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Fırsatçı mantar patojenlerinin neden olduğu fungal enfeksiyonlar insan ölümlerinin önde 

gelen nedenlerinden biridir. Patojenik mantarlardan Candida, Aspergillus, Cryptococcus ve 

Pneumocystis türlerinin neden olduğu invaziv fungal enfeksiyonların  dünya çapında yol 

açtığı morbidite ve mortalite oranı ciddi bir tehlike oluĢturmaktadır. Sistemik mantar 

enfeksiyonlarını tedavi etmek için baĢlıca üç sınıf antifungal ilaç kullanılmaktadır. Bunlar 

ergosterol biyosentezini hedefleyen azoller, mantar hücre duvarı biyosentezini engelleyen 

ekinokandinler ve mantar hücre zarında hücre parçalanmasına yol açan ve ergosterole 

bağlanan polienlerdir. Son yıllarda bu ilaçların düzensiz, uzun süreli ve dikkatsiz kullanımı, 

söz konusu patojenlerin zaman içinde direnç kazanmasına yol açmıĢtır. Antifungal ilaç 

direncinin altında yatan nedenler olarak, ilaç hedef değiĢikliği veya aĢırı ekspresyonu, çoklu 
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ilaç taĢıyıcılarının yukarı regülasyonu ve stres tepkilerinin aktivasyonu gibi çok sayıda adaptif 

mekanizma bulunmaktadır. Bu tez çalıĢması kapsamında 19 yeni aday gen ve literatür 

taramasından flukonazol hedefi erg11 geni dahil flukonazole direnç ile iliĢkili 5 genin 

antifungal ilaç direncindeki rolleri araĢtırıldı. Bu amaçla, patojenik fungilerle çok fazla ortak 

özellik paylaĢan fisyon mayasının (Schizosaccharomyces pombe) ED666 yabani suĢu ve ele 

alınan genler bakımından delesyonlu 21 suĢ (SPAC22H10.09, bun107, mug166, nnt1, nas2, 

yih1,  hrk1, SPAC4H3.06, msh1, rpb9, qcr8, rsv2, srp14, clp1, bgs4 ve plh1, rhp18, 

SPCC338.06c, SPBC27B12.05 phb2 ve erg31) çalıĢma materyali olarak kullanıldı. Bu 

kapsamda, S. pombe ED666 ırkında, üç farklı antifungal ajanın (flukonazol, tetrakonazol ve 

tiyabendazol) ayrı ayrı ve flukonazol ve tetrakonazol kombine Ģekilde kullanılarak minimum 

inhibe edici konsantrasyonları (MĠK) hesaplandı. Hücrelerin bu ajanlar arasında flukonazole 

karĢı MĠK‘in üzerindeki değerlerde hücre duvarı içeriğini değiĢtirerek üremeye devam ettiği 

paradoksiyal etki gözlendi. Bu tez kapsamında gerçekleĢtirilen ileri analizlerde sadece 

flukonazolün üremenin seyrinin değiĢime baĢladığı konsantrasyonlar olan IC5 ve IC10 

değerleri S. pombe yabani suĢunda kullanıldı. Buna göre, bazı genlerin (SPAC22H10.09, 

bun107, mug166, nnt1, nas2, yih1, SPAC4H3.06, msh1, rpb9, qcr8, rsv2, erg6 ve erg9) 

transkripsiyon seviyeleri IC5 dozunda artarken, IC10 dozunda azaldığı gözlendi. Buna karĢın, 

diğerlerinin her iki dozda azalan (srp14, clp1, bgs4 ve phb2) ve artan (plh1, erg11 ve erg31) 

seviyeleri tespit edildi. Parental ve mutant suĢlarda kayda değer bir ROT artıĢı 

gözlemlenmedi. Bu sonuç, dirençli suĢlarda ROT seviyesinin düĢük olmasıyla uyumludur. 

Sonuç olarak, SPAC22H10.09, bun107, mug166, nnt1, nas2, yih1, SPAC4H3.06, msh1, rpb9, 

qcr8, rsv2, srp14, clp1, bgs4, plh1 ve phb2 genlerinin ilk defa bu tez çalıĢmasında ilaç direnci 

ile iliĢkisi ortaya konurken, dirençte bu genlerin aĢağı düzenlenmiĢ olmalarının da rolü olduğu 

önerilmektedir. 

 

Mart 2022, 74 sayfa. 

Anahtar kelimeler: Fungal enfeksiyon, antifungal direnç, azoller,  Schizosaccharomyces 

pombe.      
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Fungal diseases caused by opportunistic fungal species, it is one of the leading causes of 

deaths, especially in individuals suffering from certain health problems or 

immunosuppressive therapy. The worldwide morbidity and mortality rate caused by invasive 

fungal infections from pathogenic fungal species such as Candida, Aspergillus, Cryptococcus 

and Pneumocystis poses a serious threat. There are three main classes of antifungal drugs used 

in the treatment of systemic fungal infections. These are azoles that target ergosterol 

biosynthesis, echinocandins that inhibit fungal cell wall biosynthesis, and polyenes that bind 

to ergosterol in the fungal cell membrane and cause cell lysis. Recently, the irregular, long-

term and careless use of these drugs has led to the resistance of pathogens over time. There 

are many underlying causes of antifungal drug resistance, including adaptive mechanisms 
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such as drug target change or overexpression, upregulation of multiple drug transporters, and 

activation of stress responses. Within the scope of this thesis study, the roles of 19 new 

candidate genes and 5 fluconazole resistance-related gene from literature review, including 

fluconazole target erg11 gene, in antifungal drug resistance were investigated. In this context, 

ED666 parental strain of fission yeast (Schizosaccharomyces pombe), which shares much in 

common with pathogenic fungi, and 21 strains with deletions in various genes 

(SPAC22H10.09, bun107, mug166, nnt1, nas2, yih1, hrk1, SPAC4H1, rpb9sh) , qcr8, rsv2, 

srp14, clp1, bgs4 and plh1 rhp18, SPCC338.06c, SPBC27B12.05, phb2 and erg31) were 

considered as study material. In this context, the minimum inhibitory concentrations (MIC) of 

three different antifungal agents (fluconazole, tetraconazole and thiabendazole) in S. pombe 

ED666 strain were calculated separately and in combination with fluconazole and 

tetraconazole. A paradoxical effect was observed in which the cells continued to reproduce by 

changing the cell wall content at values above the MIC against fluconazole among these 

agents. In the further analyzes performed within the scope of this thesis, only the IC5 and IC10 

values, which are the concentrations at which the growth rate of fluconazole begins to change, 

were used in S. pombe ED666 wild type. Accordingly, while the transcription levels of some 

genes (SPAC22H10.09, bun107, mug166, nnt1, nas2, yih1, SPAC4H3.06, msh1, rpb9, qcr8, 

rsv2, erg6 ve erg9)  were upregulated on IC5 dose, downregulated on IC10.  In contrast, 

downregulated (srp14, clp1, bgs4 and phb2) and upregulated (plh1, erg11 and erg31) levels of 

the other genes were detected at both doses. No significant increase in ROT was observed in 

parental and mutant strains. This result is compatible with the low level of ROT in resistant 

strains. In conclusion, the relationship of SPAC22H10.09, bun107, mug166, nnt1, nas2, yih1, 

SPAC4H3.06, msh1, rpb9, qcr8, rsv2, srp14, clp1, bgs4, plh1 ve phb2 genes with drug 

resistance was revealed for the first time in this thesis study. It is suggested that down-

regulation of these genes also plays a role in resistance. 

March 2022, 74 pages. 

Keywords: Fungal infection, antifungal resistance, azoles, Schizosaccharomyces pombe.
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1. GĠRĠġ 

Modern tıptaki geliĢmelere paralel olarak, çeĢitli insan hastalıklarının tedavisinin yanı sıra, 

bulaĢıcı hastalık salgınların da sınırlanmasına karĢın bir tarftan insan ömrü uzarken diğer 

tarftan da fırsatçı mantar patojenleri, özellikle altta yatan sağlık sorunları olan veya 

immünosupresif tedavi gören bireylerde, insan ölümlerinin önde gelen nedenlerini 

oluĢturmaktadır (Brown ve diğ.,, 2012). Patojenik fungilerden Candida, Aspergillus, 

Cryptococcus ve Pneumocystis türlerinden kaynaklanan invaziv fungal enfeksiyonların dünya 

çapında neden olduğu yüksek morbidite (hastalık) ve mortalite (ölüm) oranı ciddi bir tehlike 

oluĢturmaktadır (Revie ve diğ., 2018) Mantar patojenleri sadece insanları doğrudan 

etkilemekle kalmaz, aynı zamanda insanları besleyen ekinlerin kitlesel yıkımı ve ayrıca gıda 

kaynaklarını kirleten ve kanser geliĢimine yol açan toksinleri üreterek gıda güvenliğini de 

tehlikeye atmaktadır (Fisher ve diğ., 2012). 

Ġnsan patojenlerinin neden olduğu sistemik mantar enfeksiyonlarını tedavi etmek için baĢlıca 

üç sınıf antifungal ilaç kullanılmaktadır. Bunlar ergosterol biyosentezini hedefleyen azoller, 

mantar hücre duvarı biyosentezini engelleyen ekinokandinler ve mantar hücre zarında hücre 

lizisine yol açan ve ergosterole bağlanan polienlerdir (Perfect, 2017; Robbins ve diğ., 2017). 

Son yıllarda bu ilaçların düzensiz, uzun süreli ve dikkatsiz kullanımı, söz konusu patojenlerin 

zaman içinde direnç kazanmasına yol açmıĢtır. Antifungal ilaç direncin altında yatan nedenler 

olarak, ilaç hedef değiĢikliği veya aĢırı ekspresyonu, çoklu ilaç taĢıyıcılarının yukarı 

regülasyonu ve stres tepkilerinin aktivasyonu gibi çok sayıda adaptif mekanizma 

bulunmaktadır (Shapiro ve diğ., 2011). Sınırlı sayıdaki antifungal ajan, çoklu ilaca dirençli 

mantar türlerinin ortaya çıkmasıyla daha da tehdit altındadır. 

Bu tez çalıĢmasında 3 farklı antifungal ajan kullanıldı. Bunlardan ikisi triazol antifungal ilaç 

sınıfına ait flukonazol ve tetrakonazoldür diğeri ise benziimidazol türevi tiyabendazoldür.  

Triazoller, Erg11 gen ürünü ve ergosterol biyosentezinden sorumlu enzim olan sitokrom P-

450 lannosterol C-14 alfa-demetilaz‘ın heme yapısındaki demire bağlanarak inhibe eder ve 

böylelikle hücre duvarı ana bileĢenlerinden olan ergosterolün biyosentezini bloke eder. Bu 

durum toksik olan 14 alfa-metil sterollerinin birikmesine, membran geçirgenliğinin 

azalmasına, normal mantar sterollerinin kaybına ve fungistatik veya fungisidal aktiviteye 
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neden olur. Tiyabendazol ise, mikrotübül polimerizasyonunun inhibisyonuna neden olur ve 

spesifik mitokondriyal fumarat redüktaz enzimini inhibe ederek, sitrik asit döngüsünü, 

mitokondriyal solunumu ve ardından ATP üretimini inhibe eder. 

Bu çalıĢmada, Palabıyık ve diğ., (2020)‘nin ―Ġnsan hastalıklarının moleküler 

mekanizmalarının araĢtırılmasında Schizosaccharomyces pombe'nin model organizma olarak 

kullanılmasının optimizasyonu‖ baĢlıklı ve 51649 kodlu BAP projesinden elde edilen bulgular 

ıĢığında çeĢitli mekanizmalardan (ergosterol biyosentezi, membran, ubikitinasyon, sinyal 

iletimi, transkripsiyon ve tranlasyonun düzenleniĢi, hücre duvarı biyogenezi ve 

organizasyonu, mitokondriyal fonksiyon, kinaz, fosfataz, DNA onarımı ve lipid 

metabolizması,) sorumlu 16 gen ve literatür taramasından flukonazol hedefi erg11 geni ve 

flukonazolle iliĢkili 4 genin antifungal ilaç direncindeki rolleri araĢtırıldı. Bu amaçla, 

patojenik fungilerle birçok ortak özellik paylaĢan ve model organizma olarak kullanılan 

fisyon mayası (Schizosaccharomyces pombe) çalıĢma materyali olarak kullanıldı. Üç farlkı 

antifungal ajanın (flukonazol, tetrakonazol ve tiyabendazol) ayrı ayrı ve flukonazol ile 

tetrakonazol kombine olarak bu organizma üzerindeki etkileri araĢtırıldı. Bu kapsamda, 

öncelikle, her üç ajanın minimum inhibe edici konsantırasyonları (MĠK) hesaplandı. 

ÇalıĢmaya sadece flukonazol ile devam edildi. Yeni aday ve bilinen hedef genlerinin anlatım 

profilleri, S. pombe yabani ırkında iki farklı flukanozol dozunda (IC5=700 ve IC10=1400 

µg/mL) çıkarıldı. Daha sonra, ele alınan genlerin S. pombe mutantlarında hücre içi reaktif 

oksijen türleri (ROT) DCFH-DA boyama yöntemi ile belirlendi. 

Flukonazol uygulanmıĢ örneklerde, hücrelerin üreme yeteneğinde doza bağlı bir azalma 

gözlenmiĢ olsa da, hücreler flukonzaole karĢı MĠK‘in üzerindeki dozlarda aktivite 

gösterdikleri paradoksiyal etki gözlendi. Tetrakonazol uygulanmıĢ hücrelerde doz artıĢına 

bağlı üreme yeteneğinde azalma gözlendi. Tetrakonazolün IC5, IC10 ve IC20 dozları 

flukonazolün, IC5 dozuyla üremeyi önleyici etki sergilerken IC10 dozunda üremeyi 

baskılamadı. Sonraki adımlara flukonazol‘ün IC5 (700 µg/mL) ve IC10 (1400 µg/mL) dozları 

ile devam edildi. Genlerin anlatım profili, S. pombe yabani ırkına (ED666) flukonazol‘ün IC5 

ve IC10 dozları 2 saat uygulanarak elde edildi. Bazı genlerin (SPAC22H10.09, bun107, 

mug166, nnt1, nas2, yih1, SPAC4H3.06, msh1, rpb9, qcr8, rsv2, erg6 ve erg9) IC5.dozunda 

artarken IC10 dozunda azaldığı gözlendi. Buna karĢın diğerlerinin her iki dozda azalan (srp14, 

clp1, bgs4 ve phb2) ve artan (plh, erg11 ve erg31) seviyeleri tespit edildi. Parental ve mutant 



3 

 

 

 

suĢlarda kayda değer bir ROT artıĢı gözlemlenmedi. Bu sonuçlar dirençli suĢlarda ROT 

seviyesinin düĢük olmasıyla uyumludur. 
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2. GENEL KISIMLAR 

2.1.MODEL ORGANĠZMA OLARAK S. pombe 

Fisyon mayası olarak da bilinen Schizosaccharomyces pombe, mantarlar aleminin iki ana 

grubundan biri olan Ascomycetes sınıfından tek hücreli ökaryotik bir mikroorganizmadır. 

