginda <%1'e diisiiriilmektedir. Bu
muhtemelen yiiksek CO; kosullarinda ciftlesme isleminde feromon geninin indiiksiyonunun
erken inhibe edilmesinin bir sonucudur. ilging bir sekilde, cinsel gelisim kademesinin asag

akisindaki bir olay olan basidiospore olusumu icin CO2’nin gerekli oldugu goériilmiistiir [99].

C. neoformans genellikle kus diskilarindan izole edilmekte ve ¢alismalar, glivercin guano
iceren besiyerinin C. neoformans serotip D izolatlarinin biiylimesini ve cinsel gelisimini
destekledigini gostermistir [100]. Daha yeni bir calismada, Nielsen ve ark. ilging bir sekilde, hem
C. neoformans (var. grubii ve var. neoformans) hem de C. gattii'nin giivercin guano ortami
lizerinde yetismesine ragmen, her iki ciftlesme tipindeki hiicrelerin biriktirilmesi durumunda
sadece C. neoformans'in saglam bir sekilde ciftlestigini bulmuslardir [101]. Giivercin guano
besiyerinde kiiltiirlenen suslarda standart V8 eslestirme besiyerinde kiiltiire kiyasla daha fazla
filament, basidia ve basidiospor gozlenmistir. Aksine, giivercin guano besiyeri, C. gattii'nin tipik
olarak agaclardan izole edildigi ancak kus diskisindan izole olmadig1 gergegini
desteklememektedir. Bu bulgular, giivercin guano besiyerinin C. neoformans igin gercek bir
ekolojik nis oldugunu ve C. gattii'nin dogada cinsel déngliyii tamamlamak i¢in farkli cevresel

sinyallere cevap verebilecegini gostermektedir [101].
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Korunan sinyal yollarinin mantarlardaki gelisimi ve fizyolojik tepkileri diizenledigi
bilinmektedir. C. neoformans'ta bu korunmus yollarin birkacinin cinsel liremeyi dizenledigi
gosterilmistir. Bunlar arasinda, feromonla ve mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) sinyal
kaskadi ve besin algilayan cAMP yolu, 6karyotlarda en iyi anlasilan sinyalleme yollar1 arasindadir

[37].

Feromon sinyallesme yolu, Ascomycota ve Basidiomycota'da korunur. Bu yoldaki en fazla
akiskan bilesenin homologlar1 olan feromon reseptdrleri, bircok tiirde tanimlanmis ve
karakterize edilmistir [102, 103]. C. neoformans'da, MAT kodlu feromon reseptor genleri STE3a
(CPRa) ve STE3a (CPRa) feromon algilamasi ve cinsel gelisim icin énemlidirler [100]. Feromon
reseptorlerinin ekspresyonu, V8 birlesme ortami lizerinde c¢iftlesme sirasinda indtiklenir ve YPD
(maya 0zi, pepton, dekstroz) ortami gibi besin agisindan zengin kosullar altinda zorlukla
saptanabilmektedir. Feromon reseptorlerinden yoksun mutantlar ciddi ciftlesme kusurlari
sergilemektedir ve feromon algilamasl icin bozulmaktadir. ilging bir sekilde, STE3a mutantinin
bir murin viriilans modelinde daha az viriilan oldugu bildirilmistir, bu da konagin igindeki
viriilansin dilizenlenmesinde ilave roller oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Feromon
reseptorleri, reseptor aktivasyonu iizerine hiicreye sinyal ileten heterotrimerik G proteinlerine
baglanir. Ug G protein a alt birimi, Gpal, Gpa2 ve Gpa3, C. neoformans genomunda kodlanmigtir

[37].

2.8. Ekolojik Yap1

Genetik olarak izole edilmis C. neoformans, C. neoformans var. grubii (serotip A) ve C.
neoformansvar. neoformans (serotip D),% 95-96 ayn1 DNA dizi kimligini paylasmaktadirlar [104].
Ek olarak, diploid AD hibritleri genellikle cevresel numunelerden ve hasta numunelerinden izole
edilmektedir [105, 106].

C. neoformans'in dogal rezervuarlar1 olarak cok farkl iki habitat dikkat cekmektedir;
yabani giivercinlerin (Columba livia) diskilar1 ve ¢iirlimiis odun. Bir¢cok agac tiirtintin ¢lirimiis

bolgelerinden serotip A, D ve AD hibritlerinin sus izolasyonu yapilmistir [106].

C. gatti de C. neoformans ile benzer ortamlardan izole edilmistir. Mevcut kanitlar ¢lirtimiis
ahsabin C. gattii icin birincil ekolojik bir nis oldugunu ve cografi konumlara bagh olarak, cesitli
yerli agaclarin bu tiirii barindirabilecegini géstermektedir. Ornegin, C. gattii, Avustralya'daki
okaliptiis agaclarindan, Kolombiya'daki badem aga¢larindan ve giineybati Kanada'daki koknar
agaclarindan ¢ok uzun siire izole edilmistir. Buna karsilik, C. neoformans, giivercin diskisi ile iyi

bir yakinlhiga sahiptir [106, 107]. Cok daha az siklikla, diger kuslarin diskilar ile de iliskili
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habitatlardan izole edilmistir. Cryptococcus'un tiirleri fermantatik degildir ve subtropik

ortamlarda UV 15181 ve 44 ° C'nin lizerindeki sicakliklarda tiir inhibe edilmektedir [37].

Kus habitatlarindan yapilan izolasyonlardan baslayarak yapilan diski analizleri,
kurutulmus giivercin digkilarinin C. neoformans'in biiyiimesi ve zenginlestirilmesi icin
miitkemmel dogal bir substrat sagladigini belirlenmistir. Bu ortamda, maya hiicreleri yiiksek iire,
katekolamin ve diger azotlu bilesik konsantrasyonlarini katabolize edebilmektedir [108]. Ayrica
lakkaz iiretmektedirler ve UV radyasyonuna, asiri sicakliklara, oksidatif bilesiklere karsi bir
miktar koruma saglayan kus giibresiyle melanize olmaktadirlar. Melanin ayrica giimiisii ve diger
toksik agir metalleri selatlar ve bozunma enzimlerine karsi korumaktadir [109]. Ek olarak, kus
diskilan rakip veya zararh mikroplar1 engelleyebilmektedir. Ornegin, baz1 Candida ve Pichia
tiirleri, C. neoformans'a karsi aktif olan 6ldiiriicii toksinler iretmekte olup pH 4 ila 6'da aktif olan
bu 6ldiriici suslar, glivercin ve kanarya diskisindan izole edilmistir. Ancak, C. neoformans daha

asidik kosullari tercih edebilmektedir [110].

