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ABSTRACT

EXTRACTION AND PURIFICATION OF THE POTENTIAL ALLERGEN
PROTEINS FROM Candida albicans

AL SHAHWANI, Hiba Mohammed Fakhri
M.Sc. in Biology
Supervisor: Prof. Dr. ibrahim Halil KILIC
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sibel BAYIL OGUZKAN
September 2022
49 pages

Allergic reactions occur with the excessive reaction of the immune system against non-
harmful substances. Allergens enter the body through the respiratory tract, oral or
parenteral routes; Allergens that enter the body by respiratory, oral, or parenteral
means may be from animals, plants, fungi, or small molecular weight chemical agents.
The majority of allergic diseases develop through Ige-related mechanisms. The
incidence of allergic diseases in 20-30% of the World has become one of the most
researched diseases. Studies conducted in different parts of the world have identified
major differences in the prevalence of asthma, allergic rhinitis, and atopic dermatitis.
In our country, lifetime prevalence of asthma in children is reported to be 4.9-14.1%.
Fungi, which are abundant in soil and can develop and multiply rapidly on surfaces
with organic matter and water, show a wide range of dispersion sprawl sprawls due to
the effect of air movements. Inhalant allergens, which are the main causes of airway
inflammation and airway overresponse in asthma, are increasing recently with the
chemical and physical contamination of the air. Candida species are yeast fungi
commonly found in nature and found in the normal flora of humans. Candida albicans
is a polymorphic yeast fungus that can be found as a communal and opportunistic
pathogen. Since we have a continuous relationship with Candida species in nature and
human flora, it is very important to define the antigenic structures of this
microorganism and to reveal their effects on the immune system. C. albicans produced
in our laboratory was collected and allergen fungal protein was extracted. Protein
samples were prepared from the prepared mushroom extracts and the total
concentration of potential allergen proteins was determined by BCA method. As a
result, it was determined that C. albicans had high protein concentration. Basic data
were obtained in the preparation of mushroom extracts that help in the diagnosis of
allergic diseases.

Key Words: Allergy, Fungal allergy, Candida albicans, Protein Extraction



OZET

Candida albicans’IN POTANSIYEL ALERJEN PROTEINLERININ
EKSTRAKSiIYONU VE SAFLASTIRILMASI

AL SHAHWANI, Hiba Mohammed Fakhri
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji
Damisman: Prof. Dr. ibrahim Halil KILIC
Ikinci Damisman: Doc. Dr. Sibel BAYIL
Eyliil 2022
49 sayfa

Immiin sistemin zararli olmayan maddelere karsi asir1 reaksiyonu ile alerjik
reaksiyonlar olusmaktadir. Solunum yolu, oral veya parenteral yollarla viicuda giren
alerjenler; hayvan, bitki, mantar kaynakli olabilecegi gibi kiigiik molekiil agirlikli
kimyasal ajanlar da olabilir. Alerjik hastaliklarin biiyiikk ¢ogunlugu IgE’ye bagh
mekanizmalar araciligi ile gelismektedir. Alerjik hastaliklarin Diinya’da %20-30
oraninda goriilmesi, en ¢ok arastirma yapilan hastaliklardan biri haline getirmistir.
Diinya’nin farkli bolgelerinde yapilan ¢alismalarla astim, alerjik rinit ve atopik
dermatit prevalanslarinda biiyiik farkliliklar belirlenmistir. Ulkemizde ise ¢ocuklarda
yasam boyu astim prevalansinin %4,9-14,1 oraninda oldugu bildirilmistir. Toprakta
bol miktarda bulunup, organik madde ve su bulunan yiizeylerde hizla gelisip
cogalabilen funguslar, hava hareketlerinin etkisi ile genis yayilim alani
gostemektedirler. Astimda hava yolu inflamasyonunun ve havayolu asiri
cevapliliginin baslica sebeplerinden olan inhalan alerjenler havanin kimyasal ve
fiziksel kirlenmesiyle birlikte son zamanlarda giderek artmaktadir. Candida tiirleri
dogada yaygm olarak bulunan ve insanlarin normal florasinda yer alan maya
mantarlaridir. Candida albicans kommensal ve firsatg1 patojen olarak bulunabilen
polimorfik maya mantaridir. Candida tiirleri ile dogada ve insan florasinda siirekli
iligki igerisinde bulunmamiz nedeniyle bu mikroorganizmanin antijenik yapilarinin
tanimlanmasi ve bunlarin immiin sistem tizerine olan etkilerinin ortaya konulmasi son
derece 6nemlidir. Laboratuvarimizda iiretilen C. albicans toplanarak alerjen mantar
proteini ekstrakte edilmistir. Hazirlanan mantar ekstrelerinden protein numuneleri
hazirlanarak BCA yontemi ile potansiyel alerjen proteinlerin total konsantrasyonu
tespit edilmistir. Sonug olarak C. albicans'in yiiksek protein konsantrasyonuna sahip
oldugu saptanmustir. Alerjik hastaliklarin tanisina yardimci mantar ekstrelerinin
hazirlanmasinda temel veriler elde edilmistir

Anahtar Kelimeler: Alerji, Mantar alerjisi, Candida albicans, Protein Ekstraksiyonu
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BOLUM I
GIRIS