Swahili dilinde ―bira‖ anlamına gelen bu maya (Lindner, 1893) haploid ve diploid 

formlarında bulunur. Çubuk Ģekilli ~7-14 μm uzunluğunda ve ~4μm geniĢliğindedir. Ortadan 

ikiye bölünerek çoğaldığından ―fisyon mayası‖ olarak adlandırılmıĢtır (Mitchinson, 1970; 

Wilhelm, 2008). Hızlı bir yaĢam döngüsü vardır, minimal ve komplex besiyerinde bölünme 

süresi yaklaĢık 2-4 saat arasında vejetatif olarak ve ortalama 25°C-36°C arasında büyür. 

Ġlk defa 1890'ların baĢlarında, onu ayrıntılı olarak tanımlayan ilk kiĢi olan Paul Lindner'in 

gözetiminde Ziedler tarafından Afrika darı birasından izole edildi. Lindner, onu 

tomurcuklanan mayadan (Sacharomyces cerevisiae) ayırmak için Schizosaccharomyces adını 

verdi (çünkü fisyon yoluyla vejetatif olarak çoğalır). Genetik çalıĢmalarda ilk defa Leupold 

tarafından kullanıldı. Leupold, iki homotallik suĢu (h
90 

(968) ve h
40 

(o zamandan beri kayıp)) 

ve iki heterotallik suĢu (h
- 
ve h

+) 
 izole etti ve böylece S. pombe için klasik genetik prosedürler 

geliĢtirilmeye baĢlandı (Leupold, 1950). EĢey tipi olarak, lokusta farklı genomik 

konfigürasyonlara sahip birkaç heterotallik suĢ vardır ancak genel olarak laboratuvarda 

kullanılan iki suĢ vardır: h
+N 

(975)ve h
-S 

(972). 1970‘lerin ortalarında ise Nurse S. pombe’de 

Lee Hartwell ise Mitchinson‘un laboratuvarında S.cerevisiae‘da cdc (hücre bölünmesi 

döngüleri) mutantlarında genetik ve hücre döngüsü çalıĢmalarına baĢlamıĢtır. Model 

organizma olarak da ilk defa Mitchinson (1990) tarafından kullanılmaya baĢlanmıĢtır. Uzun 

bir süre S .pombe ile ilgili çalıĢmalar Leupold ve Mitchinson tarafından yapılmıĢ olsa da, asıl 

büyük ivme Richard Egel‘in mayoza gitme yeteneği olmayan mutant suĢu elde etmesiyle 

baĢlamıĢtır (Hoffman ve diğ., 2015). 

Uygun koĢullarda S. pombe eĢleĢme için feromonlar üretir; h
- 

M faktörü h
+ 

ise P faktörü 

sentezler. Nitrojen seviyelerindeki düĢüĢ hücreleri G1 seviyesinde tutuklar ve eĢleĢme için zıt 

eĢeyler feromonlar üreterek hücrelerin diploid forma geçmesini sağlar. Bu zigot premayotik S 

fazına ilerleyerek dört hücreli askus yapıları oluĢturmak için iki ardıĢık mayoz geçirir. Glukoz 
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açlığında ise hücreler G2 fazında tutuklanır. Ortama besin ilavesi yapıldığında hücreler 

normal bölünme durumlarına geçer (Hayles ve Nurse, 2018). 

S. pombe‘nin genetik dizilimi ―Sanger enstitüsü‖ tarafından 2002‘de tamamlanmıĢ olup 

genomu sekanslanan 6. ökaryotik model organizmadır (Wood ve diğ., 2002). 13.8 Mb baz 

çifti uzunluğunda olan genomunda 3 kromozomda (sırasıyla herbiri 5.7, 4.6 ve 3.5 Mb) ve 

5054 protein kodlayan gen vardır (S. cerevisiae 5821). 5054 bilinen fisyon mayası 

proteinlerinden Ģu anda 2154'ü yayınlanmıĢ bir biyolojik iĢleve sahiptir, 2050'si deneysel 

olarak karakterize edilmiĢ bir ortologdan (genellikle tomurcuklanan mayadan) çıkarılan 

biyolojik bir role sahiptir ve 850 tanesinin bilinen biyolojik bir rolü yoktur ve S. pombe 

genlerinin %67‘si insanda korunmuĢtur.
1
 (Wood ve diğ., 2002). Bunlardan 338 tanesi S. 

cerevisiae‘de kaybolmuĢ olup insanlarla S. pombe arasında korunmuĢtur. 

S. pombe, S. cerevisiae‘den yaklaĢık 350 milyon yıl önce ayrılmasının karĢın S. pombe antik 

maya atasının daha fazla özelliğini korumuĢtur ve böylece metazoa ile daha fazla ortak 

özelliği paylaĢır (Hoffman ve diğ., 2015). Hatta, HMG-CoA redüktaz protein dizisinin 

filogenetik analizi bu ayrılmanın daha da eskiye dayandığını gösteriyor (Lum ve diğ., 1996). 

S.cerevisiae‘de yüksek organizmalarda retrotranspozon ifadesini düzenleyen RNAi (RNA 

interferans)‘nın yokluğu intron kaybına yol açan ters transkriptaz aktivitesindeki artıĢla iliĢkili 

olduğu düĢünülüyor (Tabara ve diğ., 1999). Bu, hem intron varlığı hem de RNAi varlığı 

bakımından S. pombe‘nin neden metazoalara S.cerevisiae‘den daha yakın olduğunu açıklıyor 

(Hoffman ve diğ., 2015). 

Kısaca, tek hücreli bir ökaryot olması, gen-iĢlev analizine ortam sağlayan mutasyonların 

kolaylıkla eldesi ve takibinin yapılabilmesi, haploid (ġekil 2.1.A), diploid (ġekil 2.1.B), aski 

(ġekil 2.1.C) ve zigotik olmayan aski (ġekil 2.1.D) yaĢam formları ile genetik çalıĢmaların 

güvenli bir Ģekilde gerçekleĢtirilmesi ve homolog rekombinasyon sırasında DNA tamiri ile 

yeni allel kombinasyonlarının yönlendirilmeye açık olması, S. pombe‘yi baĢta temel bilimler, 

özellikle moleküler ve hücresel biyoloji olmak üzere sağlık, gıda, çevre ve biyoteknoloji gibi 

önemli bilimsel alanlarda kullanılabilen önemli bir model organizma haline getirmiĢtir. Bazı 

çevreler, S. pombe‘nin memeli hücrelere olan yakın iliĢkisinden dolayı, onu mikro-memeli 

olarak tanımlamıĢtır (Forsburg ve Rhind, 2006). Ayrıca S. pombe oldukça aktif homolog 

                                                 
1
 www.Pombase.org/[Ziyaret tarihi:20/04/2021] 

http://www.pombase.org/
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rekombinasyon mekanizmalarına sahip olması araĢtırmacılara, rekombinasyon sırasında DNA 

tamiri ve yeni allel kombinasyonları hakkında bilgi sağlar.  

 

ġekil 2.1: S. pombe hücrelerinin, (A) haploid hücre yapısı, (B) diploid hücre yapısı, (C)zigotik  

          aski, (D) zigotik olmayan aski yapısı (Hoffman ve diğ., 2015). 

 

2.2. ANTĠFUNGAL ĠLAÇLAR 

Fırsatçı ve patojenik mantarlardan, baĢlıca Cryptococcus, Candida, Aspergillus, Fusarium ve 

Pneumocystis türlerinin neden olduğu fungal enfeksiyonların tedavisinde kullanılan bu ilaçlar 

ilk olarak 1953‘te geliĢtirilmiĢtir (Amfoterisin B) (Dutcher, 1968). Bu ilaçlar fungisidal 

(öldürücü) veya fungistatik (üremeyi durdurucu) etkiye sahip olabilirler. 

Antifungal ilaç sınıfları Ģunları içerir: BaĢlıca polienler, azoller ve ekinokandinlerdir. Ayrıca, 

allilaminler ve flusitozin de kullanılan diğer antifungal ilaç sınıflarıdır. Azoller, (örn., 

Flukonazol, vorikonazol ve posakonazol) ergosterol biyonstez yolağındaki Erg11 gen ürünü 

olan P450 lanosterol demetilaz enzimini inhibe edip yerine toksik sterollerin geçmesine neden 

olarak hücre duvarı geçirgenliğine neden olarak fungistatik veya fungisidal aktiviteye neden 

olurlar (ġekil 2.2.A). Polienler, (örn., Amfoterisin B) hücre duvarındaki ergosterolü 

hedefleyerek hücre duvarının fonksiyonunu bozan geniĢ gözenekler oluĢtururlar (ġekil 2.2.B). 

Son olarak, Ekinokandinler (kaspofungin, anidulafungin ve mikafungin), mantar hücre 

duvarının önemli bir yapısal bileĢeni olan ve Fks1 tarafından kodlanan β-1,3-D glukanın 

biyosentezini inhibe eden hücre duvarı aktif ajanlardır (ġekil 2.2.C).  
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ġekil 2.2: Antifungal ilaçların etki mekanizması, a)  azollerin etki mekanizması, b) amfoterisin B‘nin  

           etki mekanizması, c) ekinokandinlerin etki mekanizması (Revie ve diğ., 2018). 

2.3. AZOL ANTĠFUNGALLER 

Azoller, ana hedefleri hemoprotein olan ve ergosterolün sentezinden sorumlu enzim olan 

lanosterol 14-α demetilaz enziminin yapısındaki demire azol halkasının N-heterosiklik 
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nitrojenini bağlayarak O2 fiksasyonunun inhibitörü olarak davranırlar (Podust ve diğ., 2001). 

Bu antifungal ilaçlar enzimin aktif bölgesindeki heme kofaktörüne bağlanarak lanosterolün 

demetilasyonunu önlerler. Bu durum, hücre zarında hayati rolü olan ergosterolün bozulmasına 

ve hücre fizyolojisindeki bozukluklara ve sonuç olarak hücrenin dıĢ etkenlere ve tehditlere 

açık hale gelmesine neden olur. Klinikte; fırsatçı enfeksyonlar, kandidiyaz ve mikoz gibi 

fungal enfeksiyonların tedavisinde kullanılan ve antifungal ilaçların en büyük grubu olan bu 

ilaçlar 1960‘larda geliĢtirilmeye baĢlandı. Genel etki mekanizmaları, ergosterol 

biyosentezinde rol alan 14α- lanosterol demetilaz enziminin inhibisyonu sağlar böylece 

duyarlı maya hücrelerinin menbranında ergosterol yerine toksik 14α- metillenmiĢ steroller 

birikir.  

Ayrıca azoller, stresle aktive edilen MAP kinaz olan Sty1‘in fosforilsayonunu uyarır bu da 

Atf1 yoluyla CRE (cAMP tepki elementi) aracılı transkripsiyonu aktive eder. Atf1 ve MAP 

kinaz yolağı, azollerin antifungal aktiviteleri için gereklidir (Lingling ve diğ., 2015). 

Ergosterol, hücre için birçok hayati iĢleve sahiptir; Membran akıĢkanlığı ve bütünlüğü, besin 

taĢınması ve kitin senteziyle iliĢkili zara bağlı enzimlerin uygun iĢlevi görmesinde birçok 

hücresel süreçte rol alır. Ergosterol sentezinin inhibisyonu, Sre1 tarafından düzenlenen ve 

lipid homeostazisinde rol alan birçok genin ifadesindeki değiĢimle iliĢkilidir (Hughes ve diğ 

2005; Porter ve diğ., 2010). Ayrıca S. cerevisae‘de salgı vesiküllerin majör bileĢeni ve 

mitokondriyel solunumda önemli rol oynar (Lupetti ve diğ., 2002).   

2.3.1. Triazoller 

Triazoller, ana hedefleri olan ve Erg11 geni tarafından kodlanan ayrıca ergosterolün 

yapımından sorumlu enzim olan lanosterol 14-α demetilazı hedefler. Hedefleri olan ergosterol 

biyosentezi engellendiğinde, hücreler dıĢ tehditlere karĢı savunmasız hale gelir. Triazoller, 

vorikonazol hariç fungistatik aktivite gösterir (Martins ve diğ., 2019). Fakat doza bağlı olarak 

bu değiĢebilir. Diğer azollerin çoğu da fungistatik eğilimde olsalar da bazıları doza ve suĢa 

bağlı olarak fungisidal veya fungistatik olabilir (Belenky ve diğ., 2013). 

2.3.1.1. Flukonazol  

Flukonazol
2
 (2-(2,4-diflurofenil)-1,3-bis(1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol), antifungal aktiviteye 

sahip sentetik bir triazoldür. Flukonazol, Erg11 geni tarafından sentezlenen ve mantar 

                                                 
2 www. https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov//Ziyaret tarihi:20/04/2021] 
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sitokrom P-450 sterol C-14 alfa-demetilaz‘ın heme yapısındaki demire bağlanarak inhibe eder 

böylece mantar toksik 14 alfa-metil sterollerinin birikmesine, normal mantar sterollerinin 

kaybına, hücre zarı geçirgenliğinin artmasına ve fungistatik aktiviteye neden olur. 

Flukonazolün, Candida albicans, Candida glabrata Candida parapsilosis, Candida tropicalis 

ve Cryptococcus neoformansa karĢı fungistatik aktivite gösterdiği, mantar enfeksiyonlarını 

iyileĢtirdiği gösterilmiĢtir. Mantar hücrelerinde steroidal inhibisyon, hücre duvarı sentezi ve 

büyümesinin yanı sıra hücre adezyonunu etkileyerek mantar enfeksiyonlarını ve 

semptomlarının tedavisinde kullanılan önemli ve hayati bir ilaç olması klinikte en çok 

kullanılan etken maddelerden biri olmasını sağlamıĢtır. 