Bu gevresel nis, son derece iyi bir insan kriptokokoz kaynagidir. Giivercin gtibrelerinin C.
neoformans't barindirdig1 gorilen yerlerde, havanin maya hiicrelerinin veya bazidiosporlarinin
aerosollerini veya her ikisinin bir karisimi tespit edilmistir. Giivercin glibresinden izole edilen

maya hiicreleri minimal boyutta kapstiller olma egilimindedir [111, 112].

2.9. Cevre Ve Konak; Genomik Yaklasim

HIV ile uzun siiredir devam eden miicadele ve 1990'lerde yliksek derecede aktif
antiretroviral tedavinin (HAART) gelismesine ragmen, kriptokokozdan hala her y11 600.000'den
fazla insanin bu hastaliktan 6ldiigiinii tahmin ederek, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde bir
sorun olmaya devam etmektedir [37]. Cryptococcus tiirleriyle enfeksiyon genellikle AIDS'i
tanimlayan bir hastalik olarak kabul edilirken, Vancouver Adasi'ndaki C. gattii salgini, C.
neoformans tiirlerinin kompleksinin, konakg1 bagisiklik savunmasindan kaginmasi ve hastaliga
neden olma potansiyeli altindadir. 1999'da arastirma toplulugu icindeki bir grup, C
neoformans'in yalnizca tek bir 6karyotik genom dizisinin tamamlandig1 bir zamanda dizilebilme

olasiligini tartismistir [113].

2005 yilinda, birbirine yakin iki serotip D susunun genom dizisinin ilk raporu
yayinlanmistir. 19 Mb'de ve tahmini 6.500 genle, genom fiziksel olarak Saccharomyces
cerevisiae'nin genomunan yaklasik %50 daha biiytktiir, ancak benzer sayida gen icermektedir.

Siralama tamamlandiktan sonra li¢ C. neoformans susu icin ek aciklama asamasinda, A H99
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serotipi ve BR265 ve WM276 serotipleri agiklanmistir. Bu nedenle, C. neoformans arastirmacilari,
evrimsel ayrisma ve patojenik kabiliyette farklilik gosteren izolatlar1 temsil eden bes tam genom
sekansina sahip olmalariyla mikoloji arastirma toplulugu arasinda olagandist bir konumdadir

[114].

C. neoformans'in patogenezi hakkinda fikir edinmek i¢in baska bir yaklasim, viriilans
faktori olan lakkazi, virtilans icin bir tasiyict markér kullanarak mutantlari taramak olmustur
[115]. LAC1 geni tarafindan kodlanan lakkaz, C. neoformans'da, bir dizi immiinomodiilator
molekiil liretmek icin konak¢i hiicre katekolaminlerini kullanan iyi bilinen bir viriilans
faktoridiir. Enzim tarafindan iiretilen gériiniir melanin pigmentlerini in vitro olarak kullanir ve
boylece lakkaz mutantlar1 katekolamin iceren ortamlarda biiyiitiildiglinde kolayca beyaz
koloniler olarak tanimlanmaktadir. Tiim mutantlarin ayrica lakkaz yapisal genin mutantlarindan
cok daha biiyiik, azaltilmis viriilans gostermesi bakimindan sasirtici derecede basarili olmustur.
Bu, lakkazin kriptokok viriilansindaki merkezi roliiniin bir gostergesidir, sadece bir
oksidorediiktaz olarak enzimatik aktivite acisindan degil, ayni zamanda viriilans olarak

adlandirilan, virtilansla iliskili ekspresyon aglari icindeki merkezi yerlesimi sayesindedir [37].

1990'l yillarin basinda bir MATa ve MATa serotip D suslar seti gelistirilmistir [37]. En
yaygin kullanilan soy kiimelerinden biri haline gelmislerdir. Kongenik MATa ve MATa suslari
JEC20 ve JEC21 arasindaki viriilanstaki fark, ciftlesme tipi ve viriilans arasindaki baglantiy1
arastirmak icin alani etkilemistir [37]. Bu gozlem ile ayni suslari ters caprazlanmis ve bagimsiz
olarak yeniden tliretilmistir. Ancak durum susa bagh gériinmektedir, ¢iinkii bagimsiz bir konjenik

serotip D susu seti icin, MATa ve MATa ebeveynleri arasinda viriilansta bir fark yoktur [116].

Diinya capinda, A serotipi, C. neoformans'in klinik formu oldugu kadar cevresel formu
olarak da baskindir. Bu serotip icin genetik bir sistem, bir ciftlesme tipinin bir tlriiniin
tanimlandigr 2000 yilina kadar zor gibi goriinmiistiir [117]. Bununla birlikte, bugiin bile,
Botswana'da kii¢lik bir niifus ve Avrupa'da sporadik izolasyon disinda Amerika Birlesik
Devletleri dahil bircok alanda MATa tiirti bulunmamaktadir [118, 119]. Bu ciftlesme tipinde
kongenik ciftlerin gelisimi, serotip A suslarimi kullanarak genetik calismalar1 kolaylastirmistir
[37]. Bununla birlikte, bir¢ok serotip A susunun ciftlesme etkinligi serotip D suslarina goére daha
distiktiir ve hizli genetik analiz yapmak veya C. neoformans'ta cinsel siireci incelemek isteyen

arastirmacilar icin serotip D bir¢ok avantaj sunmaktadir.
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2.10. Cevresel Nis

Kriptokokoz vakalarina sirasiyla 100 ve 40 yil 6nce kesfedilen iki kardes tiir olan
Cryptococcus neoformans veya Cryptococcus gattii neden olmaktadir [127]. Cryptococcus tiirleri
cevrede bulunmaktadir ve bliyiimeleri sirasinda, maya hiicreleri bazidiosporlar ile hava yoluyla
bulasabilmekte, insanlar veya diger omurgalilar tarafindan solunabilmekte, konak¢ida dogal ve
immiin tepkiler ortaya c¢ikaran bir pulmoner enfeksiyon olusturabilmektedirler. Bu islem
sirasinda, maya hiicrelerinin latent veya uyku halinde olmasi gelecekte reaktivasyon potansiyeli
ile sekanse edilmesine veya merkezi sinir sistemine yayilma egilimi olan aktif hastaliklara yol
acabilmektedir. Bu sonuclardan bir veya daha fazlasi ortaya cikabilmekte olup bunlar birbirinden

ayr1 degildir sirayla veya ayni anda olusabilmektedirler [128].