Alerji, toplum saghigim1 énemli derecede etkileyen bagisiklik sistemi ile iliskili bir
hastaliktir. Viicudun alerjen olarak bilinen belirli bir antijene maruz kalmasinin
ardindan ortaya ¢ikmaktadir. Ayni antijen ile yeniden uyarildiginda klinik semptomlar
ile gecici ve kronik organ disfonksiyonuna sebep olan yanlis hedeflenmis bir bagigiklik
reaksiyonudur. Genellikle protein yapida olan alerjen molekiiller IgE sentezini
uyararak onunla etkilesmektedir. Alerjenler genellikle sintisler, akcigerler basta olmak
tizere cilt ve mukozal dokulari etkilemektedir (Wang vd., 2015). Diinya Alerji
Orgiitii’niin verilerine goére farkli iilkelerdeki alerji yayginhigi %10-40 arasinda
degismektedir. Alerjik hastaliklara mevsimsel veya yil boyunca rastlamak
miimkiindiir (Simsekli, 1994; Pawankar vd., 2013).Boceklerden sonra en fazla tiire
sahip olan mantarlarin, Diinya’daki biyokiitlenin %90’indan fazlasini olusturdugu
tahmin edilmektedir. Polenler, mantarlar ve ev tozu akarlari en yaygin alerjenlerdir.
Alerjik reaksiyonlarin olusmasinda kiif mantarlarina, polenler kadar sik
rastlanmaktadir. Kiif mantarlari, IgE tretimini uyaran 40’dan fazla farkli protein
tireterek alerjik reaksiyonlar1 gergeklestirmektedir (Frew, 2004; Kendrick, 2017). Gida
olarak tiiketilen tiirlerinin yani sira insanlarda hastalik olusturan tiirlerinin de olmasi
sebebi ile zararli organizmalardan olan mantarlar, ekosistemdeki organik maddelerin
clirimesinde 6nemli bir yere sahiptir. Biyoteknolojinin gelismesiyle bu organizmalar;
biyoyakit, enzim, ilag etken maddelerinin sentezlenmesi gibi farkli alanlarda da
kullanilarak hayatimizda daha sik yer almaktadir (Esch ve Codina, 2017; Kendrick,
2017).Son yillarda, Diinya’da oldukca popiiler olan aeromikoloji alaninda ¢ok sayida
arastirma yapilmis, {ilkemizde ve yurt disinda birgok sehrin spor takvimi gikarilmistir.
Atmosferik spor konsantrasyonlart meteorolojik biiltenlerle halka duyurulmaktadir
(Ceter, 2008).Farkl1 ¢evresel kosullarda bulunabilen mantarlar veya mantar sporlart,
bulunduklar1 yerde hava akiminin etkisi ile ortam atmosferinde uzun siire asili
kalabilmektedir (Cakir, 2001).



Alerjik reaksiyonlara ek olarak kif sporlarini toksisite, aktif enfeksiyon ve klinik
semptomlarin kaynagi olarak gérmek miimkiindiir (Hargreaves vd., 2003). Yillardir
sporlart ve misel hiicrelerinin saglik problemi olusturduklar1 bilinen mantarlarin
yaklagik %80°1 solunum yollari ile ilgili alerjik hastaliklarla iliskilidir. Alerjen sporlar
az sayida olsalar bile g6z konjuktivasi, deri, solunum ve burun mukozasi gibi yollarla
viicuda girerek astim, allerjik rinit, konjuktivit gibi hastalik semptomlarinin ortaya
¢ikmasina neden olmaktadir (Celenk vd., 2009). Solunum yolu alerjisi ile
iliskilendirilmis 80’den fazla mantar tiirii bulunmaktadir. Alerjik mantarlardan olan
Penicillium, Aspergilus, Rhizopus ve Mucor tiirleri dogada yaygmn olarak
bulunmaktadir. Ulkemizde 1994 yilinda solunum yolu alerjisi olan 614 hastada
yapilan ¢alisma ile Aspergillus fumigatus, Trichophyton rubrum, Mucor sp.,
Penicillium notatum, Aspergillus niger ve Alternaria tenius’a kars: alerjik reaksiyon
gelistigi rapor edilmistir (Giineser vd., 1994; Cetinkaya vd., 2005). Alerjik
hastaliklarin ~ goriilme  sikligindaki artis  alerjik reaksiyonlarin alerjenlerin
tanimlanmasini zorunlu hale getirmistir. Bu alerjenlerin tanimlanmasi, izolasyonu,
biyokimyasal ve immiinolojik karakterizasyonun belirlenmesi alerjenlerin etki
mekanizmalarin1 anlamamiz igin olduk¢a Onemlidir. Saflastirilmis alerjenler tani

testlerinin standartlastiriimasi ve gelistirilmesi igin biiyiikk 6nem tagimaktadir.



BOLUM II
GENEL BIiLGILER

2.1 Alerji Nedir?

Alerji terimi ilk kez VVon Pirquet tarafindan kullanilmis olup Diinya Alerji Orgiitii ve
Avrupa Alerji ve Klinik Immiinoloji Birligi’ne gore spesifik immiinolojik
mekanizmalarin  etkisi ile baslatilan  hipersensitivite  reaksiyonu  olarak
tanimlanmaktadir (Johansson vd., 2004). Bu reaksiyonlari baslatilmasinda etkili olan
polen, lateks, bocekler, ev hayvanlari, kiifler, yiyecekler ve ilaglar en sik karsilagilan
alerjenlerdir. Cevrede sik karsilasilan bu alerjenlere kars1 yiiksek oranda IgE grubunda
antikor sentezleyebilme yetenegi veya alerjik rahatsizliklara olan yatkinlik atopi
olarak tanimlanmaktadir (Durham ve Church, 2001; Simpson vd., 2010). Immiin
sistemin alerjik reaksiyonlari olusturmaya egilimli olmasi, alerjenin ulastigi organdaki

alerjik bulgularin hizli bir sekilde ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir.

Alerjenleri 5 ana grupta toplamamiz miimkiindiir: Bunlar asagida maddeler halinde

siralanmastir.

1.Cevresel (aero) alerjenler

2.Polenler

3.Mantarlar

4.Ev tozu akari

5.Hayvan alerjenleri: bocek alerjenleri,besin alerjenleri,ilag alerjenleri, mesleki
alerjenler

Alerjik hastaliklar ¢evresel faktorler ve karmasik bir gen grubunun etkilesimi sonucu
olusmaktadir (Warner, 2004). Alerjenler, immiin sistemin kolayca taniyabilecegi
protein yapidaki organik maddelerdir. Protein ve glikoprotein yapidaki bir¢ok alerjen
genellikle 1gE diizeyinde artma, T helper 2 sitokin yanitinda asirilik ve eozinofili
seklinde benzerlik gostermektedir (Liu vd., 1992).



Alerji, antikor veya hiicre aracili olmak iizere 2 farkli sekilde gelisebilmektedir.

Alerjiler, patafizyolojik 6zellikleri dikkate alinarak Gell ve Coombs (1963) tarafindan

yapilan siniflandirmaya gore (Tablo 2.1) incelenmektedir (Abbas vd., 2012).

Tablo 2.1 Gell ve Coombs’e gore asir1 duyarlilik reaksiyonlarinin siniflandirmasi

Tip-I11
Tip-I Tip-I1 (Immun Tip-1V
OZELLIK | (Anafilaktik) | (Sitotoksik) kompleks) (Hiicresel tip)
Aktarim
Antikor Antikor Antikor T-hiicreleri
Sekli
Immiin
IgE IgM-1gG IgM-1gG Th1-Th2
reaktant
Cevap 4 Dakikalar /
. 15-30 dakika 3-8 saat 48-72 saat
stiresi Saatler
r Hemolitik
) Alerjik astim, Kontakt
Ornek | transfiizyon Lupus )
Saman nezlesi dermatit
reaksiyonlar1

Atopik bireylerin saptanmasinda standart bir yontem olan deri prik testi yaygin olarak
kullanilmaktadir. Deri prik testi sonuglarina gore g¢ocuk ve erigkin yas grubunda,
Diinya genelinde yaklasik %3-10 oraninda mantarlara karsi alerjik reaksiyonlarin
gelistigi bildirilmistir (Bush vd., 2001; Sancak 2003). Atopik bireylerde bu oranin
%20-30 oldugu tahmin edilmektedir (Valenta, 2002).