2.3.1.2. Tetrakonazol 

Triazol grubundan (1-[2-(2,4-diklorofenil)-3-(1,1,2,2-tetrafluroetoksi) propil]-1,2,4-triazole) 

olan bu ilaç, daha çok tarımda fungal enfeksiyonların tedavisinde kullanılan bir fungisid 

ilacıdır. Tarımsal uygulamalarda, ahĢap, plastik veya diğer malzemeler üzerinde, yüzme 

havuzlarında vb. mantarların büyümesini engelleyen veya onları öldüren bir kimyasaldır.  

Triazoller, öncelikle hücre büyümesine, özellikle de hücre duvarları sentezine müdahale 

ederek iĢlev görür. Bu mantar öldürücüler, hücre zarlarında ergosterol biyosentezini durdurur. 

2.2.2. Ġmidazoller  

Ġmidazoller heterosiklik bileĢikler sınıfından çeĢitli fiziksel ve kimyasal iĢlevlere sahip 

ajanlardır. GeniĢ spektrumlu aktiviteleri ve son yapılan çalıĢmalarla etkinliği umut verici olan 

bu ajanlar, biyoyararlanım, dokulara iyi penetrasyon ve düĢük miktardaki yan etkileri 

nedeniyle birçok mantar hastalığının tedavisinde kullanılan önemli antifungal ajan grubunu 

içerir (Rani ve diğ., 2013). BaĢlıca bu gruptaki antifungal ajanlar; tiyabendazol, klotrimazol, 

izokonazol, oksikonazol, sulkonazol, ekonazol, ketokonazol, mikonazol ve tiokonazol vd. 

2.2.2.1. Tiyabendazol 

Tiyabendazol (TBZ; 4- (1 H-1,3-benzodiazol-2-il) -1,3-tiazol), bir mantar önleyici ve anti-

helmintik bir ilaçtır. Tiyabendazol, helmint spesifik mitokondriyal enzim fumarat redüktazı 

inhibe ederek sitrik asit döngüsünü, mitokondriyal solunumu ve ardından ATP üretimini 

inhibe ederek sonuçta helmintin ölümüne yol açar. Ek olarak, tiyabendazol, beta-tübüline 

bağlanarak mikrotübül polimerizasyonunun inhibisyonuna yol açar. Ayrıca, Vasküler 
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Endotelyal GeliĢme Faktörü (VEGF) geninin transkripsiyon ve tranlasyonunu inhibe ederek 

anjiyogenez inhibisyonu, metastatik melanoma proliferasyonun önlenmesi ve kanser 

tedavilerinde kullanılır. Membran polarite ve bütünlüğünü bozarak hem apoptoz hem de 

nekrozu uyarır 

2.4. ĠLAÇ DĠRENCĠ 

ÇeĢitli mikroorganizmaların neden olduğu hastalıkların tedavisinde kullanılan ilaçların 

düzensiz, uzun süreli ve dikkatsiz kullanımı, mikroorganizmaların bu ilaçlara zaman içinde 

direnç kazanmasına yol açmıĢ ve bunların tedavisi için farklı ilaçlara ya da ilaç hedeflerine 

gereksinim duyulmuĢtur. Antifungal direnç, mikrobiyolojik veya klinik olarak tanımlanabilir. 

Mikrobiyolojik direncin, bir antimikrobiyal ajanın patojenin büyümesini yalnızca yabani tip 

suĢlar için gözlemlenen aralıktan daha yüksek konsantırasyonlarda engellediği zaman 

meydana geldiği söylenmektedir. Klinik direnç, enfekte eden organizmanın yalnızca daha 

yüksek bir terapötik baĢarısızlık olasılığı ile bağlantılı bir antimikrobiyal ajan konsantrasyonu 

tarafından inhibe edildiği durum tarafından belirlenir (Pfaller, 2012). 

Bu direncin altında yatan temel nedenlerin baĢında, ilacı hücre dıĢına pompalayan ABC ve 

MFS adlı dıĢarı akıĢ pompalayan genlerin aĢırı ifadesi gelmektedir. Diğerleri, ilacın hedefi 

tanıyamamasını ve inhibe edecek düzeyin altında kalmasını sağlayan gen ifadesindeki 

değiĢimler, metabolizma modifikasyonları, yeni iĢlev kazanımı ya da bu duruma tepki olarak 

ifade edilen genlerin ekspresyonundaki artıĢ, bu durumdan sorumlu genin kopya sayısının 

artması, fenotipik değiĢimler, biyofilm oluĢumu (ġekil 2.3), ilaca eriĢimin kolaylaĢması ve 

uluslararası seyahatin yaygınlaĢması gibi durumlar ilaç direncinin geliĢmesi ve 

yaygınlaĢmasına yol açan birkaç nedenden bazıları olarak sıralanabilir, 

Ġlgili ilaca karĢı kazanılan direncin üstesinden gelebilmek için, aynı veya farklı mekanizmaya 

etki eden farklı ilaçların kullanımını içeren kombine ilaç kullanımı, birçok çalıĢmada etkinliği 

kanıtlanmıĢ bir yöntemdir. Antifungal duyarlılık testleri çoğunlukla CLSI (Klinik ve 

Laboratuvar Standartları Enstitüsü) ve EUCAST (Avrupa Antimikrobiyal Duyarlılık Testi 

Komitesi ) gibi uluslararası kabul edilen standart yöntemlerle belirlenir. 

Antifungal direnç mekanizmaları, ilgili ilacın antifungal mekanizmasına müdahale eden veya 

hedef ilaç seviyelerini düĢüren mantar patojeninin içsel veya edinilmiĢ özellikleri ile ilgilidir.  
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ġekil 2.3: ÇeĢitli ilaç direnci mekanizmaları ve birbirleriyle olan iliĢkileri (Revie ve diğ., 2018). 

 

2.4.1. Azollere karĢı ilaç direnci 

Azol direncinin ortaya çıkması, genellikle dirençte zamanla kademeli artıĢlarla ve büyük 

oranda hücre zarındaki akıĢ pompalarını kodlayan genlerin yukarı regülasyonu ile iliĢkilidir. 

Bu akıĢ pompaları, Candida ilaç direnci (CDR) ve çoklu ilaç direnci (MDR) (S .pombe 

ortoloğu gyp2)
3
 genleri tarafından kodlanan ABC (ATP bağlayıcı kaset) taĢıyıcı ve MFS 

(majör kolaylaĢtırıcı süperailesi) taĢıyıcı proteinleridir (Higgins, 2009; Sá-Correia ve diğ., 

2009). Dizi analiz çalıĢmaları ile fisyon mayasında 11 ABC ve 49 MFS taĢıyıcı protein 

ailesinin olduğunu göstermiĢtir. Bu genlerin ifadesi, ekstrasellüler ve intrasellüler alandaki 

maddenin konsantrasyonuna göre düzenlenir. Bu proteinler, bileĢenleri hücre zarı boyunca 

taĢır. Bazıları, Erg11 geninin aĢırı ifadesi veya mutasyona uğraması yoluyla ilaçları hücre 

dıĢına pompalayarak konsantrasyonlarını ve hücre üzerindeki etkilerini azaltan veya membran 

potansiyelini değiĢtirerek maddenin giriĢi-çıkıĢını kontrol ederek hücre içindeki fazlalığı 

dıĢarı atar ve bir çeĢit stres yanıtı gösterirler (Hirata ve diğ., 1994; Balzi ve diğ., 1994; 

Cowen, 2008). 

                                                 
3
 www.Pombase.org/[Ziyaret tarihi:26/05/2021] 

http://www.pombase.org/
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AkıĢ pompaları, bileĢenleri hücre zarı boyunca taĢıyan proteinlerdir. Bazıları ilaçları hücre 

dıĢına pompalayarak konsantrasyonlarını ve hücre üzerindeki etkilerini azaltan 

transporterlardır. Antfifungal dirençle iliĢkili iki majör akıĢ pompası protein ailesi var: ABC 

(ATP bağlayıcı kaset, CDR1 tarafından kodlanır (C.albicans) ve MFS (Majör kolaylaĢtırıcı 

süperailesi) protein ailesi. Ġlaç direnci genellikle dıĢarı akıĢ pompalarını kodlayan genlerin 

yukarı regülasyonu ile iliĢkilidir. Candida ilaç direnci, gen ailesinin (CDR) ve MDR1‘in 

artmıĢ mRNA seviyeleri, flukonazol‘ün yanı sıra baĢka azollere de direnç ile 

iliĢkilendirilmiĢtir (Schuetzer-Muehlbauer ve diğ., 2003; Morschhäuser, 2007). Hücrelerin 

antifungal strese verilen baĢlıca tepkilerinden biri olan ve üzerinde çalıĢılan her mantarda, 

ABC taĢıyıcılarının azol direncini etkileyebildiği gözlenmiĢtir. Bu durum, mantar 

enfeksiyonlarını tedavi etmede önemli bir sorun haline gelir. Bu taĢıyıcı proteinler, azol 

ilaçlarını hücreden dıĢarı atmak için hareket eder ve böylece toksik seviyelerin birikmesini 

önler. ABC taĢıyıcı proteinin aĢırı üretimi, memeli hücresinde de ilaç direncinin iyi bilinen bir 

nedenidir (Holohan ve diğ., 2013). CDR1 mRNA'sının yarı ömrü dirençli izolatlarda diğer 

duyarlı suĢlar ile karĢılaĢtırıldığında üç kat daha yüksek olmasının yanı sıra CDR1 

mRNA'sının polyA kuyruğunun da dirençli izolatlarda %35-50 hiperadenile olduğu 

gösterilmiĢtir (Manoharlal ve diğ., 2008). 

ABC pompalarına ek olarak, proton bağımlı akıĢ pompalarını kodlayan çoklu ilaca dirençli 

(MDR) geninin artan ekspresyonu, spesifik flukonazol ve diğer azollere karĢı direnç ile 

iliĢkilidir. Bu gen transkripsiyon faktörü Mrr1p (çoklu ilaca dirençli düzenleyici) tarafından 

kontrol edilir ve dirençli klinik suĢlarda aĢırı ekspresyonu yapılır. Bu genin ürünü olan ve 

ikinci majör taĢıyıcı protein ailesinden MFS proteini azol direncinde önemli bir role sahiptir 

(Saier ve diğ., 1999). S.cerevisae‘de yapılan çalıĢmalarda bu proteini kodlayan birçok genden 

sadece Mdr1 geninin azol direncinde rol aldığı gösterilmiĢtir (Gaur ve diğ., 2008). MFS 

taĢıyıcıları, 12-14 TMS (Trans membran segment)‘ye sahiptir ve ilaç akıĢına güç sağlamak 

için elektrokimyasal proton hareket gücünü kullanır. Hücre içine ilaç giriĢ-çıkıĢını kontrol 

ederek ilacın hücre içinde birikmesini önleyerek direnç kazandırır. Ġki gruba ayrılır: DHA1 ve 

DHA2. MDR1 tarafından kodlanan DHA1‘in aĢırı ifadesi azol ilaçlarının akıĢında ve 

direncinde artıĢa yol açar. MDR1‘in S.cerevisiae‘deki heterolog ifadesi, flukonazole dirençle 

iliĢkili olduğu ancak diğer azollerle iliĢkili olmadığı rapor edilmiĢtir (Sanglard ve diğ., 1995). 
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Direnç mekanizmalarından özellikle ERG11 genindeki mutasyonlar ve aĢırı ifadesinin yanı 

sıra ergosterol biyosentez yolağındaki diğer sterollerin seviyesi de dirençte önemli rol alır. 

Ergosterol, mantar hücre duvarının ana bileĢenlerinden biri olup membranla iliĢkili 

proteinlerin akıĢkanlığı, geçirgenliği ve aktivitelerini yerine getirmede ve membran 

bölümlendirmesi, endositoz vakuol füzyonu ve feromon sinyalizasyonu gibi süreçlerde aktif 

olarak rol alır. Birçok genin devreye girdiği kademeli bir süreçle biyosentezi yapılır (ġekil 

2.4). Ergosterol sentezi yolağındaki herhangi bir sorun pleitropik etkilere neden olarak hücre 

bölünmesi ve stres yanıtında sorunlara ve ölüme sürükleyebilecek durumlara neden olabilir 

(Noël, 2012, Jord ve Puig 2020). Bu nedenle antifungal enfeksiyonların tedavisinde 

kullanılmak amacıyla geliĢtirilen antifungal ilaçların önemli bir kısmı ergosterol biyosentez 

yolağını hedefler. ERG11 genindeki mutasyon, azollerin hedefi tanıyamaması ve 

bağlanamamasına yol açarken, bunun aĢırı ifadesi ise ilaç hedefinin Konsantrasyonndaki 

artıĢa yol açarak ilacın etkisini minimize eder. Direnç mekanizmasındaki diğer süreçler, düĢük 

afiniteli ergosterol biyosentezi, Erg3 (S. pombe erg31 ortoloğu) ve Erg6 genindeki mutasyon, 

artan katalaz ve SOD (Süper Oksit Dismutaz)aktivitesi (ilacın oluĢturduğu oksidatif hasarı 

önler), mitokondriyal aktivite, biyofilm oluĢumu, izokromozom oluĢumu (dirençte rol alan 

genlerin kopyasını içerir) ve epigenetik değiĢimler gibi mekanizmalar antifungal ilaç 

direncinin bilinen diğer nedenlerinden bazılarıdır (Bhattacharya ve diğ., 2018; Bhattacharya 

ve diğ., 2020; Henry ve diğ., 2000; Cowen ve diğ., 2015). 
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ġekil 2.4 Ergosterol biyosentez yolağı. 

 

2.3.2. S. pombe’de ilaç direnci 

S. pombe, omurgalılarla olan yakınlığından dolayı model organizma olarak çeĢitli 

çalıĢmalarda kullanılmasının yanı sıra, patojen ve fırsatçı mantarlara olan benzerliği dolayısı 

ile model organizma olarak kullanımı tercih edilir. Ayrıca, herhangi bir sağlık sorununa yol 

açmamaları yani güvenli suĢ olmaları nedeniyle de ilaç direnci gibi çalıĢmalarda kullanılmak 

için ideal bir mikroorganizmadır. Ek olarak S. pombe‘nin güçlü çoklu ilaç direnci 

mekanizması vardır (Arita ve diğ., 2011; Wolfger ve diğ., 2001). 