Kriptokokal hastalikta ilerleme, tek veya multiorgan tutulumu ile subakut veya kronik
olabilmektedir. Bu olaylarin manifold varyasyonlar tarif edilmistir ve kiimiilatif kanitlar hemen
hemen her sistemik kriptokokal enfeksiyonun bireysel konakel ile sona erdigini gostermektedir
[129]. Omurgali konakgilarin spektrumu genistir. Cogu kriptokokoz vakasi, immiin yetmezligi
olan kisilerde goriilmektedir [130]. C. neoformans ve C. gattii'ye ek olarak, C. albidus, C. laurentii,
C. adeliensis, C. humicolus, C. uniguttulatus ve C. luteolusdahil olmak lizere baska bir¢ok

Cryptococcus tiiriiyle nadir enfeksiyonlar bildirilmistir [37].

Patojenik Cryptococcus'un cevresel izolasyonu, Friedrich Staib'in C. neoformans'in, niger
tohumlarn ile desteklenmis besiyerinde (Guizotia abyssinica) yetistirilmesiyle, hiicre
duvarlarinda melanin olusumuna neden olmustur ve bu fenotipin, kahverengi ile siyah renkte
koloniler lirettigini kesfetmistir [131]. Bu pigmentin olusumu, uzun melanin polimerleri iiretmek
icin cesitli difenolik substratlar: oksitleyen lakkaz ile katalize edilmektedir. Uygun bir substratta
birkac gtinliik bir biiylimenin ardindan koloniler, kolayca taninabilen bir renk ve zaman zaman
mukoit bir goériiniim kazanmaktadirlar. Staib’in agar besiyeri, klinik laboratuvarlarda C.
neoformans ve C. gattii tamimlarini onaylamak icin, 6zellikle steril olmayan numunelerde
(6rnegin, cilt, idrar) pozitif olarak reaksiyona giren patojenik mantarlar olarak

kullanilmaktadirlar [132].

Pigment olusumu yani melanin lakkaz enzimi ile olusturulmakta olup bu Cryptococcus
tiirleri icin onemli bir viriilans faktoridiir ve substratlar1 katekolaminler icermekteir. Hiicre
duvarlarinin melanizasyonu mayalar1 konak savunmasindan korumaktadir [133, 134].
Hiicrelerin, giivercin diskisinda biiytimesi gibi dogal kosullar altinda melanin {rettigi

gosterilmistir ve melanin, hiicreleri, metalik iyonlar, bozunma enzimleri, yliksek sicakliklar, UV
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15181 gibi olumsuz cevresel kosullardan korumaktadir [135]. Melanize kriptokok mayalari,
amipler ve balgik kaliplar gibi fagositik cevresel yirticilarla 6ldiiriilmeye karsi daha direnclidir.
Melaninin ve kapstlin birlesik antifagositik 6zellikleri, memelilere bulasabilme yetenegini

aciklayabilmektedir [136].

Cevresel drnekler toplandiktan sonra, Cryptococcus'un en iyi sekilde geri kazanilmasi icin
miimkiin olan en kisa slirede isleme alinmalari gerekmektedir. Staib'in besiyerinin mevcut
formiilasyonlari, niger cekirdegi ekstrakti, glikoz, agar, antibakteriyeller (6rnegin, kloramfenikol
ve gentamisin) ve bifenil ile tamamlanmaktadir [137, 138]. Kat1 ve yari-kati numuneler steril su
veya tuzlu su icinde kuvvetlice karnistirilip, partikiillerin ¢okelmesine izin verilip,
berraklastirilmis tst kisim seyreltilip, Staib'in agar1 lizerine ekimi yapilmaktadir. 30 °C'de
inkiibasyona birakilip giinliik olarak kahverengi goriiniim icin kontrol edilmektedir. Potansiyel

kriptokokal koloniler pasajlanip tanimlanmaktadir.

David H. Ellis, C. gattii'yi Okaliptiis camaldulensis'ten izole eden ilk kisidir. Bu bilimsel
kesif, aga¢ rezervuarlardaki Cryptococcus'un kiiresel arayisini ateslemistir ve sonunda C
neoformans ve C. gattii'nin bir¢cok agac tliriinde yasayabileceginin farkina varilmistir [37]. C.
gattii'yi herhangi bir ¢evresel numuneden izole etme prosedtirii C. neoformans igin tarif edilenle
aynidir. Bununla birlikte, C. gattii'nin kritik tanimlanmasi, sadece C. gattii'nin ortama mavi bir
renk verdigi diferansiyel besiyeri olan canavanin-glisin-bromotimol mavisi agarinin

gelistirilmesiyle saglanmistir [132].

C. neoformans ve C. gattii'nin tamimlanmasinin Otesinde, bu tiirlerin genetik
karakterizasyonu ve enfeksiyon kaynaginin yani sira kriptokokozun klinik belirtileri, yonetimi ve
prognozu ile ilgili tim sonuglar1 ayirt etmek gerekmektedir. Cryptococcus tiirleri 6karyot
olduklarindan, biiyiik genlere sahiptirler ve virtilans belirleyicileri poligenik ve karmasiktir.
Ornegin, C. neoformans ~20.2 Mb genom boyutuna, 14 kromozoma ve tahmini 6.500 gene sahiptir

[139].

2000’1i yillarin gelisiyle yeni verilerin hizli bir sekilde elde edilmesi, Cryptococcus'un
klinik ve cevresel izolatlarinin dnemli Olgiide fenotipik ve genetik cesitlilik gosterdigini
dogrulamistir. Bu ¢esitlilik, tarihsel ve /veya mevcut evrimsel siireclerin yani sira gen degisimi ve
kromozomal diizenlemeler icin ¢oklu mekanizmalar1 yansitabilmektedir. Ornegin,
Cryptococcus'un goze carpan, karsilastirmali genomiklerle ABD Pasifik Kuzeybati'sinda devam
eden benzersiz suslarin patlak vermesiyle, genetik bilgi alisverisinde bulunacak yeni

mekanizmalarin kesfedilmesiyle gosterilmistir [140].
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Yeni klinik veya cevresel izolatlar, anahtar fenotiplerle C. neoformans veya C. gattii olarak
hizli bir sekilde tamimlanabilmektedir. Kapsiillenip, tomurcuklanan mayalar ve diger
Cryptococcus tlrleri benzer sekilde lireaz liretirler, ancak sadece patojenler 37 °C'de biiyliir ve

Staib'in niger besiyerinde kahverengi koloniler gelistirmektedirler [141].