2.1.1 Alerji Tam Testleri

Alerjik hastaligin tanisinda tedaviye rehberlik etmesi sebebi ile klinik 6ykiiniin
belirlenmesi ¢ok onemlidir. Alerjik semptomlarin alerjene maruz kaldiktan kisa bir
stire sonra ortaya ¢ikmasi karsilasilan alerjenle iliskili oldugunu diistindiirse de bu
duruma farkli alerjenlerin de sebep olabilecegi ongoriilmektedir. Alerjik semptomlarin
olusmasinda etkili olan alerjenin belirlenmesinde deri prik testi, laboratuvar temelli ve

bagisiklama testleri gibi bir¢ok test uygulanmaktadir (Williams vd., 2008).




2.1.1.1 Deri Testleri

Deri testleri alerjik hastaliklarin tanisinda vazgecilmez bir yontem olmasina ragmen
soliisyonlardaki alerjenlerin stabilitesi, es zamanli kullanilan ilaglarla etkilesimi,
sistemik reaksiyon riski, kiigiik ¢ocuklara uygulamada yasanan zorluklar sebebi ile

bazi hastalara uygulanamamaktadir (Y1lmaz vd., 2009).
2.1.1.2 Prik Testi

Alerji tanisinin desteklenmesinde en sik kullanilan testtir. Histamin (+ kontrol), salin
(- kontrol) yanitlari ile beraber IgE aracili duyarliligin belirlenmesi amaglanmaktadir.
Duyarli kisilerde alerjenin tatbik edilmesinin ardindan mast hiicrelerinden histamin
desarj1 baglar. 15-30 dakika sonra ciltte eritem ve kabariklik olusur. Bu erken yanitin
degerlendirilmesi ile belirlenmektedir. Deri prik testi diger alerji tan1 testlerine gore
ucuz, giivenilir, hemen sonug verebilen, spesifikligi yiiksek, klinikle uyumlu, kolay
uygulanabilir, intra dermal testlere gore agrisiz olmalar1 nedeniyle siklikla tercih
edilmektedirler (Montaiia vd., 1997; Etzel vd., 1998).

2.1.1.3 intradermal Test

Prick testinden daha duyarli olmasina ragmen es zamanl ilaglarla etkilesimi sebebiyle
yanlig pozitiflik ve sistemik yan etkileri, prik testine gore daha fazladir (Arsoy vd.,
2018).

2.1.1.4 Yama Testi

Atopik ve kontakt dermatit ajanlarinin belirlenmesi igin siklikla tercih edilmektedir
(Turjanmaa vd., 2006).

2.1.1.5 Nazal Provakasyon Testi

Alerjenin burundan verilmesi ile olusan alerjik reaksiyonlarin degerlendirilerek

taninin konulmas1 amaglanmaktadir (Ozcan, 2010).



2.1.1.6 Total IgE Ol¢iimii

IgE yiiksekliginin alerjik hastaliklar disinda bir¢ok klinik tabloda da goriilmesi,
semptomlardan sorumlu alerjenin belirlenmesinde diger alerji testleri ile birlikte

degerlendirilmesini gerektirmektedir (Akoglu, 2017).
2.1.1.7 Spesifik 1gE Ol¢iimii

Alerjik hastaliklarin tan1 ve tedavi yaklasimlarinin planlanmasinda alerjen ile iligkili
spesifik IgE’lerin tespitinde yaygin olarak kullanilan giivenilir bir testtir. Duyarl
olunan alerjene karsi olusturulmus IgE’lerin saptanmasinda ELISA (Enzyme linked
immunosorband assay), RAST (Radioallergosorbent test), FAST (Floresans
allergosorbent test), MAST (multiple allergosorbent test) ve kemiluminesens
yontemleri gibi farkli yontemler tercih edilmektedir. Pahali bir yontem olmasi sebebi
ile deri testini tolere edemeyen, agir dermografizm ve atopik dermatitli, antihistaminik
ve beta bloker grubu ilag kullananlarda uygulanmalidir (Kinikli ve Tokgdz, 1999;
Akoglu, 2017).

2.1.1.8 Eozinofil Sayimi

Periferik kandaki I6kositlerin %1-5 kadarin1 olusturan eozinofillerin periferik
yaymadaki oraninin %20’den fazla olmasi anlamlidir. Alerjik yatkinligi olan
bireylerin eozinofil sayis1 normal veya yiiksek seviyelerde olabilmektedir. Eozinofili
alerjik hastaliklar i¢in spesifik degildir (Ovet, 2010).

2.2 Mantarlar

Dogada (hava, su, bozulan organik materyal iizerinde) yaygindirlar. Yeryiiziinde
yaklasik 400.000 kadar farkli mantar tipi bulunmaktadir. Bunlardan yalnizca 200
kadar1 hayvan ve insanlarda hastalik yapar. Biitiin mantar infeksiyonlariin %90’1n1

10-20 tiir mantar olusturur.
2.2.1 Hiicre Yapis1

Hayvan hiicreleri gibi mantarlarda o6karyot hiicre yapisina sahiptir. Mantarlar,
okaryotik, gelismis hiicre yapisina sahip kapsiil (sadece bazi mantarlarda), hiicre

duvari, hiicre zari, sitoplazma- ¢ekirdek zari- ¢ekirdek¢ik- ER, mitokondri, golgi,



vakuoller gibi kisimlardan olusmaktadir. Kapsiiliin kimyasal yapisi polisakkarit’tir.
Fonksiyonlarina gelince 6nemli bir viriilans faktorii, anifagositik etki gosterir. Bu yap1
belirli mantar gruplarinda goriiliir. Hiicre duvari antijeniktir. Yapisina bakildiginda
cok tabakali oldugu goriiliir. Polisakkaritler (~%90): hekzos ve hekzamin polimerleri
(kitin, seliiloz, glukan, mannan polimerleri) polisakkarit tipi ve miktar1 tiirden tiire

degisir. Proteinler ve glikoproteinler ise takribi %10’u olusturur.