Fang ve arkadaĢlarının (2011) 3004 mutant suĢ ile yaptığı antifungal ilaçların kullanıldığı 

çalıĢmada, 109 tane hiper-duyarlı suĢ ve 11 dirençli suĢ belirlediler. S. pombe‘de direncin 

veya duyarlılığın gözlendiği ve ilgili genler bakımından delesyonlu olan bu mutant suĢların 

çoğu çeĢitli fonksiyonel kategorilere ayrılabilir. Bunlar, ergosterol biyosentezi, membran 

trafiği, histon asetilasyon ve deasetilasyonu, ubikitinasyon, sinyal iletimi, ribozom biyosentezi 

ve düzenleniĢi, transkripsiyon ve tranlasyonun düzenleniĢi, hücre duvarı biyogenezi ve 

organizasyonu, mitokondriyal fonksiyon, amino asit, nükleik asit ve lipid metabolizması, 

mayoz, hücre polaritesi ve kromatin düzenleniĢi ile ilgili süreçler olarak sıralanmaktadır. 
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Bu grubun bir diğer çalıĢmasında (Hu ve diğ., 2015) Sty1 MAP kinaz yolağı tarafından aktive 

edilen Atf1 ve Pmk1 geninin de azollere karĢı dirençte önemli bir rolü olduğu gösterildi. Bir 

diğer çalıĢma olan Liu ve arkadaĢlarının (2018), phb1-2 ve Ap-1 benzeri transkripsiyon 

faktörü olan pap1 mutant hücrelerinde yaptığı çalıĢmada bu genlerin ilaç direnci veya 

duyarlığında önemli roller aldığını gösterdi. Diğer mayalarda dirence neden olan ilaç akıĢ 

pompası proteinleri olan ABC taĢıyıcı protein ve kesin olmamakla birlikte MFS protein 

ailesinin aynı Ģekilde S. pombe‘de de direncin ana bileĢenlerindendir (Arita ve diğ., 2011; 

Iwaki ve diğ., 2006,). Bu akıĢ pompalarının ifadesinin çinko parmak ve AP-1 benzeri 

transkripsiyon faktörleri tarafından düzenlendiği düĢünülmektedir (Moye ve Rowley, 2003; 

Kawashima ve diğ., 2012). S. pombe‘de ise Bfr1 ve Pmd1‘in ana ABC ailesi taĢıyıcıları 

olduğu gösterilmiĢtir (Arita ve diğ., 2011; Iwaki ve diğ., 2006). Kawashima ve arkadaĢları 

(2012) yaptıkları bir çalıĢmada Mfs1‘in bir MFS taĢıyıcısı ve tomurcuklanan mayada Pdr‘in 

homoloğu olan Prt1‘in fisyon mayasında çinko parmak transkripsiyon faktörü olduğunu 

belirlediler. 

Palabıyık ve diğ., (2020)‘nin ―Ġnsan hastalıklarının moleküler mekanizmalarının 

araĢtırılmasında Schizosaccharomyces pombe'nin model organizma olarak kullanılmasının 

optimizasyonu‖ baĢlıklı ve 51649 kodlu BAP projesinden elde edilen bulgular ıĢığında çeĢitli 

mekanizmalardan sorumlu 19 genin delesyonlu durumda flukonazole karĢı direnç geliĢtirdiği 

gösterildi. Bu genlerin rol aldığı süreçler Tablo 2.1‘de verilmiĢtir. 

Tablo 2.5: Mutant genlerin listesi ve hücresel süreçteki rolleri. 
Rol alınan süreçler Gen 

Translasyon ve Transkripsiyon SPAC22H10.09, srp14 ve rsv2 

Bağlayıcı (DNA, protein, aktin vs.) ve kinaz aktivitesi. bun107, hrk1 ve yih1 

Transferaz ve fosfataz nnt1, plh1, hrk1,clp1ve srp14 

DNA onarımı msh1 ve SPAC4H3.06 

Mitokondriyal aktivite msh1, ve qcr8 

Sterol sentezi ve hücre duvarı biyogenezi plh1 ve bgs4  

Diğer mug166, nas2 ve rpb9 
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3. MALZEME VE YÖNTEM 

3.1. ORGANĠZMA VE BESĠYERĠ 

3.1.1. Organizma 

Bu çalıĢmada mantarlar aleminin ascomycetes sınıfından S. pombe ED666 yabani suĢu ve 

belirli genler bakımından delesyonlu mutant suĢlar Tablo 3.1'de gösterilmiĢtir. Bu suĢlar 

Ġstanbul Üniversitesi Fen Fakültesi Moleküler Biyoloji ve Genetik Bölümü Maya 

Biyoteknolojisi laboratuvarındaki kültür koleksiyonundan temin edildi. 

              Tablo 3.1: ÇalıĢma kapsamında kullanılan suĢlar ve özellikleri.  
Kullanılan SuĢ Özelliği 

 ED666                                                     Haploid/h
+ 

, ade6-M210, ura4-D18, leu1-32 

SPAC22H10.09                                       Haploid/h
+
,ade6-M210,ura4-D18,leu1-32-SPAC22H10.09∆  ::KanMX4                                                                        

bun107∆             Haploid/h
+
,ade6-M210,ura4-D18,leu1-32- bun107∆::KanMX4                                                                        

mug166 ∆                                            Haploid/h
+
,ade6-M210,ura4-D18,leu1-32- mug166∆::KanMX4                                                                        

nnt1∆                                                   Haploid/h
+
,ade6-M210,ura4-D18,leu1-32- nnt1∆::KanMX4                                                                        

plh1∆  Haploid/h
+
,ade6-M210,ura4-D18,leu1-32- plh1∆::KanMX4                                                                        

nas2∆ Haploid/h
+
,ade6-M210,ura4-D18,leu1-32- nas2∆::KanMX4                                                                        

srp14∆ Haploid/h
+
,ade6-M210,ura4-D18,leu1-32- srp14∆::KanMX4  

rhp18∆                                                 Haploid/h
+
,ade6-M210,ura4-D18,leu1-32- rhp18∆::KanMX4       

SPCC338.06c∆          Haploid/h
+
,ade6-M210,ura4-D18,leu1-32- SPCC338.06c::KanMX4       

hrk1∆  Haploid/h
+
,ade6-M210,ura4-D18,leu1-32- hrk1∆::KanMX4                                                                        

 clp1∆ Haploid/h
+
,ade6-M210,ura4-D18,leu1-32- clp1∆::KanMX4                                                                        

SPAC4H3.06∆ Haploid/h
+
,ade6-M210,ura4-D18,leu1-32- SPAC4H3.06∆::KanMX4                                                                        

yih1∆ Haploid/h
+
,ade6-M210,ura4-D18,leu1-32- yih1∆::KanMX4                                                                        

msh1 ∆ Haploid/h
+
,ade6-M210,ura4-D18,leu1-32- msh1∆::KanMX4                                                                        

rpb9 ∆ Haploid/h
+
,ade6-M210,ura4-D18,leu1-32- rpb9∆::KanMX4                                                                        

qcr8∆ Haploid/h
+
,ade6-M210,ura4-D18,leu1-32- qcr8∆::KanMX4                                                                        

 rsv2∆ Haploid/h
+
,ade6-M210,ura4-D18,leu1-32- rsv2∆::KanMX4                                                                        

 bgs4∆ Haploid/h
+
,ade6-M210,ura4-D18,leu1-32- bgs4∆::KanMX4   

SPBC27B12.05∆                                       Haploid/h
+
,ade6-M210,ura4-D18,leu1-32- SPBC27B12.05::KanMX4                              

 phb2∆ Haploid/h
+
,ade6-M210,ura4-D18,leu1-32- phb2∆::KanMX4                                                                        

 erg31∆ Haploid/h
+
,ade6-M210,ura4-D18,leu1-32- erg31∆::KanMX4                                                                        
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3.1.2. Besiyeri 

Bu çalıĢma kapsamında S. pombe ED666 ve diğer mutant suĢların üretiminde YES (Yeast 

Extract with Supplemets) besiyeri kullanıldı (Gutz ve diğ., 1974). Ayrıca mutant suĢlar 

üretildiğinde ortamda sadece onların üremesini sağlamak için ortama genetisin antibiyotiği 

eklendi. Besiyeri içeriği Tablo 3.2‘de verilmiĢtir. 

        Tablo 3.2: YES besiyeri içeriği ve konsantrasyonu. 
Besiyeri Ġçerik Konsantrasyon 

 

 

 

YES 

 

 

Maya özütü 5 g/L 

Glukoz 30 g/L 

Agar* 20 g/L 

Distile su 1000 mL 

Adenin  

 

10 mg/mL 

Urasil 

Lösin 

Lizin 

Histidin 

Genetisin** 200 mg/mL 

* Katı besiyeri için kullanıldı. 

**Mutant suĢların seçici besiyerinde kullanılan bir antibiyotik. 

 

Besiyeri, Tablo 3.2‘de verilen bileĢenler ve konsantrasyonlar kullanılarak distile su ile 

çözdürüldü ve 121 °C‘de 15 dakika 1.2 atmosfer basınçta sterilizasyonu sağlandı. Otoklavdan 

sonra besiyeri ~50°C‘ye kadar soğuduktan sonra içerisine adenin, lösin, urasil, histidin ve 

lizin metabolitlerinden her biri 10 mg/mL olacak Ģekilde eklendi. Mutant suĢlar üretilmek 

istendiği zaman ise metabolitlerin yanı sıra besiyeri içine genetisin antibiyotiğinden 200 mg/L 

olacak Ģekilde eklendi. Katı besiyeri hazırlandığında otoklavdan alınan besiyeri, bir miktar 

soğuduktan sonra yukarıda verilen metabolitler eklendikten sonra petri kaplarına döküldü.  

3.2. ORGANĠZMANIN ÜRETĠMĠ VE SAKLANMASI  

Yabani tip S. pombe ED666 suĢu +4C‘da katı besiyerinde saklanan stoklardan alınarak katı 

YES besiyeri içeren petri kaplarına ekildi ve 30C‘de 3 gün boyunca üretildi. Mutant S. 

pombe suĢları ise -80C‘da saklanan gliserol stoktan alınarak katı YES+genetisin besiyeri 

içeren petri kaplarına ekildi ve inkübasyon sonrasında alt kültürleme yapıldı. Alt kültürleme 

için üreyen hücrelerden azaltma ekimi yapılarak bir koloni alındı. Yabani ırk katı YES 
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besiyerine, mutant ırk ise YES+genetisin besiyerine ekildi ve 30C‘de 2 gün boyunca üretildi. 

SuĢlar ileriki aĢamalarda kullanılmak amacıyla +4C‘de katı besiyerlerinde saklandılar. 

 

3.3. ANTĠFUNGAL AJANLARIN S. pombe HÜCRELERĠNĠN ÜREMESĠNĠ 

ĠNHĠBE EDEN DOZLARININ BELĠRLENMESĠ 

Minimum Ġnhibisyon Konsantrasyonu (MĠK), bir mikroorganizmanın inkübasyonundan sonra 

büyümeyi engellemek için ilacın kullanılan en düĢük konsantrasyonunu ifade eden duyarlılık 

testi olup hücre bazlı bir analiz yötemidir. IC (inhibe edici konsantrasyon) değeri in vitro 

Ģartlarda ilacın maksimum etkisinin, inhibisyonun belli bir yüzdeden sorumlu olduğu ilaç 

konsantrasyonudur.  

Ġlk olarak, çalıĢma kapsamında kullanılan, flukonazol, tetrakonazol ve tiyabendazol antifungal 

ajanlarının S. pombe ED666 yabani suĢunda MĠK değerleri belirlendi. Belirlenen MĠK 

değerleri baz alınarak, ajanların kombine kullanılması sonucunda hücre canlılığı üzerindeki 

etkileri incelendi. Kullanılan ajanların Minimum Ġnhibisyon Konsantrasyonlarını belirlemek 

için ġekil 3.1‘de verilen ġablon kullanıldı. Deneyler 3 tekrar ve 2 replika olacak Ģekilde 96‘lık 

düz tabanlı plakalarda yapıldı. 
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Tablo 3.3: : Kullanılan ajanların Minimum Ġnhibe edici Konsantrasyonlarının belirlenmesi için  

            kullanılan Ģablon. 

Flukonazol 

YES+DMSO 

    Blank 

YES+DMSO 

 

43.25 

μg/mL 

87.5 

μg/mL 

175 

μg/mL 

350 

μg/mL 

700 

μg/mL 

1400 

μg/mL 

2800 

μg/mL 

5600 

μg/mL 

 ED666 ED666 ED666 ED666 ED666 ED666 ED666 ED666 ED666 

Tetrakonazol 

YES  

 

1  

μg/mL 

2 

μg/mL 

3 

μg/mL 

4 

μg/mL 

8 

μg/mL 

16 

μg/mL 

32 

μg/mL 

64 

μg/mL 

128 

μg/mL 

ED666 ED666 ED666 ED666 ED666 ED666 ED666 ED666 ED666 ED666 

Tiyabendazol 

YES+DMSO+

HCl 

Blank 

0.0115 μg/mL 0.023 

μg/mL 

0.046 

μg/mL 

0.093 

μg/mL 

0.1875 

μg/mL 

0.375 

μg/mL 

0.75 

μg/mL 

1.5 

μg/mL 

 

 ED666 ED666 ED666 ED666 ED666 ED666 ED666 ED666 ED666 

Flukonazol+Tetrakonazo

l kombine kullanımı 

YES 

 

YES+ 

DMSO  

Blank 

700 

μg/mL 

FLC+ 

2 

μg/mL 

TRC 

700 

μg/mL 

FLC+ 

4 

μg/mL 

TRC 

700 

μg/mL 

FLC+ 

8 

μg/mL 

TRC 

1400 

μg/mL 

FLC+ 

2 

μg/mL 

TRC 

1400 

μg/mL 

FLC+ 4 

μg/mL 

TRC 

700 

μg/mL 

FLC+ 

8 

μg/mL 

TRC 

  

ED666 ED666 ED666 ED666 ED666 ED666 ED666 ED666   

 

3.3.1. Flukonazolün S. pombe yabani ırkı (ED666)’nın MĠK için farklı deriĢimlerde 

kullanılması 

3 gece boyunca 30 °C'de katı besiyerinde üretilen hücreler malassez lamı (0.025 mm2, 

Superior, Marienfeld) kullanılarak sayıldı ve mililitre baĢına karĢılık gelen hücre sayısı 

Denklem 3.1‘e göre hesaplandı. Hücre yoğunluğu 10
6
 hücre/mL olacak Ģekilde sıvı kültüre 

ekim yapıldı. 1 gece boyunca (15-16 saat) sıvı besiyerinde çalkalamalı inkübatörde (180 rpm) 

(Sartoriusstedim, Certomat®, IS) üretilen hücrelerin 600 nm'deki optik yoğunlukları  (OD600) 

spektrofotometre cihazı (EON, Biotek Instruments Inc.) ile ölçüldü. 