2.10.1 C. neoformans

C. neoformans’in AIDS ile iliskili enfeksiyonlarinin biiyiik ¢ogunlugu, kolaylikla ortamdan
izole edilebilen kozmopolit VNI suslar1 popiilasyonundan kaynaklanmakta ve VNII suslar1 da her
kitadaki insanlarda enfeksiyona neden olup ¢ok az izolasyonu olmustur [138]. Bugiine kadar VNB
suslart olan tiim klinik vakalar Sahra alti Afrika'da veya Brezilya'da meydana gelmistir. VNIV
(serotip D) ve VNIII (AD hibritleri) suslar1 diinya genelinde ¢evre ve hastalardan izole edilmistir.
Bununla birlikte, VNIII ve VNIV ile enfeksiyonlar, Avrupa'da 6nemli dl¢lide az goriilmektedir
[138, 142]. HIV / AIDS ve bagisiklik sistemini baskilayan, gli¢lii nedenler olmasina ragmen,
immiin yetmezlikte C. neoformans enfeksiyonlarinin da sayisiz raporu vardir. Bu goriints olarak
“normal” konaklarda, akciger enfeksiyonlari daha sik goriiliip yayilma da meydana gelmektedir

[141, 143].

2.10.1.2. C. neoformans”1n Cevresel Kaynaklari

Hastalarda oldugu gibi, her iki C. neoformans ¢esidi, C. neoformans var. grubii ve C.
neoformans var. neoformans, ¢evreye kiiresel olarak dagilmistir, ancak A serotipi her yerde
bulunmakta ve serotip D Avrupa'da daha yaygin goriilmiisttr. Serotip A suslari, cogu kriptokokoz
vakas1 ve AIDS'li hastalarda vakalarin %95'inden sorumludur [129]. C. neoformans her yerde
bulunan bir tiir olmasina ragmen, Kuzey Rusya, Kanada ve Iskandinavya gibi bélgelerde tropikal

ve 1liman bolgelere gore daha az yaygindir [144, 145].
2.10.1.3. Agaclar

C. neoformans son yillarda, Arjantin, Kolombiya, Brezilya, Hindistan, Giiney Afrika,
Tayland dahil olmak ftizere diinyanin cesitli yerlerinde, ¢esitli agaclardan artan sayida

bildirilmistir. Bu nedenle, C. neoformans, kuslarin yanisira aga¢larda da bulunmaktadir [146-

155].
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2.10.2. C. gattii

C. neoformans'in aksine, kiiresel epidemiyolojik ¢alismalar, C. gattii ile enfeksiyonlarin
cogunun immiinokompetan kisilerde meydana geldigini siirekli olarak gdstermistir. Onemli
saylda klinik izolatin genotiplendigi cografi bolgelerde, her bir alt grubun nispi prevalansi
degisme egiliminde olup gozlemlenen modellerin su andaki VGII enfeksiyonu salgini oldugu gibi
kararli m1 yoksa gelismekte mi oldugunu belirlemek i¢in daha fazla veri gerekmektedir [156].
Giiney Amerika'da dort alt grubun tiimii rapor edilmistir, ancak daha fazla vaka VGII ve VGIII ile
iliskilendirilebilmektedir [157]. Afrika'da HIV / AIDS prevalansi en yiiksektir, ancak C. gattii
insidansi diisiiktiir ve bildirilen enfeksiyonlarin cogu VGIV kaynakli olup, AIDS hastalarinda
meydana gelmistir [158-160]. Avrupa ve Asya'da goriilme siklig1 da nispeten dusiiktiir ve
genellikle VGI veya VGII'ye baghdir [161, 162]. Avustralya'daki ¢ogu klinik vakaya VGI neden
olmaktadir, bunu takiben VGII siklig1 goriilmektedir, ancak bolgesel farkliliklar not edilmistir
[163-165]. Avustralya'daki ¢ok sayida vaka incelemesi, VGII'nin Bati Avustralya'da baskin
oldugunu, ancak C. gattii'nin daha az yaygin oldugunu ve genellikle dogu kiyilarindaki VGI'dan

kaynaklandigini tespit etmistir [166].

2.10.2.1. C. gattii'nin Cevresel Kaynaklari

C. gattii, C. neoformans'tan cografi dagilim, serotipler, ekoloji, klinik belirtiler,
immiinokompetan konakg¢ilarda goriilme sikligi, birka¢ in vitro fenotip ve risk altindaki
hastalarda goriilme sikligindan farklidir. C. gattii'nin prevalansi hastalarda ve cevrede daha
sinirhdir. Cevrede, C. gattii uzun zamandir agaglar, aga¢ oyuklar1 ve ciirlimis odunlarla
iliskilendirilmistir ve bu tlrler E. camaldulensis ve diger Okaliptiis cesitlerinin yani sira
Avustralya'daki ve diger yerlerdeki diger agag¢ tiirlerinden izole edilmistir [167, 168]. Her ne
kadar Okaliptiis agaclar1 diger agaclardan daha fazla orneklenmis olsalar da C. gattii'nin
kuruldugu yerde yerli ve yerlestirilmis agaclar1 doldurdugu ve C. gattii'yi barindiran agac

tlirlerinin Arjantin, Avustralya, Brezilya, Kanada, Kolombiya'da farkli oldugu ac¢ik¢a gorilmiistiir.

2.11. Kriptokokal Hastalikta Halk Saghiginin Onemi: Epidemiyoloji, Yiik ve Kontrol

Son 30 yilda kriptokokoz epidemiyolojisi carpici bicimde degismistir. Onceleri
immiinokompetan konakecilarda nadir goriilen bir enfeksiyon olarak goriliyordu fakat
kriptokokoz insidansi AIDS salgini ile birlikte diinya capinda patlamistir. Bununla birlikte, son on
yilda, antiretroviral (ARV) ilaglara yaygin erisimi olan iilkeler, kriptokokoz insidansi ve yiikiinde

o6nemli bir azalma g6érmiistiir. Bu, kaynak sinirli ortamlarda, 6zellikle ARV'lere erisimin hala ¢ok
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sinirli oldugu Sahra alt1 Afrika'da gegerli degildir. Bu iilkeler, bir¢ok 6liimle birlikte yiiksek oranda
kriptokokoz insidans1 yasamaya devam etmektedir ve bazi bolgelerde hastalik tiiberkiilozdan

daha sik 6liim nedeni olarak goriilmektedir.

Glintimiizde kriptokokoz, 6zellikle az gelismis lilkelerde HIV / AIDS ile yasayan insanlar
arasinda en oOnemli firsat¢i enfeksiyonlardan biri olmaya devam etmektedir. Kriptokokoz
epidemiyolojisindeki bir diger 6nemli degisiklik, Kuzey Amerika'da Cryptococcus gattii'nin

primer patojen olarak ortaya cikmasiydi.