Hiicre duvar1 mantarin kuru agirliginin %90°1n1 olusturur. Kimyasal yapisi bakteri ve
bitkilerdekinden farklilik gosterir. Bakteride hiicre duvarinin esas maddesi ise
peptidoglikandir. Bakteri hiicre duvarina etkili antibiyotikler mantarlara etkisizdir.
Bazi antifungaller mantar hiicre duvarina etki eder. Hiicre duvari saglamligi saglarken

mantara seklini verir, ozmotik soklardan korur.

Hiicre zan ¢ift tabakali fosfolipitler ve sterollerden olusmustur. Sterol olarak
ergosterol bulunur. Insandaki hiicre zariyapisinda ise baslica sterol kolesteroldiir.
Hiicre zarinin baslica fonksiyonlart madde aligverisi yapmak, kapsiil ve hiicre duvari
sentezinin gerceklestirilmesi gibi birgok 6nemli goérevler lstlenmistir. Amfoterisin
gibi baz1 antifungaller mantar hiicresinde ergosterole baglanarak etki gosterirler. Bu
baglanma ile hiicrenin gegirgenligi artar boylece hiicre 6liimiine neden olurlar. Ayrica

amfoterisin konak¢1 immun sistemi {izerine stimiile edici etki gosterir.

Mantarlarin hiicre zar yapilari insan hiicre sitoplazma zarina benzerlik gosterdiginden,
mantar infeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan ilaglarin ¢ogu, insan hiicresi iizerine
de toksik etki yapar. Insan hiicre zarinda bulunmayan ergosterol ve zymosterol’ii hedef
alan antifungal ilaglar mantar enfeksiyonlarinda kullanilmaktadir. Bu antifungaller
insan hiicresine zarar vermeden mantarlara etkili olabilmektedir. Mantar hiicreleri
klorofil bulundurmazlar bu yiizden fotosentez yapamazlar. Fotosentez yapamama
Ozellikleri mantarlart yiiksek bitkilerden ayiran &nemli bir farktir. Mantarlarin
nesillerini siirdiirebilmesi hayat sikluslar1 spor olusturarak gergeklesir ve bu sekilde
yayilim gosterirler. Mantarin tireme sekilleri sistematikte ve tanimlama da 6nemli bir
kriterdir. Ozellikle klinik mikolojide identifikasyonda sporlarin yapisi ve sekilleri

onemli kriterler arasindadir.



2.2.2 Mantarlarin ¢cogalmasi icin gerekli kosullar

Mantarlarin {iremeleri icin ihtiyag duyduklar1 sicaklik 1sis1 20-35°C’ler arasinda
olabilmektedir. Uremeleri ihtiya¢ duyulan nem kritik oneme sahip bir kriterdir.
Onemli gevresel faktdrlerden birisi de ortamin asidite degeridir.En iyi iireyebildikleri
pH degerleri 5- 7 arasinda olur. Mantarlar {iremeleri i¢in gerekli olan atmosferik
kosullar agisindan oksijen ihtiyaglari bakimindan zorunlu veya fakiiltatif aerop

ozelliktedirler. Bununla birlikte kemoheterotrof 6zellik gosterirler.

Mantarlarda generasyon siiresi tiirlere gore ve cevre kosullarina gore farklilik
gostermektedir. Maya seklinde tireyen mantarlarda generasyon siiresi 24-48 saat
arasinda iken kiif seklinde ¢ogalan mantarlar ise bu siire 4 ile 21 giin arasinda

olabilmektedir.

Mantarlar enzim bakiminda zengin olduklarindan organik bilesikleri hiicre disina
salgiladiklar1 hidrolitik enzimleri sayesinde monomerlerine kadar pargalayabilirler.
Monomerlere kadar pargalanan bilesikleri diflizyon ile hiicre i¢ine alarak kullanirlar.
Canliligint kaybetmis 6zellikle canli atiklart tizerinde ¢ogalarak yasamlarini burada
stirdiirtirdiiler. Yani dogal habitatlar1 bu ortamlar olup saprofittirler. Candida albicans
bu agidan bir istisnai bir tiir olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Mantarlar ¢ogalabilmeleri
icin inorganik madde ve tuzlar1 ortamda mevcut olmalidir. Mantarlarin yapisal
ozellikleri bakimindan bakterilerle kiyaslandiginda g¢evredeki fiziksel ve kimyasal
degisimlere daha dayaniklidir. Mantarlarin morfolojik ozelliklerine gore tek hiicreli

mantarlar igin maya, hifli ve ipliksi ¢ok hiicreli yapidakilere ise kiif ad1 verilmektedir.

Cevre kosullarinin degismesi ile bu ¢evre kosuluna bagli olarak maya seklinde veya
kiif seklinde gelisebilen mantarlar ayni tiir mantarlar i¢in dimorfik mantarlar adi

verilmektedir. Dimorfizm olusumu 1s1, CO2, besin gibi ¢evresel faktorlerle gelisir.

Termal dimorfizm: Bazi patojen mantarlar 35°C’de maya seklinde gelisirken
25°Cde kiif olarak cogalirlar. Bu mantarlar dis ortamlarda kiif seklinde gelisirken

canl1 viicudunda 1s1’ya bagli olarak maya formunda olurlar.

Maya tek bir hiicre seklinde bulunan mantarlardir. Mayalar 151k mikroskobu altinda
yumurta seklinde elips veya yuvarlak goriiniir ¢aplart 3 -15 um iken boylart 2 -50 um

arasindadir. Tomurcuklanma seklinde c¢ogalirlar ve yeni olusan Yyavru hiicre



“blastokonidyum” seklinde adlandirilir. Psédohif (yalanci hif) morfolojilerinde
goriinen yapisal formlari olusturabilirler. Blastokonidyum hiicreler ana maya

hiicresinden ayrilmaz ve uzayarak hif goriiniimii alirlar.

Makroskopik goriiniim: Mayalarin petri kutusunda besi ortamlarinda olusturduklari
koloniler kremsi bir gériinimdedirler. Koloniler sekil ve yapi bakimindan bakterilerin

olusturdugu kolonilere ¢cok benzerlik gosterirler.

N

e
-
Candida m el

Sekil 2.1 CHROMagar ve SDA besiyerinde C. albicans kolonileri



2.2.3 Kiiflerin yapisal 6zellikleri

Kiif seklinde mantarlarin yapisi ¢cok hiicreli olup filamentler seklinde gelisirler ve

temel yapisal birim hif’tir.