28 mg flukonazol (Santa Cruz Biotechnology Dallas TX 75220) tartılıp DMSO (Dimetil 

sülfoksit)‘da çözdürüldü ve filtreden geçirilip (Millipore, Millex-GS, por açıklığı: 0.22 µm) 

stok solüsyon hazırlandı. MĠK değerini belirlemek için 5600, 2800, 1400, 700, 350, 175, 87.5 

ve 43.75 μg/mL son konsantrasyonlarında flukonazol Tablo 3.1‘de verilen Ģablona göre 

kullanıldı. Kontrol grubuna aynı oranda DMSO eklendi. Hücreler, 200 μl total hacimde 

OD600: 0.2 (10
7
 hücre/ml) olacak Ģekilde 96 kuyucuklu düz tabanlı plakalara ekildi. 

BaĢlangıçtaki (0. saatteki) hücre yoğunluğu ölçülüp 30 °C ve 180 rpm‘de 24 saat boyunca 

çalkalamalı inkübatörde üremeye bırakıldı. 24. saatin sonunda hücre yoğunlukları 600 nm 

dalga boyunda ölçüldü. 24. saat değerlerinden baĢlangıç değerleri çıkartılarak üremedeki 
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değiĢim oranı belirlendi. Elde edilen değerler kullanılarak flukonazol ajanına ait MĠK grafiği 

çizildi. Deneyler 3 tekrarlı olacak Ģekilde yapıldı. 

 

     

  
                                               ( ) (3.1) 

 

3.3.2. Tiyabendazolün S. pombe yabani ırkı (ED666)’nın MĠK için farklı deriĢimlerde 

kullanılması 

Deney için 3 gece boyunca 30 °C‘de katı besiyerinde üretilen hücreler seyreltilerek Malassez 

lamında hücre sayımı yapıldıktan sonra mililitre baĢına karĢılık gelen hücre sayısı Denklem 

3.1‘e göre hesaplandı ve hücre yoğunluğu 10
6 

olacak Ģekilde sıvı kültüre ekildi. 1 gece 

boyunca (15-16 saat) sıvı besiyerinde çalkalamalı inkübatörde (30 °C, 180 rpm) üretilen 

hücrelerin OD (optik yoğunluk, OD600)‘leri spektrofotomertre cihazı ile ölçüldü. 

1.5 mg Tiyabendazol (Santa Cruz Biotechnology, INC SC-204S13A) DMSO‘da çözdürülüp 

filtreden geçirilip stok hazırlandı. MĠK değerini belirlemek için 1.5, 0.75, 0.375, 0,187.5, 

0.93, 0.46, 0.23 ve 0.11 mg/mL son konsantrasyonlarında tiyabendazol Tablo 3.1‘de verilen 

Ģablona göre kullanıldı. Kontrol grubuna DMSO eklendi. Hücreler, 200 μl total hacimde 

OD:0.2 (10
7
 hücre/ml) olacak Ģekilde 96 kuyucuklu düz tabanlı plakalara ekildi. BaĢlangıçtaki 

(0. saatteki) hücre yoğunluğu ölçülüp 30 C çalkalamalı inkübatörde 24 saat boyunca üremeye 

bırakıldı. 24. saatin sonunda hücre yoğunlukları 600 nm dalga boyunda ölçüldü. 24. saat 

değerlerinden baĢlangıç değerleri çıkartılarak üremedeki değiĢim oranı belirlendi. Elde edilen 

değerler kullanılarak tiyabendazol ajanına ait MĠK grafiği çizildi. Deneyler 3 tekrarlı olacak 

Ģekilde yapıldı. 

3.3.3. Tetrakonazolün S. pombe parental ırkı (ED666)’nın MĠK için farklı 

deriĢimlerde kullanılması 

Deney için 3 gece boyunca 30 °C‘de katı besiyerinde üretilen hücreler seyreltilerek Malassez 

lamında hücre sayımı yapıldıktan sonra mililitre baĢına denk gelen hücre sayısı Denklem 

3.1‘e göre hesaplandı ve hücre yoğunluğu 10
6 

olacak Ģekilde sıvı kültüre ekildi. 1 gece 
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boyunca (15-16 saat) sıvı besiyerinde çalkalamalı inkübatörde üretilen hücrelerin OD (optik 

yoğunluk, OD600)‘leri Spektrofotomertre cihazı ile ölçüldü. 

Tetrakonazol (TANCAN, Domark 10 EC G1,3) saf suda çözdürülerek ana stok hazırlandı. 

MĠK değerini belirlemek için 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 ve 128 mg/mL son konsantrasyonlarında 

tetrakonazol kullanıldı. Hücreler, 200 μl total hacimde OD600:0.2 (10
7
 hücre/ml) olacak 

Ģekilde 96 kuyucuklu düz tabanlı plakalara ekildi. BaĢlangıçtaki (0. saatteki) hücre yoğunluğu 

ölçülüp 30 °C çalkalamalı inkübatörde (30 °C, 180 rpm) 24 saat boyunca üremeye bırakıldı. 

24. saatin sonunda hücre yoğunlukları 600 nm dalga boyunda ölçüldü. 24. saat değerlerinden 

baĢlangıç değerleri çıkartılarak üremedeki değiĢim oranı belirlendi. Elde edilen değerler 

kullanılarak tetrakonazol ajanına ait MĠK grafiği çizildi. Deneyler 3 tekrarlı olacak Ģekilde 

yapıldı. 

3.3.4. Flukonazol ile Tetrakonazolün kombine kullanımının S. pombe canlılığı üzerine 

etkisi 

Deney için 3 gece boyunca 30 °C‘de katı besiyerinde üretilen hücreler seyreltilerek Malassez 

lamında hücre sayımı yapıldıktan sonra mililitre baĢına denk gelen hücre sayısı Denklem 

3.1‘e göre hesaplandı ve hücre yoğunluğu 10
6
 olacak Ģekilde sıvı kültüre ekildi. 1 gece 

boyunca (15-16 saat) sıvı besiyerinde çalkalamalı inkübatörde (30 °C, 180 rpm) üretilen 

hücrelerin OD (optik yoğunluk, OD600)‘leri Spektrofotomertre cihazı ile ölçüldü 

Bu aĢamada önceki denemelerde belirlenen flukonazolün IC10 değeri olan;1400 μg/mL ve IC5 

değeri olan 700 μg/mL değerleri ile tetrakonazolün IC5=2, IC10=4 ve IC20=8 mg/mL 

değerlerinin sırasıyla 6 kombine olacak Ģekilde kullanıldı. Bu dozların kullanılma amacı, 

düĢük dozların kombine kullanımının ilaç etkinliğini arttırıp arttırmadığını gözlemlemek. 

Deney 96‘lık düz tabanlı plakalarda gerçekleĢtirildi ve hücre yoğunluğu, OD600= 0.2 olacak 

Ģekilde baĢlatıldı. 0.saat ölçümleri alındıktan sonra inkübatörde üremeye bırakıldı ve 24. saat 

ölçümleri de alındıktan sonra üremedeki değiĢim grafiği çizildi.   

Elde edilen değerlerinin analizi 3 deney tekrarı olacak Ģekilde Graphpad Prism 9.3.1 

yazılımının lineer olmayan regresyon (Non-linear Regretion) testi kullanılarak yapıldı 

 



22 

 

 

 

3.4. RNA ĠZOLASYONU VE AGAROZ JEL ELEKTROFOREZĠ  

 Bu çalıĢma kapsamında kullanılan kontrol ve deney gruplarından RNA izolasyonu, Hanna ve 

Xiao (2006)‘nın hazırladıkları protokol optimize edilerek kullanıldı. Bu aĢamada kullanılan 

parçalama tamponunun içeriği Tablo 3.3‘te verilmiĢtir. 

 

Tablo 3.4: RNA izolasyonunda kullanılan parçalama tamponu ve konsantrasyonu. 
Ġçerik Son konsantrasyon 

Tris-HCl  0.2M 

SDS  %1 

EDTA  10 mM 

NaCl  0.5M 

dH2O (DEPC)  30 mL‘ye tamamlandı 

 

10 mL (OD600= 0.5-08) hücre 5 dk 5000 rpm‘de çöktürüldü, üst faz döküldü, 1 mL DEPC‘li 

su ile süspanse edilip tekrar 5000 rpm‘de 5 dk boyunca çöktürülüp üst faz döküldü. 0.5 gr 

cam boncuk tartıldı. Pellet 350 μl parçalama tamponuyla süspanse edilip 1.5 mL eppendorfa 

alındı, üzerlerine aynı miktarda soğuk fenol kloroform izoamil alkol karıĢımı (25:24:1) 

eklendi. 1 dk vortex, 1 dk buz ve 1 dk su banyosunda (30°C) bekletildi aynı iĢlem 2 defa 

tekrarlandı. Tüpler delinerek sıvı faz yeni tüpe alındı. 14000 rpm‘de +4°C‘de 10 dk santrifüj 

yapıldı. Üstteki sıvı fazın yaklaĢık yarısı alındı. Mevcut hacim oranında %100 alkol eklenip 

alt üst edildi ve 5 dk -20°C‘de bekletildi. 14000 rpm‘de 5 dk santrifüj edilip süpernatan atıldı. 

Üzerine ~300 μL %70‘lik alkol eklenip alt üst edilerek 14000 rpm‘de 5 dk santrifüj edilip 

süpernatan uzaklaĢtırıldı. Pellet kurumaya bırakıldı sonrasında üzerine pellet 

konsantrasyonuna göre DEPC‘li su ile süspanse edildi. 

RNA örneklerin elektroforetik analizi için örnekler agaroz jel elektroforezinde 1X TAE (Tris 

Asetik asit EDTA) (Tablo 3.5) ile %1.2 olacak Ģekilde agaroz (Sigma-Aldrich Agarose 

Type2) karıĢtırılıp mikrodalga fırında çözündü. Ardından ~50°C‘ye kadar soğuduktan sonra 

40 mL içine 3 μl etidyum bromür (1mg/mL) eklenerek tank içine döküldü ve oda sıcaklığında 

polimerizasyon için bekletildi. Tankın içi 1X TAE ile dolduruldu. Örnekler ve yükleme 

boyasından son konsantrasyonları 1X ve marker olarak da 1kb DNA markerdan (Gene Ruler 

1kb DNA Ladder) 3 μL yüklendikten. Örnekler 30 dk, 65 V ve 110 mA‘de 30 dk boyunca 

yürütüldü. 
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Örneklerin elektroforetik analizi yapıldıktan sonra spektrofotometre cihazında (―Nanodrop 

2000 Spectrophotometer‖, Thermo Scientific) örneklerin 260 nm dalgaboyundaki 

absorbansları ölçüldü. Kör olarak RNA örneklerinin içerisinde çözündürüldüğü DEPC‘li 

sudan 1 μL okutuldu ardından örneklerden de 1‘er μL yüklenip miktar tayini yapıldı. 

 

Tablo 3.5: 1X TAE bileĢenleri ve konsantrasyonları. 

 Ġçerik  Konsantrasyon 

Tris Baz 

Asetik asit 

EDTA 

 40 mM 

20 mM 

1 mM 

 Distile su  1 L‘ye tamamlandı  

 

 

 

ġekil 3.1: Gene Ruler 1kb ―DNA Ladder‖. 

3.5. DNaz UYGULAMASI VE cDNA SENTEZĠ 

3.5.1. DNaz uygulaması 

Miktar tayini yapıldıktan sonra, ortamda kalan DNA‘yı uzaklaĢtırmak amacıyla örneklere 

DNaz uygulaması yapıldı. Tablo 3.6‘da verilen değerler kullanılarak son hacim 30 μL olacak 

Ģekilde hazırlandıktan sonra 15dk boyunca 37°C‘de bekletildi. Enzim aktivitesini durdurmak 
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için üzerine 4 μL EDTA (50 mM, moleküler ağırlığı: 372.24 g/mol) eklendi ve örnekler 65 

°C‘de 5dk bekletildi. DNaz uygulanmıĢ RNA örnekleri Bölüm 3.4‘te anlatıldığı gibi analiz 

edildi.    

Tablo 3.6: DNaz uygulaması için kullanılan bileĢenler ve konsantrasyonları. 
Ġçerik Konsantrasyon 

RNA örneği 

DNaz* 

Buffer (10X) 

Su 

2000 ng/mL 

4 U 

1X 

30 μL‘ye tamamlandı 

 *Thermo Fischer Sciencetific(EN0521) DNase  I 

 

3.5.2. cDNA sentezi  

Elde edilen RNA örneklerinin saflığını kontrol etmek amacıyla cDNA (Komplementer DNA) 

sentezi öncesinde ortamda DNA kalıntılarının kalmadığını kanıtlamak amacıyla PZR 

(Polimeraz Zincir Reaksiyonu) gerçekleĢtirildi, deneyde kontrol primeri olarak gapdh3 

geninin primeleri kullanıldı. Deney sonucunda ilgili örnekler %1‘lik agaroz jel 

elektroforezinde örneklerden 10 μL ve 6X deriĢimindeki yükleme boyasından 2 μL ve 

Markerdan 3 μL oranlarında yüklendikten sonra 110 mA, 75 V ve 30 dk boyunca yürütme 

gerçekleĢtirildi ve son olarak UV ıĢığı altında görüntülenip ortamda DNA kalıntılarının 

olmadığı kanıtlandı.  