Cryptococcus'un neden oldugu hastaliklarin biiyiik cogunlugu HIV ile enfekte olmus
kisilerde bulunmaktadir. HIV ile iligkili kriptokokozun epidemiyolojisi, diinyanin farkh
bolgelerinde yasayan en yiiksek sayida insanin oldugu bélgelerde meydana gelen en yiiksek vaka
sayisi ile biiytk ol¢lide degismektedir. Baz1 bolgelerde kriptokokal menenjit insidansini 6nemli
6lciide azaltan halk saglig1 basarilarina ragmen, bu hastaliga bagh insidans ve mortalite kaynak

sinirli ortamlarda 6nemli kalmaktadir.

Diinyada HIV'in en biiyiik yiikii 25.000.000'den fazla kisiyle Sahra alti Afrika'da
gorilmektedir. Bu bolgedeki kriptokokoz epidemiyolojisini degerlendirmek icin cok az ¢alisma
yapilmis olmasina ragmen, hepsi genel olarak ¢ok yiiksek bir ylik gostermistir. Rapor edilen
insidans, AIDS'li kisilerle, serum kriptokokal antijen (CrAg) testi kullanilarak rutin olarak taranan

kisilerde%47 ila %12.2 arasinda degismistir [169, 170].

Giiney ve Gilineydogu Asya’da, Hindistan’daki biiyiik ve gelisen bir HIV salgininin
katkisiyla, en biiylk ikinci kriptokokal hastalik yiikiine sahiptir. Yalmizca Hindistan, HIV ile
yasayan yaklasik 3.1 milyon ila 9.4 milyon kisiye ev sahipligi yapmaktadir [171]. Hindistan'dan
gelen raporlar, HIV / AIDS'li kisiler arasinda kriptokoklar icin yiiksek insidans oranlarin
belgelemistir. Insidans, kuzey Hindistan'da %1.7 ile giineyde % 4.7 arasinda degismektedir [172,
173]. HIV'li bir grup hastanede yatan kisiden yaklasik % 2'sinde kriptokokal menenjit vardi; bu
Kkisilerin lg¢te biri aym1 zamanda tiiberkiiloz ile koinfekte edilmistir [174]. Tiiberkiiloz ile
koinfeksiyon ciddi bir problem olabilir, ¢linkili cogu zaman, tiiberkiiloz teshisi konduktan sonra,
diger eszamanl enfeksiyonlari teshis etmek icin baska bir ¢caba gdsterilmez. Bu nedenle hastalar
daha fazla tani1 calismasi olmadan uzun siire hayatina devam edebilir ve 6liime kadar hi¢bir

sekilde teshis edilemez.

Tayland'da, AIDS'li 100.000'den fazla kisiden yapilan bir anket, enfekte olmus kisilerin yaklasik

%?20'sinde kriptokokal menenjit oldugunu goéstermistir [175]. Calismalar ayni zamanda
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hastanede yatanlar arasinda % 36 prevalansi tanimlamis ve Kriptokokoz'u en yaygin firsatel

enfeksiyon olarak bildirmistir [176, 177].

Kuzey Amerika'da en son kriptokokal menenjit insidansi tahminleri diistiktiir. 1992 ve
2000 yillar1 arasinda Atlanta ve Houston'dan yapilan ntifus temelli siirveyans, 1992'de 100.000
niifus basina ortalama 4-5 vaka goriilmiistiir [178].
Avrupa’da yapilan arastirmalar, biiylik 6lctide ARV’lerin ortaya ¢ikmasiyla ¢akisan kriptokokoz
ve diger firsatg1 enfeksiyonlarin yiikiinde kayda deger bir diisiis gdstermistir. Ispanya’da,
1989’dan 1997’ye kadar yapilan 8 yillik bir ¢calisma, biiyiik 6lclide ARV doneminden 6nce, AIDS'li
kisilerde yillik % 0.2 ila 0.7'lik diisiik bir oran bulmustur [179].

Dogu Asya'dan ¢ok az veri var. Japonya ve Cin'deki epidemiyoloji biiyiik 6l¢iide bilinmemektedir
[180, 181]. Avustralya ve Yeni Zelanda'y1 kapsayan Okyanusya’da yapilan ¢alismalar diistik bir
kriptokokoz insidansi gostermistir. Bir ulusal siirveyans projesinde Avustralya'da % 1,4 ila 3,9 ve
Yeni Zelanda'da % 3,8 ila 4,9 arasinda degismektedir [182]. Kriptokokozis dahil, firsatg
enfeksiyonlardaki disiisler, muhtemelen ARV'lerin ortaya ¢ikmasina karsilik gelen, 1996'da
baslayarak tanimlanmistir [183].

Bu oranlari kullanarak kriptokokal menenjit nedeniyle her yil diinya genelinde toplam 625.000
6lim oldugunu tahmin edilmistir [184]. Yine en fazla 61im alan bolge, yilda 500.000'den fazla
oliimle birlikte Sahra alt1 Afrika olmustur. En az 6liimiin Bati ve Orta Avrupa ve Okyanusya'da

yilda <50 olarak gerceklestigi tahmin edilmistir [184].

2.12. Klinik Yaklasim

Diinyada meydana gelen C. neoformans kaynakli kriptokokozislerin aksine, C. gattii
enfeksiyonunun baslangicta kuzey Avustralya, Papua Yeni Gine, Orta Afrika ve Malezya gibi
subtropikal veya tropikal bolgelerle sinirh kaldig1 ve daha sonra Avustralya'nin iliman iklim

bolgelerini icerdigi diisiiniilmektedir.

Gliney Kaliforniya ve Giiney Amerika, Gliney Avrupa ve Giiney Dogu Asya'daki diger baz
tilkelerde ara sira vakalar bildirilmistir [185-193]. Bununla birlikte, 1999'da Kanada'daki
Vancouver Adasi'nda ve ABD'nin Kuzeybati Pasifik bdlgesine yayilmis olan C. gattii
enfeksiyonunun ortaya ¢ikmasi, bu tiiriin yeni ve farkli ortamlardan yararlanma yeteneginin

altini cizmektedir [194-197].
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Insan kriptokokozunun klinik sunumunda tiirlere bagh farkliliklar iyi tanimlanmistir ve
biiylik ol¢iidedir, ancak bu yalnizca konake¢l immiinolojik durumundaki farkliliklar nedeniyle
degildir [185, 198]. C. neoformans'in immiin yetmezligi olan konakgilarin firsatei bir patojeni
oldugu ve C. gattii'nin immiin yetmezligi olan hastalarin birincil patojeni oldugu genel olarak
dogru olsa da C. neoformans belirgin sayida saglikli konakc¢ida hastaliga neden olur ve C. gattii'nin
neden oldugu kriptokokal meningoensefalit, AIDS, organ transplantasyonu veya diger immiin

yetmezlik nedenleri ile immiin baskilanmis hastalarda ortaya ¢ikmaktadir [185, 198-203].