Isik Mikroskobunda Goriiniim: Mikroskop altinda hif goriintiisii tiip seklinde uzun
hiicreler seklinde goriiniirler. Yaklasik 2 -10 um boyundaki hifl yapilar1 bolmeli veya
bolmesiz olabilirler. Bu durum mantar tiiriine gore farklilik gostermektedir. Hif
sekilleri farkliliklar1 raket goriinimld, spiral gorinimlii koksi goriiniimlii gibi

adlandirilmaktadir. Bu hif sekilleri identifikasyonda kullanilan 6nemli 6zellikleridir.

Makroskopik goriiniim: Bu mantarlarin gerek SDA gerekse PDA besiyerinde gelisen
kiif kolonileri pamugumsu, yiintimsii, kadifemsi seklinde nitelendirilmekte olup koloni
rengi petri kabinin altindan bakilarak belirlenmektedir. Kiif yapilar1 tel yada iplik
seklinde ¢ok hiicreli yapilardir. Cok sayida bulunan bu ipliksi yapiya misel tek bir tiip
seklindeki yapiya ise hif adi verilmektedir. Hif gelisimi boyuna uzama seklinde olup
bazilar1 septali bazilar1 ise septasiz olabilmekte olup bu durum mantarin tiri ile
alakalidir.

2.2.4 Dimorfik Seklindeki Mantarlar

Bu mantarlar ¢esitli ¢evre kosullarinin farklilasmasina gore iki farkli morfolojik
yapida gelisen mantarlardir. Bu farlilik 1s1 ile alakali ise termal dimorfizm olarak
adlandirilir. Cevre kosul farki mantarin maya veya kiif olusumunu belirler. Dimorfik
durum geri dontisimliidiir. Yani ¢evre kosullarinin degisimi ile kiif seklinden maya

sekline doniisebildigi gibi bunun tersi de miimkiindiir.
2.2.5 Maya seklindeki mantarlar

Bu sekildeki mantarlar aynen bakteriler gibi tek hiicrelidirler. Taksonomide ise
kiiflerle beraber fungus altinda yer alirlar. Su ana kadar tanimlanan yaklasik 1000’den
daha ¢ok maya tiirii bulunmaktadir. Mayalarin bir ¢ok tiirii 6zellikle gida, alkol ve ilag
sanayide yaygin olarak kullanilmakta olup ©nemli ekonomi kaynaklari
olusturmaktadir. Dogada maya tiirleri yaygindir. Toprakta hatta bag topraklarinda ¢ok
daha yaygi olarak bulunurlar. Buralardan cesitli yollarla mesela boceklerle iiziime
birgok meyvelere taginir ve meyvelerin tizerindeki ¢atlaklar sayesinde iceri girip orada

cogalabilirler. Mayalar fermantasyon ile kendilerine 6zgii bir aroma olusturarak lezzet
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konusunda etkin rol oynarlar. Endiistriyel alanda en yaygin kullanilan maya tiirii sarap,
bira ve ekmek endiistrisinde kullanilan Saccharomyces cerevisiae mayasidir. Bununla
beraber gida endiistrisinde kontaminasyonlarla zararlara yol agmaktadir. Mayalarin
biiyiik bir boliimii Ascomycota divisio’sunda yer alirken bir kismi1 ise Basidiomycota

divisio’sunda yer almaktadir.

Atmosferik ihtiyaglart bakimindan maya tiirleri mutlak aerop veya fakiiltatif anaerop
ozelligindedir. Mutlak anaerob ozellikte olan maya tiirii bulunmamaktadir. Oksijen
olmadig1 ortamlarda fermantatif yetenegindeki maya tiirleri ihtiyaglar1 olan enerjiyi
polisakkaritleri karbon dioksit ve etanol (alkol) veya laktik asit’e kadar pargalayarak
elde ederler. Ekmek iiretiminde olusan etil alkol buharlasarak ortamdan uzaklasirken
aciga c¢ikan karbon dioksit ise ekmegin kabarmasina neden olur. Mayalar1 zengin
enzimatik ¢esitliligi onlarin biyoteknolojik ¢alismalarda kullanilma sebebidir.
Biyoteknolojik caligmalarda farkli canlilarin proteinleri ekonomik olarak mayalar
tarafindan {iretilmektedir. Bu yontemler kullanilarak Insiilin, interferon hepatit B
yiizey antijenleri iretilen tiriinler arasindadir. Tek hiicrelidirler mikroskopta yuvarlak
-elips sekilde, 3-15 pum c¢apinda goriiliirler. Cogalmalart tomurcuklanma (blast
olusumu) veya ortadan ikiye bolinme (binary fision) olmak tizere iki sekilde
gerceklesir.Bir maya hiicresinin bir veya birka¢ yerinden tomurcuklanma olur.
Olgunlasan yapt ana hiicreden koparak yavru hiicre olusur, yavru hiicreye
blastokonidyum denir. Olusan blastokonidyum mayalarin bazilarinda ana hiicreden
ayrilmadan kalir. Zincir seklinde bir dizilim olusturur (yalanci hif = psddohif).
Mayalar genel olarak bakterilerden biiyiikliik ve sekil agisindan fark gosterdikleri gibi

kiiflerden de misel ihtiva etmemeleri ile ayrilmaktadir.

Gergek maya hiflerinde, hiicre duvarlar1 birbirine paraleldir. Yalanci hifte
tomurcuklanma bolgesine yakin bir yerde ice biikey bir yap1 goriiliir. Baz1 mayalar
hem tomurcuklanma hem de ikiye boliinme ile gogalirlar. Bu sekilde olusan hiicrelere
artrokonidyum denir. Cryptococcus neoformans da oldugu gibi bazi mayalarda
patojenite ve virulansta rol oynayan, maya hiicresine antijenik 6zellik kazandiran
kapsiil vardir. Maya mantarlar1 tomurcuklanma yoluyla eseysiz veya askospor
olusumu yoluyla eseyli olarak iirer. Eseysiz iiremesinde ana hiicreden bir tomurcuk
biiyiir ve yetiskin boyuta ulastiginda sartlar uygunsa ana hiicreden ayrilir. Az besinli

ortamda eseyli iireyebilen mayalar askopor olustururlar.
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Mayalarda ¢ogalma sekilleri 4 farkli sekilde gergeklesir.
|. Boliinerek
I1. Tomurcuklanarak
I11. Spor olusturarak
IV. Eseyli
L.Boliinerek cogalma:

Schizosachharomyces cinsinde oldugu gibi baz1 maya tiirleri bakterilerdekine benzer

sekilde ikiye boliinerek ¢ogalmaktadir.