RNA örneklerinin saflık kontrolü yapıldıktan sonra (ġekil 4.4)μl‘de 2000 ng olacak Ģekilde 

cDNA sentezi gerçekleĢtirildi (High-Capacity cDNA Reverse Transcritase Kits). cDNA 

sentezini gerçekleĢtirmek amacıyla Tablo 3.8 ve 3.9‘da gösterilen değerler ve ticari kitin 

içinde bulunan random primerler kullanılarak iĢlem gerçekleĢtirildi. Sentezden sonra örnekler 

tekrar agaroz jel elektroforezinde örneklerden 3 μL ve 6X yükleme boyasından 1 μL ve 

markerdan 3 μL oranlarında yüklendikten sonra 120 mA, 75 V ve 35 dk boyunca yürütme 

gerçekleĢtirildi ve son olarak UV ıĢığı altında görüntülenip cDNA sentezinin gerçekleĢtiği 

gözlendi. Örnekler ileriki aĢamalarda kullanılmak üzere -20°C‘de saklandı.  

RNA örneklerinin saflığını kontrol etmek amacıyla gerçekleĢtirilen PZR‘de kullanılan 

bileĢenler ve konsantrasyonları Tablo 3.6‘da gösterilmiĢtir.  
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Tablo 3.7: Kontrol PZR‘de kullanılan reaksiyon bileĢenleri ve konsantrasyonları. 
Ġçerik Final konsantrasyon 

Primer F 

Primer R 

10X Buffer 

dNTP 

MgCl2 

Kalıp 

Enzim 

dH2O 

10μM 

10μM 

1X 

2mM 

50 mM 

100 ng 

1 U 

20 μL‘ye tamamlandı 

 

RNA örneklerinin saflığını kontrol etmek amacıyla gerçekleĢtirilen PZR‘nin çalıĢma koĢulları 

Tablo 3.7‘de gösterilmiĢtir. 

Tablo 3.8: Kontrol PZR koĢulları. 
AĢamalar Sıcaklık  Süre            Döngü sayısı 

BaĢlangıĢ Denatürsayonu 95°C 3 dk 1 

Denatürasyon                                       95°C 30 sn 

Primer bağlanması                                53°C 30 sn 35 

Uzama                                                  72°C 1 dk 

Son uzama  72°C 10 dk 1 

 

ÇalıĢma kapsamında gerçekleĢtirilen cDNA sentezi için kullanılan bileĢenler Tablo 3.9‘da 

gösterilmiĢtir. 

Tablo 3.9: cDNA sentez için kullanılan bileĢenler ve konsantrasyonları. 
        BileĢikler Konsantrasyon 

      10X RT Buffer 1 X 

 25X dNTP mix (100mM) 4 mM 

 10X Random primerler 1 X 

 Reverse Transcriptase enzim 1 U 

RNA kalıp 2 μg/mL 

dH20  20μL‘ye tamamlandı 

 

ÇalıĢma kapsamında gerçekleĢtirilen cDNA sentezi için çalıĢma koĢulları Tablo 3.10‘da 

gösterilmiĢtir. 
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Tablo 3.10: cDNA sentez için çalıĢma koĢulları. 
Adımlar Sıcaklık Süre                   Döngü sayısı 

Adım1 25°C 10 dk 1 

Adım2 37°C 120 dk 1 

Adım3 85°C 5 dk 1 

Adım4 4°C ∞ 1 

 

3.8. PRĠMER SENTEZĠ VE RT-PZR  

3.8.1. Primer sentezi  

Bu çalıĢma kapsamında kullanılan primerler ―Primer3plus‖
4
 web sayfasında ilgili genlerin 

FASTA formatındaki sekans bilgileri alınarak, bağlanma sıcaklığı 40-60 °C, dizi uzunluğu 

100-120 baz uzunluğunda ve GC (Guanin-Sitozin) yüzdesi 40-60 arası olacak Ģekilde 

belirlenen parametreler girilerek Tablo 3.10‘da verilen primer çiftleri tasarlandı. Sonrasında 

bu primerlerin uygun çalıĢmasını sağlamak amacıyla belirli kontroller ―Integrated DNA 

Technologies‖
5
 arayüzü kullanılarak yapıldı. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 
4
  www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi [Ziyaret tarihi:15/04/2021] 

5
  www.idtdna.com/pages[Ziyaret tarihi:[17/04/2021] 

http://www.idtdna.com/pages%5bZiyaret
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Tablo 3.11: ÇalıĢma kapsamında kullanılan primerler. 
Gen ismi Primer dizisi (5'-3') Bağlanma 

sıcaklığı (°C) 

gapdh F 

gapdhR 

GGTGACAACCACTCCTCCCAT 

 TCAACAAGACGGTGGGAGTA 

52 

SPAC22H10.09 F 

SPAC22H10.09 R 

TAGTGCTGCTTCCAATCTAC 

GCTGCATACCTCGTAAAGTA 

52 

bun107 F 

bun107 R 

CTTCTAAAACTGCCCCTACT 

  AGCACTAGCACTTAAACGAG 

52 

mug166 F 

mug166 R 

CTTTACTGCTGTTCCTTACG 

TTGGTTCCTCATACTTTGTG 

52 

nnt1 F 

nnt1 R 

CTAATCACACTTTTCGGTGT 

GCCAACTTCCATAGTATCTG 

52 

plh1 F 

plh1 R 

ATCTTGAGGAGTTGAAAGGT 

GATATTGCGGTCATTGATAC 

52 

nas2 F 

nas2 R 

GGTCTCTGTATTGGTGATGA 

            CATCCAGCGTTTTATTGAC 

52 

srp14 F 

srp14 R 

   ACCCATCAAAGTAAAGGAAC 

   CTTAGCACGGATTAAAACTG 

52 

rhp18 F 

rhp18 R 

CAGGTTGTTTGGAGACTTC 

CCTTTTGTAGAGGAAGCAA 

52 

hrk1 F 

hrk1 R 

TAGGCTTATTGACCCTGTTA 

CCCAATTGAGGAGAGAAG 

52 

SPCC338.06c F 

SPCC338.06c R 

TCAAGTATCAGGCTTATTGC 

CCCATTTTCAGATAGAAGG 

52 

clp1 F 

clp1 R 

TGGTCTAGTGGGTCTAGTCA 

    GAAGGCTTAGGTTTAGCAAC 

52 

SPAC4H3.06 F 

SPAC4H3.06 R 

GCAAACGTATTCCTATGTTG 

   AAAACTCTTTCCGTATCTCG 

52 

yih1 F 

yih1 R 

TCTCGTATGAGTCATTTGCT 

ATGTTTGAATCTGTCTGGTC 

52 

msh1 F 

msh1 R 

GATCACACTTTCAGTTTCG 

 CTGCCAGTAGGACATTTTT 

52 

rpb9 F 

rpb9 R 

TTACCAGCCTCTCAATCAT 

AGAAGGTACACCGAATGTG 

52 

qcr8 F 

qcr8 R 

GGTGGAGGAATAATGATGA 

     AAGCATAATGAGAGGAGAGAG 

52 
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Tablo 3.11: (Devamı). 
   

rsv2 F 

rsv2 R 

TTCGGTGTACTCTTCAGAAC 

GGTCGTGTCTTAGCATGTAT 

52 

bgs4 F 

bgs4 R 

TCGTTATTCAGCCTTGTACT 

AGCCTCAGAAGCAGTTAATC 

52 

SPBC27B12.05 F 

SPBC27B12.05 R 

CCTTTATTGGGAATGAGTG-3‘ 

CGAGAGCTGAACTTCTACAG 

52 

phb2 F 

phb2 R 

           TGCTTGATGATGTCTCACT 

CGATCGACATAGAAAGTAGC 

52 

erg6 F 

erg6 R 

GCCAAAGGAACTAGTAAGGT 

TCTTAGCAATCATGAGGAAC 

52 

erg9 F 

erg9 R 

ACACTCCTAAAGATCCCAAC 

ATAGGCCTTTTCGTACATCT 

52 

erg11 F 

erg11 R 

CTTCCTTATCCTCGCACTA 

 CCTACATGAAAACGAAAGAG 

52 

erg31 F 

erg31 R 

TTATTTACCCGCTCTACCTT 

TGCTAAAGAGACTCGAAATG 

52 

 

3.8.2. Primerler için bağlanma sıcaklıklarının belirlenmesi 

Mevcut bütün primerler için bağlanma sıcaklığını belirleyebilmek amacıyla RT-PZR 

öncesinde ―termal cycler‖ cihazında sentezlenen cDNA örneklerinden biri kullanılarak 55 °C 

ve 52 °C olmak üzere iki farklı sıcaklık değeri kullanılarak PZR kuruldu. Örneklerin 

elektroforetik analizi için % 1‘lik agaroz jelde yürütülürek primerler için uygun bağlanma 

sıcaklığı belirlendi. Kullanılan bileĢenlerin değerleri ve yürütme koĢulları Tablo 3.12 ve 

3.13‘de verildiği Ģekilde yapıldı. 
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Tablo 3.12: Primerlerin uygun bağlanma sıcaklığı için PZR‘de kullanılan reaksiyon bileĢenleri ve 

konsantrasyonları. 
    BileĢenler Konsantrasyon 

 10X buffer 1 X 

 dNTP (2mM) 0.2 mM 

 MgCl2 (50 mM) 1.25 mM 

 Primer F 0.5 μM 

 Primer R 0.5 μM 

 Kalıp  100 ng/μL 

 Enzim 1U 

 dH2O 10 μL‘ye tamamlandı 

 

  

Tablo 3.13: Primerler için uygun sıcaklık PZR koĢulları. 
 AĢamalar         Sıcaklık                Süre Döngü sayısı 

 BaĢlangıç denatürsayonu 95°C             3 dk 1 

 Denatürasyon 95°C             30 sn 

 Primer bağlanması 52°C             30 sn 35 

 Uzama 72°C             45 sn 

 Son uzama 72°C           5 dk 1 

 Soğuma +4°C                                                               ∞  

 

3.8.3. RT-PZR 

RT-PZR (Kantitatif Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu), Tablo 3.13 ve Tablo  

3.14‘te verilen bileĢenler ve koĢullarda gerçekleĢtirildi. Öncelikle RT-PZR‘ın çalıĢma 

etkinliğini göstermek amacıyla cDNA örnekleri sırasıyla; 100, 20, 4, ve 0.8 ng/μL 

deriĢimlerinde hazırlandı. Ardından bu seriler kullanılarak primerlerin standart grafiği 

çıkarıldı. Genlerin ifadelerindeki değiĢim; kontrol ve deney gruplarına ait örnekler Tablo 

3.4‘te verilen primer çiftleri kullanılarak 3 tekrar olacak Ģekilde gerçeklĢtirildi. Referans gen 

olarak da gapdh3 (gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz) primerleri kullanılarak gen 

ifadelerindeki değiĢim Denklem 3.2‘de (Livak ve Schmittgen 2001) gösterildiği Ģekilde 

yapıldı.  

Göreceli kat artıĢı/azalıĢı: 2
-(hedef gen-referans gen)

deney grubu
-(hedef gen-referans gen)

kontrol grubu
 

( 3.2) 
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Bu çalıĢma kapsamında gerçekleĢtirilen RT-PZR için kullanılan bileĢenler ve 

konsantrasyonları Tablo 3.14‘de gösterilmiĢtir. 

Tablo 3.14: qRT-PZR için kullanılan reaksiyon bileĢenleri ve konsantrasyonları. 
BileĢenler Konsantrasyon 

2X Master mix 1 X 

F Primer 0.5 μM 

R Primer 0.5 μM 

cDNA  100 ng/μL 

dH2O 20 μL‘ye tamamlandı 

  

Bu çalıĢma kapsamında gerçekleĢtirilen RT-PZR için kullanılan sıcaklık değerleri ve süresi 

Tablo 3.14‘te gösterilmiĢtir.  

 

Tablo 3.15: RT-PZR koĢulları. 
ĠĢlem Sıcaklık (°C) Süre  Döngü sayısı 

BaĢlangıç Denatürsayonu 95 3 dk 1 

Denatürasyon 

Primer bağlanması 

Uzama 

95 

52 

74 

15 sn 

30 sn 

20 sn 

 

40 

Erime eğrisi basamakları 60 

95 

1 dk 

30 sn  

1 

 

Elde edilen Ct (―Crossing threhhold‖-EĢikdeğeri geçimi) değerlerinin analizi 3 deney tekrarı 

olacak Ģekilde Graphpad Prism 9.3.1 yazılımının tek yönlü varyans analizinin (one-way 

anova) Tukey testi kullanılarak yapıldı.  

 

3.9 . OKSĠDATĠF STRESĠN FLUORESAN MĠKROSKOBU ĠLE HÜCRESEL 

GÖSTERĠMĠ 

Hücrelerde reaktif oksijen türlerininin düzeyi, DCFH-DA (2‘-7‘dichlorofluororescin diacetat) 

boyasının ROT'larla tepkimeye girerek indirgenmesi sonucunda meydana gelen floresan 

ıĢımanın ölçülmesi temeline dayanan yöntem kullanılarak belirlendi (Uy ve diğ., 2011). Bu 
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amaçla, 16 saat boyunca üretilen hücrelere 12‘lik düz tabanlı plakalarda Tablo 3.1‘de verilen 

S.pombe suĢları kullanılarak hücre yoğunluğu 10
6
 (hücre/mL) ve son konsantrasyonları 1 mL 

olacak Ģekilde 700 ve 1400 μg/mL flukonazol 2 saat boyunca uygulandı. Bazı delesyonlu 

suĢlarda (rhp18∆, SPCC338.06c∆, ve SPBC27B12.05∆)  önceki çalıĢmalarda anlamlı 

sonuçlar elde edilmediğinden çalıĢma kapsamından çıkarıldılar. Ayrıca, bazı genler açısından 

delesyonlu suĢlar (erg6 ve erg11), bu genlerin yokluğunda canlılık yeteneğini kaybettiği için 

kullanılmadı. Ayrıca, pozitif kontrol olarak 20 ve 40 mM dozlarında H2O2 uygulandı. 2 saatin 

sonunda hücre kültürlerine son konsantrasyonu 10 μM olacak Ģekilde DCFH-DA boyası 

eklendi. 30 °C‘de 1 saat ve karanlık ortamda çalkalamalı etüvde inkübe edildi. Hücreler 

çöktürülüp soğık 1X PBS (Phosphate Buffer Saline ) ile yıkandı. 1:1 oranında soğuk 1X PBS 

ve 100 mM glukoz ile çözdürüldü. Örneklerin 495-529 nm (FITC filtre) görüntüleri floresan 

mikroskopta (OLYMPUS BX53) alındı. 
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4. BULGULAR 

4.1. ANTĠFUNGAL AJANLARIN S. pombe HÜCRELERĠNĠN CANLILIĞINA 

ETKĠLERĠ 

Tez çalıĢması sırasında kullanılan antifungal ajanların S. pombe ED666 hücrelerinin canlılığı 

üzerindeki etkilerinin belirlenmesi amacıyla MĠK belirlendi. Bunun için herhangi bir 

antifungal ajan içermeyen besiyerinde üretilen kontrol grubu %100 canlı kabul edildi. Kültüre 

uygulanan antifungal ajanların 24. saatteki OD600 değerleri ölçüldü. Flukonazolün IC50 (yarı 

maksimal inhibisyon konsantrasyonu) Graphpad Prism 9.3.1 yazılımında lineer olmayan 

regresyon analizi ile belirlendi.  