Yakin zamanlarda, giiney Kaliforniya'daki AIDS hastalarindan suslarin retrospektif bir
analizinden sonra gorece yiiksek bir C. gattii prevalansinin (%12.3) ve Vancouver Adasi salgini
sirasinda C. gattii enfeksiyonu olan hastalardan daha muhtemel oldugu belirtilmistir [204]. Organ
transplantasyonu, HIV negatif hastalarda yayillmis enfeksiyon vakalarinin%10 ila 20'sini
olusturan Kkriptokokozis icin O6nemli bir risk faktorii olmaya devam etmektedir. Renal
transplantlar kismen bu grupta gorece olarak yiiksek oranda kortikosteroid kullanimi nedeniyle
meydana gelmistir [205]. Kriptokokoz genellikle malignite konusunda nadir goriiliirken, lenfoma
ve kronik 16semili hastalar 6zellikle risk altindadir. Eski serilerde oldugu gibi, hematolojik
maligniteler, 6zellikle lenfoma, en yiiksek risk ile iliskilendirilmistir. Meme ve akciger kanseri de

kriptokokozis ile iliskilendirilmistir [185, 205].
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3. MATERYAL ve YONTEM

Calisma 2019 Nisan ve Mayis aylarinda Mersin-Hatay illeri arasinda bulunan arazinin
Mersin Giilnar’'dan Hatay merkeze kadar olan kismi zeytin agaci, keciboynuzu agaci ve 6kaliptus
agaci Cryptococcus cinsi maya mantarinin varligi yoniinden taranmistir (Sekil 4). Bu stlire sonunda
303 adet zeytin, 236 adet okaliptus ve 211 adet keciboynuzu agaci olmak iizere toplam 750
agactan Randhawa ve arkadaslari tarafindan tanimlanan ekiivyon yontemi ile 6rnekleme

yapilmustir (Tablo 1). Ornekler yash agag iizerindeki derin kovuklardan toplanmigtir (Sekil 5).
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Sekil 4. Crptococcus yoniinden taranmis olan alanlar; ( + ); 6rnek alinan bolge, ( J#zeytin Agaci, [ ]

( ); keciboynuzu Agam, (  ); okaliptus agaci

Tablo 1. Calisma Siiresince Elde Edilen izolatlara Ait Bilgiler

Agac Tiirii BOLGE
Giilnar Goksu | Narhikuyu | Ayas | Kizkalesi | Tarsus | Hatay
Zeytin 86 60 7 - - - 150
(n=303)
Kec¢iboynuzu 128 25 16 19 23 - -

(n=211)

Okaliptus 11 50 - - - 125 50
(n=236)
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Sekil 5. Zeytin Agac1 Uzerindeki Kovuklar(Orijinal)

Icerisinde tasima ortamu (steril edilmis %0.9 NaCl) bulunan steril ekiivyonlar érnek
aliminda kullanildi. Tasima ortami ile 1slatilan ekiivyon, aga¢ kovugunun ve/veya derin

yariklarinin farkl boélgelerine siiriildu ve 6rnekler steril tiip icine aktarildi (Sekil 6).

Sekil 6. Agac Kovuklarindan 6rnek alimi (Orijinal)
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Alinan 6rnekler ayni giin icinde laboratuvara ulastirildi. Ekiivyonu ¢ikarilan 6rnekleme
tiipt, bir dakika stireyle vortekslendi ve ¢cokme islemi icin oda sicaklifinda 30 dakika bekletildi.
Siv1 yiizeyinden 100 pl alinarak %0.1 bifenil ve %0.5 kloramfenikol iceren Staib agara ekildi.
Nemli ortamda, 28°C’de 15 giin siireyle inkiibasyona devam edildi ve giinasir1 tireme kontrolii
yapildi. Staib agarda; kahverengi pigment olusturan kolonilerin iireaz aktivitesi, 37°C’de
tireyebilme ve Dalmau agarda yapisal ozellikleri incelendi. Ureaz pozitif, 37°C’de iireyebilen ve
hif olusturmayan kolonilerin Kanavanin-Glisin-Bromtimol agar besiyerinde iiremesi gézlendi.
Ayrica, C.neoformans kabul edilen koloniler molekiiler amplifikasyon yontemleri ile de ileri
tanimla testleri yapildi. Calismada kontrol olarak C.neoformans KN99 Aa ve C.neoformans KN99

Aa, C.neoformans JEC 20, JEC 21, LA 55 ve R265 standart suslari kullanildi.

3.1. Molekiiler Yontemler

Kokenlerin molekiiler testlerle dogrulanmasi i¢in kokenler tekrar Sabouraud Dekstroz

agar’a pasajlandi ve taze kiltiirden 6rneklerin DNA ekstraksiyonu yapild.

3.1.1. Orneklerden DNA Ekstraksiyonu

Saboraud dekstroz agarda ekimi yapilan ve etiivde 37°C’'de 24 saatlik inkiibasyon
periyodunun ardindan C. neoformans kolonilerinden bir 6ze dolusu alinan maya 6rnekleri
ependorf tiipe kondu. Uzerine 400ul TEN buffer, 10ul litikaz (7mg/ml), 10 ul proteinaz K
(20mg/ml) konur, 10-15 saniye vorteks ile karistirildi ve 100ul %10’luk SDS konulup, yine
vorteksle karistirildi. Ardindan 55°C’ de 60 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon tamamlandiktan
sonra iizerine 600 pl Fenol, Kloroform, izoamil alkol (25:24:1) ilave edildi ve vorteks ile
karistirilldi. Daha sonra 12000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden c¢ikarilan ependorf
tiiplerinde ¢okeltinin iizerinde kalan supernatant tist faz (fenol fazi) ayr1 bir ependorf tiipe
aktarildi (~ 300 ul ) ve iizerine 600 pl -20°C’ de muhafaza edilen izopropil alkol ilave edilip
vorteks ile Kkaristirlldi ve 12000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij islemi
tamamlandiktan sonra ¢okelti tizerinde kalan faz dokiilerek, iizerine 600ul -20°C’ de %70’ lik etil
alkol eklendi ve vorteks ile karigtirildi. Ardindan 12000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildi. Islem
tamamlandiktan sonra ¢okelti iist faz1 dokiildii ve 6rnekler ortamdaki hava akiminda kurumaya
birakildi. Kuruyan 6rnekler 80 pl distile su ile slispanse edilidi ve drnekler PCR asamasina kadar