Hiicre belli bir biiyiiklige erisince hafifce uzamakta ve ortasindan igeriye dogru bir

girinti olusturmaktadir.
Sonradan bu girinti yeni hiicre duvari sekline dontiserck maya ikiye boliinmektedir.

Cogalmanin ¢ok hizli olmasi halinde hiicreler birbirlerinden ayrilmayarak, misel veya

hiicre zincirleri seklini almaktadir.

Il. Tomurcuklanma: (Vejetatif cogalma)

Ana hiicrenin ug tarafinda 6nce bir sigkinlik olusur, bu siskinlik gittikge biiyiiyiip
tomurcuk halini alir. Tomurcuk (yavru hiicre) ile ana hiicre arasinda bir kanal
mevcuttur. Yavru hiicre, ana hiicre biiyiikligiinii aldigi zaman bu kanal bir duvarla
kapanir ve yeni bir hiicre meydana gelir. Genellikle ana hiicrenin yavru hiicreyi
meydana getirdigi ug, dis biikkey ve yavru hiicrenin buna kars1 ucu ise i¢ biikeydir.
Tomurcuklanma genellikle ana hiicrenin bir ucunda olur. Ancak bazen ana hiicrenin
her iki ucunda da olusabilir. Buna bipolar tomurcuklanma adi verilir. Sachharomyces

cinsi mayalar tomurcuklanma ile ¢ogalabildikleri gibi sporlanma ile de ¢ogalabilir.
I11. Sporla ¢cogalma:

Hakiki maya denilen Sachharomyces cinsi mayalar tomurcuklanma ile
cogalabildikleri gibi sporlanma ile de c¢ogalabilirler. Sporla g¢ogalmada maya
hiicresinin ¢ekirdeginde 6nce boliinmeler meydana gelir. Sonra boliinen ¢ekirdeklerin

etrafindaki protoplazma yogunlasarak spora doniisiir. Meydana gelen sporlar hiicre
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icinde kalir, iste sporlarin iginde kaldigi bu hiicreye askus (ascus), sporlara ise
askospor adi verilir. Askus iginde 1-8 spor bulunur. Sporlar uygun bir ortam
bulduklarinda ¢imlenip vegetatif hiicre haline gecer. Bu vegetatif hiicreler ise
tomurcuklanma ile ¢ogalir. Laboratuvarlarda cesitli metotlar kullanilarak vegetatif

hiicrelerin spor haline doniistiirilmesi miimkiindiir.
V. Eseyli cogalma

Bu ¢ogalma tipinde iki hiicre yan yana gelip birbirleriyle temas ettikten sonra arada
bir kanal meydana gelir, bu iki hiicreye gamet ad1 verilir. Gamet sonradan askus haline
gelerek askosporlar olusur. Uygun sartlarda sporlar agilarak vegetatif hiicreleri

olusturur.

Seksiiel kopulasyon;

[zogamik,

Heterogamik,

Intermedier,

Askospor kopulasyonu olarak 4 sekilde meydana gelir.

Maya kolonileri kati1 besi yerlerinde opak, macun kivaminda, 0.5-3 mm c¢apinda
bakteri kolonilerine benzer koloniler olustururlar. Birkag tiir karakteristik pigment
olustursa da genellikle koloniler krem rengindedir. Laboratuvar tanisinda direkt
mikroskopik inceleme. Gram boyas1 %10-20 potasyum hidroksit (KOH) Laktofenol
pamuk mavisi ve Cini miirekkebi ile boyanarak yapila bilinmektedir.Gram boyama

yontemi genelde kiiflerde kullanilmamakta olup mayalarin tanisinda yararhdir.

Mayalar Gram pozitif boyanirlar. Mantarlarin hiicre duvarini boyamak igin en iyi
yontemlerden biri Periyodik asit-schiff (PAS) boyasi ve digeri methanamid giimiis
boyasidir. Cini miirekkebi ile yapilan boyama, kapsiillii mayalar (Cryptococcus
neoformans) i¢in faydali olabilir. Laktofenol pamuk mavisi mantar sporlarini gérmek
i¢in faydahdir. Kiiltiirleri i¢in z enginlestirilmis besiyerleri olan beyin-kalp inflizyon
agar ve malt ekstreli besiyerleri kullanilir.Segici besiyeri olarak sabouraud dekstroz
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agar, bakterilerin ve saprofit mantarlarin tiremesini engellemek i¢in antibiyotikler

(siklohegzimid ve kloramfenikol...gibi) eklenerek hazirlanir.
2.3 Candida albicans
2.3.1 Candida Tiirlerinin Genel Ozellikleri ve Simiflandirmasi

Candida tiirleri Ascomycetes sinifinda yer alan aseksiiel mayalardir. Sekiz kromozom
varligi ile genetik olarak diploid olup (Calderone ve Fonzi, 2001), tiim kosullarda tek
hiicreli olarak iireyen Candida glabrata farkli olarak haploiddir. Candida mayalar1 tek
hiicreli, boyutlar1 4-6 pm, kiire, silindirik ya da oval, kapsiilii olmayan, hareket
etmeyen, gram pozitif, fakiiltatif aerob mayalardir (Vazquez ve Sobel, 2003; Koneman
vd., 2006; Kiraz, 2011). Candida tiirlerinin hiicre duvar yapilari bakterilerden
farklidir. Hiicre duvarlarinin igeriginde polisakkaritler, mannan, glukan ve Kkitin
bulunmaktadir. Glukan ve kitin komponentleri Candida hiicre duvari yapisinin biiyiik
bir kismini olusturmaktadir (McCullough vd., 1996). Hiicre duvar yapilarinin altinda
ana yapi elemani ergosterol olan bir hiicre membrani1 bulunmaktadir. Ergosterol bazi
antifungal ilaglar i¢in hedef yap1 6zelligi tasimaktadir. Candida’larin sitoplazmasinda
diger Okaryotik canlilarda oldugu gibi g¢esitli organeller bulunmakta olup,
Candida’larin sitoplazmasindaki en biiytik organeller vakuollerdir. Bu vakuoller hiicre
ici proteinlerin taginmasinda, iyon konsantrasyonu ve osmotik basincin
diizenlenmesinde gorev almaktadirlar (Reiss vd., 2012). Candida tiirleri
tomurcuklanma ile ¢ogalmaktadir. Maya formunun disinda kiiltiirlerde ve dokularda
gercek hif veya yalanci hif olusturabilmektedirler. Tomurcuklanma ile olusan yalanci
hifler, olusan uzantinin ana kisimdan ayrilmamasi ile meydana gelmektedir. Gergek
hifler apikal uzantili, bolmeli, diizgiin kenarli bir yapidir (Koneman vd., 2006). Tiir
taniminda, blastokonidyum, yalanci hif, klamidospor, askospor ve germ tiipiin
olusumu 6nem arz eder. Candida tiirlerinin ¢ogu yaygin kullanilan mikolojik ve
bakteriyolojik besi yerlerinde 6zel mantar besiyerlerine gerek duymadan kolaylikla
tireyebilme yetenegine sahiptirler. Koloniler genellikle 48-72 saatte, 6zellikle patojen
olan tiirler oksijenli/oksijensiz ortamda 25-37°C’de, saprofit tiirler daha az 1sida
tiremektedirler (Howell vd., 2015). Candida tiirleri SDA gibi primer izolasyon
besiyerlerinde tireyip genellikle krem rengi veya kirli beyaz, yumusak kivami ve tipik
mayamsi1 kokuya sahip S formunda koloniler olusturmaktadirlar (Cerikgioglu, 2017).