4.1.1. Flukonazolün hücre canlılığı üzerine etkisi 

Bölüm 3.3.1‘de verildiği gibi uygulanan deneyler sonucunda ġekil 4.1‘de verilen grafik ve IC 

değerleri ile 1‘e yakın bir R
2
 değeri hesaplanmıĢtır. Buna göre flukonazolün IC50 değerinin 

4680 μg olduğu belirlendi. ÇeĢitli dozlardaki 24 saatlik flukonazol uygulaması S. pombe 

ED666 hücrelerinde üreme yeteneğini baskılayan fungistatik ve MĠK‘in üzerindeki dozlarda 

üreme yeteneğinin devam ettiği paradoksiyal etki gözlemlendi. Bu tez kapsamında 

gerçekleĢtirilen ileri analizlerde sadece flukonazolün üremenin seyrinin değiĢime baĢladığı 

konsantrasyonlar olan IC5 (700 μg/mL) ve IC10 (1400 μg/mL) değerleri S. pombe yabani 

suĢunda kullanıldı. 
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ġekil 4.1: Flukonazolün hücre canlılığı üzerine etkisi. 

 

4.1.2. Tetrakonaolün hücre canlılığı üzerine etkisi 

Bölüm 3.3.3‘de verildiği gibi uygulanan deneyler sonucunda ġekil 4.2‘de verilen grafik ve IC 

değerleri ile 1‘e yakın bir R
2
 değeri hesaplanmıĢtır. Burada, tetrakonazol uygulamasının S. 

pombe ED666 hücrelerinde doza bağlı olarak üreme yeteneğini önemli ölçüde engellediği 

görüldü. IC50 değeri 14.40 mg olarak belirlenirken IC5=2, IC10=4 ve IC20=8 mg olarak 

belirlendi. 
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ġekil 4.2: Tetrakonazolün hücre canlılığı üzerine etkisi. 

 

4.1.3. Tiyabendazolün hücre canlılığı üzerine etkisi  

Bölüm 3.3.2‘de açıklandığı gibi uygulanan deneyler sonucunda elde edilen değerlerin 

tiyabendazolü YES besiyeri içerisinde çözmek için ortama eklenen HCl‘den kaynaklandığının 

anlaĢılması üzerine ileriki adımlar için çakıĢma kapsamından çıkarıldı. S. pombe için 

fungisidal veya fungistatik olabilecek dozlarının çözünürlüğü organizmanın besiyerinin pH 

değerinin çok altında olmasından dolayı ortama 2M HCl eklendiği için 24.saat ölçümleri 

sonucunda üremedeki değiĢimin nedeninin etken madde olmadığı değiĢime neden olanın pH‘ı 

düĢürmek için kullanılan HCl‘in olduğu gözlendi. 
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4.1.4. Flukonazol ile Tetrakonazolün kombine uygulamanın hücre canlılığı üzerine 

etkisi 

DüĢük dozların kombine kullanımının ilacın etkinliğini arttırıp arttırmadığını gözlemlemek 

için Bölüm 3.3..4‘te anlatıldığı biçimde altı farklı kombinasyonda flukonazol (IC5 700 μg/mL 

ve IC10=1400 μg/ml) ve tetrakonazol (IC5=2, IC10=4 ve IC20=8 mg/mL) kombine uygulaması 

gerçekleĢtirildi. ġekil 4.3 tek baĢına kullanılan flukonazolün her iki dozunun da hücre 

canlılığında istatistiki olarak anlamlı bir inhibisyona yol açarken (ġekil 4.3.a) tetrakonazolün 

sadece IC10 inhibisyona yol açtığı (ġekil 4.3.b) gözlendi. Kombine kullanımda (ġekil 4.3.c) 

ise flukonzaol‘ün düĢük dozunda tetrakonazol ile hücrenin üreme yeteneğini düĢürürken daha 

yüksek doz kombine kullanımda ise hücrenin üreme yeteneğini baskılamadığı aksine üremede 

artıĢ gözlendi. 
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ġekil 4.3: Flukonazol ve Tetrakonazol‘ün kombine kullanımının hücre canlılığı üzerine etkisi.  

                Spektrofotometrede OD600 ‗de alınan ölçümler 24. saatte alınmıĢtır. (*P<0.05, ** P<0.001,  

                ****P<0.001). 
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4.5. TOTAL RNA ĠZOLASYONU VE cDNA SENTEZĠ  

Elektroforetik analiz sonucunda, kontrol, 700 μg/mL ve 1400 μg/mL flukonazol uygulanmıĢ 

izolasyonu yapılan örneklerin RNA‘larının kırılmamıĢ ve 3 bant (5.8S, 18S ve 28S rRNA) 

Ģeklinde olduğu gözlendi (ġekil4.4).  

 

ġekil 4.4: S. pombe ED666 yabani ırkının kontrol ve deney gruplarından izole edilen total RNA‘ların  

         elektroforetik görüntüsü .M: 1kb Marker, 1 ve 3: Kontrol grubu, 4: 700 μg/mL, 2 ve 5: 1400 μg/mL  

          flukonazol uygulanmıĢ örnek. 

 

Elde edilen RNA örneklerinin DNA kontamisayonu içermediğini göstermek amacıyla 

Tablo3.7 ve 3.8‘de verilen değerler ve koĢullarda PZR yapıldı. Pozitif kontrolde kalıp olarak 

DNA kullanıldı. ġekil 4.5‘te görüldüğü gibi, gapdh3 primerlerinin beklenen ~120 baz çifti 

uzunluğundaki ürününün pozitif kontrolde gözlenmesine karĢın, RNA örneklerinin kalıp 

olarak kullanıldığı PZR‘de gözlenmemesi, ortamda DNA kontaminasyonunun olmadığını 

teyid etmiĢtir. 
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ġekil 4.5: RNA örneklerinin DNA kontamisayonu içermediğini göstermek amacıyla 

          yapılan PZR‘ın jel görüntüsü. M: Marker, 1: Pozitif kontrol ve 2:RNA örneği. 

 

RNA örneklerinin cDNA sentezi için uygun olduğu kanıtlandıktan sonra ortamda 2000 ng/μl 

olacak Ģekilde cDNA sentezi yapıldı ve RT-PZR‘da kullanılmak üzere 100 ng/μl olacak 

Ģekilde sulandırıldı. Elde edilen 3 farklı deney grubunun cDNA‘ları ve Tablo 3.4‘teki primer 

çiftleri kullanılarak RT-PZR Tablo 3.13 ve 3.14‘teki koĢullarında gerçekleĢtirildi. ġekil 4.6‘da 

gösterildiği üzere sentez gerçekleĢtikten sonra ileriki aĢamalarda RT-PZR‘de kullanıldı.  
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    ġekil 4.6: cDNA sentez ürünlerinin %1‘lik agaroz jel görüntüsü. M: 1kb Marker, 3:Kontrol 

              grubu, 1&4: 700  μg/mL flukonazol uygulanmıĢ örnek, 2&5: 1400 μg/mL flukonazol  

                       uygulanmıĢ örnek. 

 

  

4.5. RT-PZR SONUÇLARI 

Öncelikle RT-PZR‘ın çalıĢma etkinliğini göstermek amacıyla Kontrol grubunun cDNA‘sı 

sırasıyla; 100, 20, 4, ve 0.8 ng/μL deriĢimlerinde hazırlandı. Ardından bu seriler kullanılarak 

primerlerin standart grafiği çıkarıldı.   

Proje kapsamında flukonazole dirençle iliĢkili olduğu belirlenen 19 genden; rhp18, 

SPCC338.06c, ve SPBC27B12.05 primerleri için anlamlı sonuçlar elde edilmediği için 

çalıĢma kapsamından çıkarıldılar.  

ÇalıĢma sonucunda SPAC22H10.09, bun107, mug166, nnt1, nas2, yih1, SPAC4H3.06, msh1, 

rpb9, qcr8, rsv2, erg6 ve erg9 genlerinin ifadesinin 700 μg/ml dozunda artarken (ġekil 4.7.A) 

1400 μg/ml dozunda düĢtüğü, buna karĢın srp14, clp1, bgs4 ve phb2 gen gruplarında ise her 

iki dozda azalırken (ġekil 4.7.B) plh1, erg11 ve erg31’de arttığı (ġekil 4.7.C) gözlemlendi. 
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ġekil 4.7: ÇalıĢma kapsamında kullanılan genlerin göreceli anlatımı. (a) 700 μg/mL  

       (IC5) flukonazol uygulanmıĢ örneklerde ifadeleri artıp 1400 μg/mL (IC10) dozunda  

         azalanları (b) her iki dozda da ifadeleri azalanları ve (c) her iki doz da ifadeleri artan  

                    genleri göstermektedir. 
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4.6. HÜCRE ĠÇĠ REAKTĠF OKSĠJEN TÜRLERĠNĠN (ROT) FLORESAN 

MĠKROSKOPĠSĠ ĠLE GÖSTERĠMĠ 

Bu çalıĢmada baĢlangıçta ele alınan 19 genden RT-PZR denemeleri esnasında çıkarılan 3 gen 

(rhp18, SPCC338.06c, ve SPBC27B12.05) sonucunda kalan 16 genin (SPAC22H10.09, 

bun107, mug166, nnt1, nas2, yih1,  hrk1, SPAC4H3.06, msh1, rpb9, qcr8, rsv2, srp14, clp1, 

bgs4 ve plh1) delesyonunu taĢıyan ırklarında ve literatür taramasından elde edilen diğer iki 

delesyonlu ırkta (phb2 ve erg31) flukonazolün IC5 ve IC10 dozlarının hücre içi reaktif oksijen 

türleri (ROT) üzerine etkileri olup olmadığını anlamak için DCFH-DA yöntemi kullanıldı. 

Öncelikle, uygulanan yöntemin iĢlerliği, ROT tetikleyicisi olduğu bilinen H2O2 (20 mM ve 40 

mM H2O2) uygulaması ile test edildi. Pozitif kontrol olarak kullanılan 20 mM ve 40 mM 

H2O2 uygulanmıĢ S. pombe ED666 ırkında  kontrole göre doz bağımlı bir Ģekilde giderek 

artan Ģiddette yeĢil ıĢıma yapan hücre sayısının olduğu mikroskopik görüntülerinde tespit 

edildi (ġekil 4.8.A). Ek olarak, 20 mM H2O2 uygulaması ile %20, 40 mM H2O2 uygulaması 

ile de % 60 ROT (ġekil 4.8.B) çıkıĢı tespit edildi.  
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Ardından, DCFH-DA boyası, Tablo 3.1‘de verilen genler açısından delesyonlu hücre 

suĢlarına flukonazol ile birlikte 2 saat boyunca uygulandı. Ancak, her iki flukonazol dozunun 

da kontrole göre istatistiksel açıdan anlamlı bir ROT artıĢına yol açmadığı hem mikroskopik 

taramalarda (ġekil 4.9) hem de grafikte (ġekil 4.10) gözlemlenmedi. Bu mutantların arasında 

sadece msh1∆ suĢunda istatistiksel açıdan anlamlı bir ROT artıĢı gözlendi. 
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ġekil 4.8: Hücre içi Reaktif Oksijen Türlerinin (ROT) oluĢumuna neden olan 

H2O2‘nin S. pombe ED666 yabani  ırkında 20 mM ve 40 mM H2O2 

   konsantrasyonlarında ve DCFH-DA boyası uygulanması neticesinde  

        hücrelerin (a)Kontrol ve 20mM ve 40mM H2O2 uygulanmıĢ hücrelerin 

 DCFH-DA floresan ve ıĢık görüntüsü (b) bu grupların ROT yüzdesi 

                  (*:P<0.05, ****: P<0.0001). 
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               ġekil 4.9: Flukonazolün IC5 (700 μg/mL) ve IC10 (1400 μg/mL) dozlarının uygulandığı mutant  

                     hücre suĢlarının ıĢık ve floresan görüntüleri. 

 

 Kontrol 700 μg/mL Flukonazol 1400 μg/mL Flukonazol 

 IĢık Floresan IĢık Floresan IĢık Floresan 

Parental 

      

SPAC22H10.09 

      

bun107 

      

mug166 

      

nnt1 

      

plh1 

      

nas2 
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ġekil 4.9: (Devamı). 
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 ġekil 4.9: (Devamı). 
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ġekil 4.10: Kontrol ve Flukonazolün IC5 (700 μg/mL) ve IC10 (1400 μg/mL) dozlarının uygulandığı S.  

           pombe delesyonlu hücre suĢlarındaki ROT oluĢum yüzdesi. 
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5. TARTIġMA VE SONUÇ 

Modern tıptaki geliĢmeler birçok hastalığı tedavi edip yayılmasını önlemiĢ olsa da 

özellikle son yıllarda antifungal ilaçların düzensiz, uzun süreli ve dikkatsiz kullanımı, 

hedef patojenlerin zaman içinde direnç kazanmasına yol açmıĢtır. Antifungal ilaç 

direncine yol açan baĢlıca nedenler, ilaç hedefinin değiĢikliği veya aĢırı ekspresyonu, 

çoklu ilaç taĢıyıcılarının yukarı regülasyonu ve stres tepkilerinin aktivasyonu gibi çok 

sayıda adaptif mekanizma bulunmaktadır (Shapiro ve diğ., 2011). Ayrıca S. pombe ve 

diğer mantarlarda dirence veya duyarlılığa neden olan genlerin çoğu çeĢitli fonksiyonel 

kategorilere ayrılabilir. Bunlar; ergosterol biyosentezi, membran trafiği, histon asetilasyon 

ve deasetilasyonu, ubikitinasyon, sinyal iletimi, ribozom biyosentezi ve düzenleniĢi, 

transkripsiyon ve tranlasyonun düzenleniĢi, hücre duvarı biyogenezi ve organizasyonu, 

mitokondriyal fonksiyon, amino ve nükleik asit metabolizması, lipid metabolizması, 

mayoz, hücre polaritesi ve kromatin düzenleniĢi ile ilgili süreçlerde rol alır (Fang ve diğ., 

2011). Sınırlı sayıdaki antifungal savunma mekanizmaları, çoklu ilaç direnci olan mantar 

türlerinin geliĢmesi ve özünde dirençli patojenlerin ortaya çıkmasıyla daha da tehdit 

altındadır (Revie ve diğ., 2018).  