-20 C de muhafaza edildi.
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3.1.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

ITS 1-4 primerleri kullanilarak PCR amplifikasyonu, toplam hacim 25 pl olacak sekilde
[12.5 ul 2X karisim (Ampliqon Tag DNA Polymerase Master Mix, Odense, Danimarka); 0.5 ul her
bir primerden (100 pmol/pl), 10.5 pl distile su ve 1 pl kalip DNA] gerceklestirildi (Tablo 2). Is1
dongii cihaz1 (Techne Prime, Birlesik Krallik)'nda, PCR amplifikasyonu 95°C’te 5 dakika ilk
denatilirasyonu takiben, 35 dongii 95°C’te 45 saniye denatiirasyon, 57°C’te 60 saniye primer
birlesmesi, 72°C’te 60 saniye cogaltma ve 72°C’de 5 dakika son uzama olarak optimize edildi. PCR
amplifikasyonu sonrasinda elektroforez ile %1.2’lik agaroz jelde 120 voltta 60dakika yiiriitiilen

ornekler jel goriintiileme cihazinda incelendi.

Tablo 2. ITS1-4 PCR Kosullar

PZR Reaksiyon Karisimi Miktar (pl)
Taq DNA polimeraz (5 U/ul) 12,5
ITS_1 Forward (100 pmol/ul) 0,5

ITS_4 Reverse (100 pmol/ul) 0,5
Distile su 10,5
Cryptococcus DNA’s1 1
Toplam Hacim 25

3.1.3. Esey Gen Bolgesi icin PCR

Esey gen bolgesine ait primerler kullanilarak yapilan PCR Reaksiyon karisimi tablo 4'te
belirtilmistir. MAT Da PCR Kosullar1 tablo 5’'te, MAT Aa, MAT Aa, MAT Da PCR Kosullar: tablo
5.1'de gosterilmistir. Cryptococcus genomunda yer alan var. grubii icin MATa ve MATa
primerlerinin 457 bp ve 330 bp’ lik DNA bodlgesi, var. neoformans i¢cin MATa ve MATa
primerlerinin 728 bp ve 592 bp’ lik DNA bolgesi PCR teknigi ile cogaltildi. Hedef bélge ile ilgili

primer dizileri (Tablo 3) de verilmistir.
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Tablo 3. Arastirmada Kullanilan Cryptococcus neoformans Primerleri

Primer adi Niikleotid dizileri (5’-3") Size (bp)
ITS ITS_1 TCC GTA GGT GAA CCT GCG G
ITS 4 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC
Cryptococcus STE20_Aa_Forward CTA ACT CTA CTA CACCTC ACG GCA 457
neoformans
var. grubii
STE20_Aa_Reverse CGC ACT GCA AAA TAG ATA AGT CTG
STE20_Aa_Forward GGC TGC AAT CACAGCACCTTAC 330
STE20_Aa_Reverse CTT CAT GACATCACT CCCCTAT
Cryptococcus STE20_Da_Forward CACATC TCA GAT GCCATT TTA CCA 728
neoformans
var. nheoformans
STE20_Da_Reverse AGCTCT AAG TCATAT GGG TTA TAT
STE20_Da_Forward CTT AAT TCA CAG CACCAG CCT A 592
STE20_Da_Reverse GGT CAT CACAGT CAGTCACCAC

Hedef gen bolge amplifikasyonu PCR ile yapildi. Bu PCR reaksiyonlari i¢in steril distile su,

Taq DNA polimeraz, primerler ve ekstrakte edilen DNA Kkaristirilarak son hacim 25 pl olacak

sekilde hazirlandi. Her 6rnek icin PCR reaksiyon karisimlari ve PCR i¢in 1s1 dongii cihazi sicaklik

kosullar1 (Tablo 4) ve (Tablo 5) ve (Tablo 5.1) de gosterilmistir.

Tablo 4. Her Esey Gen Bolgesine Ait PCR Reaksiyon Karisimlari

PZR Reaksiyon Karisimi Miktar (ul)
Taq DNA polimeraz (5 U/ul) 12,5
Esey gen bolgesine ait a Foward (100 pmol/ul) 0,5
Esey gen bolgesine ait a Reverse (100 pmol/ul) 0,5
Distile Su 9,5
DNA 1
Toplam Hacim 25
Tablo 5. MAT Da PCR Kosullari
Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
(MAT Da)

[k Denatiirasyon 95 6 dakika

Denatlirasyon 95 45 saniye

Primer Baglanmasi (Anneling) 50 45 saniye

Zincir Uzamasi (Extension) 72 1,5 dakika

Son Uzama (Final Extension) 72 7 dakika

Bekleme 4 e
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Tablo 5.1. MAT Aa, MAT Aa, MAT Da PCR Kosullari

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
(MAT Aa, MAT Aa, MAT Da)
[k Denatiirasyon 95 6 dakika 1
Denatiirasyon 95 45 saniye
Primer Baglanmasi (Anneling) 60 45 saniye 35
Zincir Uzamasi (Extension) 72 1,5 dakika
Son Uzama (Final Extension) 72 7 dakika
Bekleme 4 0 1
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4. BULGULAR

Calisma 2019 Nisan-Mayis aylari arasinda Gililnar, Mersin-Hatay illeri arasinda bulunan

zeytin agaci, keciboynuzu agaci ve okaliptus agacglarinda Cryptococcus cinsi maya mantarinin

varlig1 yoniinden arastirilmasi icin 236 6kaliptus, 303 zeytin, 211 keciboynuzu agacindan alinan

toplam 750 agactan toplanan orneklerin 97 tanesinde lireme gorilmistiir. Bu verilere gore

toplanan orneklerin %12,9’'unda iireme gozlenmistir. Uremenin %3,5'i zeytin agaclarinda

goriilmiis olup, %9,4’ii keciboynuzu agaclarinda goriilmiistiir. Uremenin goériildiigii 6rnekleme

yapilan bolgelere ait bilgiler verilmistir (Tablo 6).