Candida kolonileri S formundan R formuna kendiliginden doniisebilme
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yetenegindedir. Candida tiirleri arasindaki morfolojik farkliliklar sadece spesifik
besiyerlerindeki iireme Ozelliklerine gore tanimlanir. Bakterilerin ve kiiflerin
tiremesini Onlemek i¢in primer izolasyon besiyerinin bilesimine siklohekzimid,
gentamisin, kloramfenikol gibi antibiyotikler eklenebilmektedir (Howell vd., 2015).
Candida tiirlerinin iireyebilmeleri i¢in besiyeri ortaminda glikoz, amonyum tuzu,
fosfat, biyotin gibi maddeler ile demir, ¢inko, kalsiyum gibi serbest metallerin
bulunmasi ve ortam pH’smin 2 ila 8 arasinda olmalidir. Bu mayalar kemoheterotrof
olduklarindan organik azot ve karbon kaynagina ihtiya¢ duymaktadir. Besinlerini
bulunduklar1 ortamdan absorbsiyon yoluyla saglamakta olup, bunu saglayabilmleri
i¢in ortamdaki nem oraninin %95-100 arasinda olmasi gereklidir. Oksijen varliginda
karbonhidratlar1 tek karbon kaynagi olarak kullanabilme yetenegindedirler. Candida
tirleri fermantatiftir, CO> ve alkol aciga ¢ikarirlar. Candida tiirleri besin bakimindan
fakir bir ortam olan misir unlu agarda, yedek besinler depolayan klamidosporlar
olusturmaktadirlar. Bu olusumlar yuvarlak ve biiyiik olup, hiflerin i¢inde, kenarinda
ya da uglarinda gelisebilmektedir. Kalin duvarli bu olusumlar zorlu gevre sartlarina
kars1 hiicreyi koruma yetenegindedir. Misir unu ve Tween 80 agar ortaminda C.
albicans dort degisik morfolojik yap1 ile tiremektedir. Bu morfolojiler; psédohif,
blastospor (blastokonidyum), klamidospor olusumudur. Ayrica seyrek olarak da
gergek hif olusumudur (Cerikcioglu, 2017). Klamidospor yapist C. albicans’in en
bariz 6zelligidir. Ayrica, C. dubliniensis ve C. tropicalis tiirlerinin bazi suslar1 da
klamidospor olusturma yetenegindedir. Bunun yanisira bu suslara ait klamidospor
yapilart farkli morfolojiler gostermektedir. C. tropicalis tekrarlayan pasajlarda
klamidospor olusturma yetenegini kaybederken, C. albicans klamidospor olusturma
yetenegini kaybetmemektedir (Cerikcioglu, 2017). Heterojen cinse sahip olan
Candida tiirleri Ascomycetes sinifindaki Saccharomycetales ailesine aittir. Candida
cinsi icerisinde 200’den fazla tiir bulunmaktadir. Ancak bu tiirlerin belirli bir kism
insanlarda enfeksiyona neden olabilmektedir. Hastalik etkeni olarak en sik izole
edilenler; C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis ve C. krusei’dir. Daha
az siklikla enfeksiyon etkeni olarak izole edilen tiirler ise; C. kefyr, C. guilliermondii,
C. lusitaniae, C. stellatoidea ve C. dubliniensis’tir. Bu tiirlerin i¢erisinde C. albicans,
lokal ve sistemik enfeksiyonlara en sik yol agan ve klinik drneklerden en fazla izole
edilen tiirdiir. Ancak C. albicans dis1 Candida (NAC) tiirlerinin siklig1 da giiniimiizde
giderek artmaktadir (Richardson ve Warnock, 2012). Giiniimiizde maya taksonomisi

stirekli olarak gelismekte olup, mayalar DNA dizilimi ve filogenetik analiz yontemleri
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ile taksonomik kategorilere yerlestirilmektedir. Son 6 yilda fenotipik ve morfolojik
olarak ayirt edilemeyen ancak belirli hedef dizilerde DNA dizileme analizine dayali
olarak ayrilabilen “sifreli tiirler” veya “tiir kompleksleri” gibi organizma gruplari
tamimlanmustir (Howell vd., 2015). C. albicans, C. parapsilosis ve C. glabrata gibi en
onemli Candida tiirlerinin taksonomisinde 6nemli degisiklikler yapilmistir ve bu tiirler
artik “tiir kompleksleri” olarak kabul edilmektedirler (Brandt ve Lockhart, 2012).

2.3.2 Hiicre Duvarinin Yapisi

Bir mantar hiicre duvari farkl: katmanlardan olusur. i¢ kisim genellikle korunur. Diger
katmanlar bu katman iizerine insa edilmistir, bu katmanlar farkli ve mantar tiiriine
baglhidir. Farkli polisakkaritler arasinda glukanlar en ¢ok bulunan mantar hiicre
duvarinin 6nemli yapis1 olup mantar kuru agirhginin yaklasik % 50-60'm1 olusturur
Mantar plazmasinda bulunan bir dizi kompleks enzim tarafindan sentezlenir. Bu
enzimlere glukan sentazlar denir. Kitin, mantar hiicre duvart polisakkaritlerinin bir
diger bilesenidir. Kitin igerigi, morfolojik duruma bagh olarak degiskendir. Maya
formunda mantar kuru agirliginin %21-2'sini olusturur, misel formunda iken %10-20'ye
kadar ulasabilir. (Silva, S,2012). Glikoprotein, mayanin kuru agirhgmin %30-50'sini