Sistemik mantar enfeksiyonlarını tedavi etmek için üç sınıf antifungal ilaç 

kullanılmaktadır. Bunlar ergosterol biyosentez yolağını hedefleyen azoller, mantar hücre 

duvarı biyosentezini engelleyen ekinokandinler ve mantar hücre zarında hücre 

parçalanmasına yol açan polienlerdir (Perfect, 2017; Robbins ve diğ., 2017). Bu ilaçların 

uzun süreli ve dikkatsiz kullanımı antifungal direncin ortaya çıkmasına nede olmuĢtur. Bu 

durumun üstesinden gelmek için sınırlı sayıda etken madde olduğundan fungisidal veya 

fungistatik olabilecek baĢka hedefleri belirlemek ve buna uygun yeni ilaçlar geliĢtirmek, 

konakçının bağıĢıklık sistemini güçlendirmek ve ilacın farmakokinetiğini arttırmak gibi 

yöntemler bu durumun üstesinden gelmek için yapılan çalıĢmalardan birkaç tanesidir 

(Bhattacharya ve diğ., 2020). Kombine ilaç kullanımı; özellikle iki farklı yolağı 

hedefleyen ilaçların kombine kullanımı geniĢ etki yelpazesi, ayrı ayrı kullanımdan daha 

fazla etki ve patojenin iki farklı ajana direnç geliĢtirmesi daha zor olacağından ve ilaca 

duyarlılığının artmasından dolayı tercih edilen ve son yıllarda yapılan çalıĢmalarla 
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etkinliği kanıtlanan yöntemlerden bir tanesidir (Denardi ve diğ., 2016; Fkhim ve diğ., 

2017; Ghannoum ve diğ., 1995; Mukherjee ve diğ., 2005).  

Bu tez çalıĢmasında, araĢtırma grubumuz tarafından gerçekleĢtirilen ve 2017 yılında 

tamamlanan ―Ġnsan hastalıklarının moleküler mekanizmalarının araĢtırılmasında 

Schizosaccharomyces pombe'nin model organizma olarak kullanılmasının optimizasyonu‖ 

baĢlıklı ve 51649 kodlu BAP projesinde, antifungal direnç ile iliĢkisi belirlenen 19 genin 

antifungal ilaç direncinde yeni hedef genler olarak değerlendirilip değerlendirilemeyeceği 

sorgulanmıĢtır. Bu amaçla söz konusu 19 gen ile literatürde deneysel olarak iliĢkisi 

kesinleĢmiĢ 5 genin antifungal ilaç direncindeki rolleri, ökaryotik tek hücreli model 

organizma olan fisyon mayası‘nın (S. pombe) ED666 suĢunda üç farklı antifungal ajanın 

(flukonazol, tetrakonazol ve tiyabendazol) ayrı ayrı ve flukonazol ile tetrakonazolün 

kombine kullanımı araĢtırıldı. Bu kapsamda, öncelikle, her üç ajanın minimum inhibe 

edici konsantrasyonları (MĠK) hesaplandı. Buna göre, flukonazol için IC50 = 4680 µg, ve 

tetrakonazol için IC50 = 14,4 µg, değerleri bulundu (ġekil 4.1 ve ġekil 4.2). 

Tiyabendazol‘ün fungisidal veya fungistatik olabilecek dozlarının çözünürlüğünün, S. 

pombe besiyerinin optimal pH değerinin çok altında kalması nedeniyle, üreme ortamına 

2M HCl ilave edildi. Ancak, bu durumun hücre canlılığı üzerine ilave toksik etkisinin 

olması, tiyabendazol için belirlenen IC50 değerine güvensizlik oluĢturarak çalıĢma dıĢı 

bırakılmasına yol açmıĢtır.  

ÇalıĢmada kullanılan antifungal ajanlardan ġekil 4.3‘te gösterildiği Ģekilde flukonazolün 

IC5 (700 µg/mL) ve IC10 (1400 µg/mL) değerleri ile tetrakonazolün IC5, IC10 ve IC20 

değerleri kombine edilerek S. pombe ED666 ırkının üreme kapasitesine etkileri araĢtırıldı. 

Burada en yüksek ölüm oranının IC10 flukonazol ile IC5 tetrakonazolde sağlanması önemli 

bir değer olmakla beraber, tetrakonazolun devamının sağlanamaması nedeniyle, çalıĢmaya 

sadece IC5 = 700 µg/mL ve IC10 = 1400 µg/mL flukonazol ile devam edilmiĢtir. ġekil 

4.1‘de gösterildiği gibi flukonazol uygulanan örneklerde doz artıĢına rağmen dramatik bir 

düĢüĢün sadece yüksek dozlarda sağlanabilmesinin, mantarlarda stresin (compensatory 

response) hücre duvarı içeriğinde (protein, polisakkarit ve kitin gibi) değiĢim meydana 

getirerek adaptif yanıt oluĢturmasından kaynaklandığı ileri sürülmektedir (Sorgo ve diğ., 

2011). Bu durumun, mantar suĢlarının MĠK‘in üzerindeki değerlerde büyüme ve geliĢme 

gösterebildikleri paradoksiyal etkiyi meydana getirdiği bilinir (Vigles ve diğ., 2021). 
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Ergosterolün hormon benzeri fonksiyonu sayesinde bölünme ve geliĢimi uyarmasının yanı 

sıra bazı yüksek MĠK değerlerinde bile artan ERG ifadesinin, yüksek OD değerine neden 

olduğu rapor edilmiĢtir (Hubberstey ve diğ., 2002; Thevelein ve de Winde, 1993).  

ÇalıĢmada ele alınan 19 yeni aday gen ile 5 pozitif hedef genin anlatım profilleri, S. 

pombe ED666 ırkında flukonazol‘ün 700 ve 1400 µg/mL dozlarında çıkarıldı. Bu 19 yeni 

aday genden 3 (rhp18, SPCC338.06c, ve SPBC27B12.05) tanesinin primerleri beklenen 

verimliliği sağlayamadığı için çalıĢma dıĢı bırakıldı. Bu 16 yeni aday gen arasından çeĢitli 

süreçlerden sorumlu (Translasyon, transferaz, lipid ve gliserid üretimi, proteozom 

oluĢumu, DNA onarımı, mitokondri ve ergosterol biyosentezi) SPAC22H10.09, bun107, 

mug166, nnt1, nas2, yih1, SPAC4H3.06, msh1, rpb9, qcr8, rsv2, erg6 ve erg9 genlerinin 

ifadesinin IC5= 700 μg/ml dozunda istatistiki olarak anlamlı olmakla beraber artarken 

IC10= 1400 μg/ml dozunda düĢtüğü, (ġekil 4.7.A) buna karĢın (sinyal iletimi, fosfataz, 

mitokondri ve hücre duvarı biyogenezi süreçlerinde rol alan) srp14, clp1, bgs4 ve phb2 

genlerinde her iki dozda istatistiki olarak azaldığı (ġekil 4.7.B) ancak sterol ve ergosterol 

sentezinden sorumlu olan plh1, erg11 ve erg31’de arttığı (ġekil 4.7.C) gözlemlendi. Bu 

sonuçların S. pombe‘nin güçlü çoklu ilaç direnci mekanizmasına sahip olduğu gerçeğiyle 

paralellik göstermesi beklenmeyen bir durum değildir (Arita ve diğ., 2011; Wolfger ve 

diğ., 2001). Kanser hücreleri ile yapılan benzer çalıĢmalarda dirençle ilgili genlerin düĢük 

ilaç dozlarında indüksiyonu gerçekleĢirken, yüksek dozlarda inhibe edildikleri 

bilinmektedir (Suzuki ve diğ., 2001; Ding ve diğ., 2005). ÇalıĢmamızda, her iki dozda da 

anlatımları artmıĢ olan genlerden ergosterol biyosentez yolağında rol alan erg31 (S. 

cerevisiae Erg3 ortoloğu) ve azol hedefi erg11 genlerinin önceki çalıĢmalarda da azol 

muamelesi sonrası upregüle olması, sonuçlarımızı desteklemektedir (Isabelle ve diğ., 

2006).  

Literatürde erg11 gen anlatımındaki artıĢın ilaç direnci tepkisine yol açmasının hücre içi 

reaktif oksijen türlerinin (ROT) oluĢumu ile açıklanmıĢ olması ve monooksijenaz-

hidroksilaz aktivitesi olan sitokrom P450 enziminin de hücre içi oksidatif stresi önlemiĢ 

olabileceğinin ileri sürülmesi (Isabelle ve diğ., 2006), azol direncinde tespit ettiğimiz yeni 

aday genler bakımından delesyonlu ırklarda flukonazol uygulaması sonrasında ROT 

artıĢının gözlenmemesi (ġekil 4.10) çalıĢmamızı desteklemektedir. ÇalıĢmada kullanılan 

ROT ölçüm tekniği, S. pombe ED666 ırkına artan dozlarda hidrojen peroksit (20 mM ve 
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40 mM, 2 saat) uygulaması ile değerlendirilmiĢtir. Buna göre, 20 mM H2O2 uygulaması 

ile %20, 40 mM H2O2 uygulaması ile de % 60 ROT çıkıĢı tespit edilirken (ġekil 4.8.B), 

flukonazol direnci ile iliĢkili yeni aday genler bakımında delesyonlu ırklarda, S. pombe 

msh1∆ ırkı hariç, ROT artıĢının gözlenmemesi, ROT seviyesinin düĢmesi ile artan 

flukonazol direnç mekanizmasının iliĢkisini desteklemektedir (ġekil 4.10). Ek olarak, 

çalıĢmaya eklenen erg11 ve erg31 genlerinin transkripsiyonları flukonazolun artan 

dozlarına paralel artarken, aday genlerinkilerinin düĢüĢü (ġekil 4.7.C) aday genlerin 

mutant ırklarında gözlenenen ROT seviyelerindeki azalma (ġekil 4.10) ile birlikte 

değerlendirildiğinde oldukça önemli olduğu sonucuna varılmıĢtır. Çünkü, son zamanlarda 

artan ERG seviyesinin artan oksidatif dirençle de bağlantılı olduğu üzerinde 

durulmaktadır (Jorda ve Puige, 2020). Bunlara ek olarak, Martins ve arkadaĢlarının (2019) 

S.cerevisiae’de yaptıkları çalıĢmada 24 saatlik azol muamelesi sonrası düĢük dozlarda 

katalaz aktivitesinin iki veya üç katına çıktığını ancak fungisidal olabilecek daha yüksek 

dozlarda katalaz aktivitesinin düĢtüğünü ve ROT seviyesinin ancak dozun fungisidal 

olabilecek seviyede arttığını ve MĠK‘in altındaki dozlarda da katalaz seviyesinin 3 - 4 kat 

arttığını rapor etmiĢlerdir. Yine bu kapsamda, S. cerevisiae’de yapılan çalıĢmalarda 

fungistatik dozlarda katalaz aktivitesinin arttığı ve bu durumun hücreleri H2O2 

toksisitesinden kurtardığı bildirilmiĢtir (Nollin ve diğ., 1977; François ve diğ., 2006).  

Son yıllarda, birçok klinik araĢtırma ilaç direncinin genin aĢırı ekspresyonuyla iliĢkili 

olmadığını en azından ilaçtan ilaca bunun değiĢebileceğini hatta bazı ilaçlar için direncin 

"hedef gen"in aĢırı ekspresyonundan kaynaklanamayacağı, çünkü böyle bir tek genin 

olmadığını ileri sürmekle beraber (Plamer ve Kishony, 2014), bu tez çalıĢmasında 

kullanılan ajanın IC5 gibi çok düĢük bir toksik dozunda ele alınan genlerin anlatımlarını 

değiĢtirmediği, IC10 dozunda anlatımlarını büyük oranda düĢürdüğü gözlendi. Literatürle 

paralel olarak erg6 ve erg9‘un aĢağı düzenlenmesi, erg11 ve erg31 genlerinin yukarı 

düzenlenmesi de bu sonuçları değerli kılmaktadır. Escherichia coli'deki antibiyotik 

hedefleri kademeli olarak aĢırı ifade edilmesine rağmen ilaç direncinin bir Ģekilde 

artabileceğini, değiĢmeden kalabileceğini, azaltabileceğini ve hatta değiĢebileceği 

bulundu. Bazı ilaçlara direnç ise hedef genin ifadesinden bağımsız olabileceği bulundu. 

Enzim inhibe edici ilaçlar için, hedef aĢırı ekspresyonu, inhibisyonu telafi ederek direnç 

sağlayabilir, ancak aĢırı ekspresyon maliyetli ise direnç potansiyeli sınırlı olabilir. aynı 
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hedefe sahip iki ilacın etki mekanizmalarındaki farklılıkları yansıtan, hedef aĢırı 

ekspresyonuna zıt tepkiler gösterebilir (Plamer ve Kishony, 2014). 

Ayrıca, ele alınan bu genleri içermeyen delesyonlu S. pombe ırklarının flukonazole 

dirençli olmalarını da açıklamaktadır. Sonuç olarak, SPAC22H10.09, bun107, mug166, 

nnt1, nas2, yih1, SPAC4H3.06, msh1, rpb9, qcr8, rsv2, srp14, clp1, bgs4, ve plh1 

genlerinin ilk defa bu tez çalıĢmasında ilaç direnci ile iliĢkisi ortaya konurken, dirençte bu 

genlerin aĢağı düzenlenmiĢ olmalarının da rolü olduğu düĢünülmektedir. Devam eden 

çalıĢmalarda, bu tez çalıĢmasında baĢlangıçta dahil edilip sonra teknik sorunlarla 

çıkarılan, tetrakonazol dahil faklı etken maddelerin ayrı ayrı ve kombine kullanılacağı 

koĢullarda, genlerin tek tek ele alınıp moleküler hücre mekanizmalarındaki iĢlevlerinin 

anlaĢılması hedeflenmiĢtir.  
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