Tablo 6. Ureme Goriilen izolatlar ve Yer Bilgileri

Agac Tiirti UREME
(n=97)
(%12,9)
Giilnar Goksu Narlikuyu Ayas Hatay
Zeytin (n=27) 15 5 5 - 2
%3,5
Keciboynuzu 47 5 13 5 -
(n=70)
%9,4

Ureme goriilen 97 izolatin hepsinde de CGB (Kanavanin-Glisin- Bromtimol agar) besiyerinde

lireme gozlendi. 97 ornekten yapilan PCR'da ise tiim 6rneklerin MAT Aa serotipinde yani

Cryptococcus neoformans var. grubii oldugu bulunmustur (Sekil 7) ve (Tablo 7).
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Sekil 7. Esey gen bolgesine ait PCR jel gériintiisii (Orijinal); (I): M: Marker, JEC20, KN99a
ve Aa Cryptococcus kékeni (1-7), (I1): M: Marker, JEC21, KN99a ve Aa Cryptococcus kékeni (1-7),
(III): M: Marker, JEC20, KN99a ve Da Cryptococcus kékeni (1-7), (IV): M: Marker, JEC21, KN99a ve
Da Cryptococcus kékeni (1-7)

Tablo 7. Cryptococcus oldugu belirlenen 6érneklerde MAT Aa, MAT Aa, MAT Da, MAT Da, SXI 2a,

Xl 1la
Oranlari
MAT Aa MAT Aa MAT Da MAT Da SXI 2a SXI 1la
Cryptococcus - 97 - - - -
(n=97) (%100)
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5. TARTISMA

Cryptococcus tiirleri bazidiomicet sinifindan kapsiillii bir maya mantari olup kriptokokkoz
etkenidir. Dogada kolonize olan C. neoformans, 6zellikle immiin sistemi baskilanmis hastalarda

hayati tehdit eden enfeksiyonlara neden olabilen kapsiillii bir maya mantaridir [1].

MAT lokusu yiizyillardan beri korunmus olan bir boélgedir. MAT lokusu ile ilgili yapilmis
olan calismalar gosteriyor ki bu lokus tlizerindeki farkliliklar C. neoformans’in viriilansi ve

ekolojisiyle ilgili bir baglantinin olup olmadigini anlamak icin 6nemli bir faktordiir [206].

Ulkemizde Denizli bolgesinde Sengiil ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir calismaya gére
C. neoformans’in Akdeniz bolgesi kosullarina C. gattii'ye gore daha fazla uyum sagladig

gorilmekte olup, C.neoformans cevresel 6rneklerden daha fazla izole edilmektedir [207]

Ergin ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir calismada Tiirkiye’deki izolasyonlarinin biiytik
bir kisminin Akdeniz ve Ege Bolgelerinde oldugunu gostermislerdir. Ayrica, Goksu Vadisi'nin de

icinde oldugu bircok bolgede kolonizasyon olabilecegi tespitine varmislardir [208].

Sengiil ve arkadaslarinin yapmis oldugu Denizli bolgesinde bulunan kestane (Castanea
spp.) agaclarinda C .neoformans varligl arastirilmis olup calismaya gore A serotipinde MAT«

genotipinde bir mayaya rastlamislardir[207].

Ergin ve arkadaslarinin lilkemiz Ege Bolgesinde zeytin ve 6kaliptus agaglarindan yapmis
oldugu bir baska ¢alismada elde edilen izolatlarda ise; zeytin agacindan elde edilen 6rneklerde A
serotipinde MATa/a, D serotipinde ise a genotipinde maya bulunmustur. Okaliptus agacindaki
izolatlarda ise sadece D serotipinde a genotipine rastlamislardir. Bu calismadaki izolatlardan

hicbirinde D serotipinde a genotipine ait bir maya identifiye etmemislerdir [209].

Ergin ve arkadaslarinin tilkemizde yapmis oldugu calismada Giiney Ege ve Akdeniz
Bolgesindeki Toros daglarinda sadece bir tane Cryptococcus neoformans var. grubii izolatini

okaliptus agacindan elde etmislerdir [210].
2013 yilinda Gokgcen ve arkadaslar1 Mugla ili Milas ilcesinde bulunan o6kaliptus

agaclarindan yaptiklar1 6rnekleme sonucunda toplam 100 ¢evresel drnekte 3 tane C. neoformans

identifiye etmis olup, calismada C. gattii izolasyonuna rastlamamislardir [211].
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Cogliati ve arkadaslarinin 2012-2015 yillar1 arasinda iclerinde Italya, ispanya, Fransa,
Tirkiye, Hirvatistan, Portekiz, Almanya, Yunanistan, Kibris, Libya ve [srail'inde oldugu calismada
toplanan 512 6rnekten 474 tanesinin C. neoformans izolati, 38 tanesinin ise C. gattii izolat1

oldugunu bildirmislerdir. D serotipinde a genotipinin Tiirkiye’de toplanan drneklerde oldugunu
bildirmislerdir [212].

Bu calismada, Akdeniz Bolgesinde cesitli agaclardan toplanan cevresel o6rneklerde
Cryptococcus neoformans var. grubii identifiye edilmistir. Cryptococcus neoformans var.

neoformans ve Cryptococcus gattii'nin varligina rastlanmamistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Cryptococcus neoformans var. grubii ve C. neoformans var. neoformans diinya ¢apinda bir
dagilima sahipken, C. neoformans var. gattii 6zellikle tropikal ve subtropikal bolgelerde daha
sinurh bir kiiresel dagilima sahiptir [210]. Ulkemizde de giiney ve giineybati kiy1 bolgeleri, tipik
bir subtropikal iklim gostermektedir [210].

Ancak yapilan calismalarda yine de agaglarin biyokimyasal yapilarinin C. neoformans i¢in
ne kadar uyumlu olup olmadigini tam olarak goz 6niine koymamaktadir. Bu nedenle, cevresel
etkenlerin C. neoformans lizerine olan etkilerinin degerlendirilmesi insanlarda bu denli énemli

enfeksiyon meydana getiren bu maya icin olduk¢a 6nemli oldugu dngoriilmektedir [210].

Dolayisiyla, tilkemizde koloni izole edilen boélgelerin takiplerinin iyi yapilip bir risk
haritasinin  belirli araliklarda ortaya ¢ikarilmas:1 gerektigini diisiinmekteyiz. Cevresel
orneklerden izole edilen Cryptococcus tiirlerinde eseyli ¢ogalmada rol oynayan genlerin (MAT),
viriilans ve patogenezdeki rolleri anlasildik¢a, mikozlarin tanisinda ve farkli hedeflere yonelik
yeni tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesi ve/veya mevcut tedavi yoOntemlerinin

yonlendirilmesine yol gosterici olacaktir.
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