olusturur.
2.3.3 Candida albicans'ta Polimorfizmler

Genellikle dimorfik olarak bahsedilse de, C. albicans aslinda genellikle pleomorfiktir.
C. albicans standart kiiltiirlerinde laboratuvarda iiretildiginde yumurta seklinde
"maya" hiicreleri halinde gelisirler. Bununla birlikte, hafif ¢evresel degisimler
oldugunda oOrnegin sicaklik, CO., besin maddeleri ve pH faktorleri morfolojik
farkliliklara sebep olabilirler. Filamentli maya hiicreleri maya hiicreleriyle pek ¢ok
benzerlige sahiptir. Her iki hiicre tipi de C. albicans'in hayatta kalmasinda ve
patojenitesinde farkli, farkli rolleri bulunuyor gibi goriinmektedir. Maya hiicreleri kan
dolasiminda yayilim igin en uygun morfoloji gibi goriinmekle beraber virulans
faktorler agisindan hifal hiicreler daha giigliidiir. Hifal hiicreler istilacidir ve doku
invazyonu, organizmalarin kolonizasyonu ve hayatta kalmasi ve makrofajlardan
kagiginda daha etkindirler. Maya formundan hif hiicrelerine gegis C. albicans'in ana
virtilans faktorlerinden biri oldugu bilinmekle beraber bu durum mutlak gerekli bir

durum degildir.
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C. albicans hiicreleri, insan viicudunun fizyolojik ortamina yakin bir kiiltiir ortaminda
kiiltirt yapildiginda filamentli hiicreler (hem gercek hifler hem de yalanci hifler)
olarak gelisirler. C. albicans klamidospor olusturabilir, ancak bunlarin fonksiyonu
bilinmemekle birlikte genellikle olumsuz kosullar altinda olustuklarindan bu

kosullarda hayatta kalabilmesini saglayan 6nemli bir 6zelliktir.

Candida albicans'm Maya formu mikroskopla incelendiginde blastochnidium adi
verilen biiyiik tomurcuklanan oval veya kiiresel sekillerde goriiliirler. Ozel kosullar,
maya formunu ya gercek misel formuna donisiimiini saglayarak misel veya
psodomisel seklini alir. Candida albicans misir agar besiyerinde kiiltiirlendiginde,
klamidosporlar olarak gelistigi goriiliir. Olusan mikro tiip maya formundan misel

olusumunun baglangicini temsil eder.

1. Yeast 2. Pseudohyphae 3. Hyphae

Sekil 2.2 Candida albicans’n ti¢ morfolojik formu
2.3.4 Candida albicans Biyofilmi

Candida albicans biyofilmleri esas olarak iki katmanhdir. Alt katman genellikle
yilizeye sikica tutturulmus mayalardan olusurken, ist tabaka genellikle hiflerden
olusur. Bununla birlikte, biyofilmler enerji i¢in kullanilan alt tabakaya goére farkli
oldugu gosterilmistir. Biyofilm yapisinin son halinin olusumunda etken yetistirme
kosullaridir. Bununla birlikte, in vivo veya in vitro ortamda biyofilmler benzer sekilde
geligir. C. albicans biyofilmlerinin in vivo modelleri gostermistir ki daha hizli
olgunlasma ve daha kalin duvarlar gelistirmekteditr. C. albicans'ta biyofilm

olusumunda dort adim vardir, bunlar:
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1. Yapisma; Bu adimda C. albicans hiicrelerinin epitel ve endotel konak dokulari ile

baglanir

2. Kolonizasyon, proliferasyon ve invazyon; Maya hiicreleri kiigiik koloniler
olusturarak ¢ogalir, bu koloniler dagilir ve biiyiir ger¢ek hif ve psédohifler olusur.
Hiflerin rolii bu asamada aktif olarak goriiniir mantar saldirisina ve enfeksiyona neden

olur

3. Olgun biyofilm; olgun biyofilm 48 saat sonra olusur. U¢ boyutu vardir. Maya
hiicreleri, ger¢ek hifler ve psédohyphae ve hiicre disi bir polimerik matriks.
Olgunlasma asamasinda biyofilm biyokiitlesi genisler, hiicre dig1 matris birikir ve ilag
direnci artar. Biyofilm olusumunun son asamasinda, ortami1 kolonize etmek igin maya
benzeri hiicreler salinir (dagilma). Biyofilmden tiiretilen maya hiicreleri, artan viriilans

ve ilag direnci dahil olmak tizere yeni 6zelliklere sahiptir.
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Sekil 2.3 Candida albicans biyofilm olusumunun asamalari
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2.3.5 Antifungal Ajanlar Ve Aktiviteleri
Antifungal ajanlar kandidiyaz tizerindeki etkilerine gore ayrilir.
2.3.5.1 Polinler:

Nistatin ve amfoterisin igerir. Polinler Asagidakilere miidahale eder mantar hiicre
duvarindaki ergasterol, hiicre zarinda bir degisiklige yol agar perforasyonundan dolay1

gecirgenlik, ardindan disaridaki iyon difiizyonu hiicre 6liimiine son veren hiicre (94).
2.3.5.2 Azoller:

Vardir; Fluconazol, itraconazol ve Ketaconazol. Bu bilesikler reaksiyonlar: yoluyla

hiicre zar1 ergosterol sentezine yardimci olur enzim ile
2.3.5.3 Ekinaokandinler:

Kaspofungin ve Mikafungin igerir. Bunlar yar1 sentetik bilesiklerdir mantar
fermantasyonunun bir sonucu olarak {iretilir. Bunlar bilesikler, asagidakilerin
inhibisyonunda rol oynayan lipopeptitler olusturur -glukanlarin sentezi (96) -1,3 ve
B-1,6 glukanaz enzimleri (sentez icin gerekli olan B-1,3 ve -1,6 glukanlarin).

2.3.5.4 Piremidin analizleri:

Flukitosin (veya 5-Flukitosin) ile temsil edilir. Bunun etkinligi bilesik, hiicre niikleik
ile baglanma kabiliyeti ile temsil edilir asitler (DNA ve RNA) bir dizi enzimatik
reaksiyon yoluyla sona erdi bilesigin fosforilasyonu ile, bu da RNA ile baglanir, bu,
protein sentezinin tahrip olmasina yol agar. Ayrica 5-Flucytocin DNA ile etkilesime
giren 5-flouroridin monofosfata aktarilir sentez. Onemli olarak kabul edilir enzim
timidilat sentetaz inhibitorii, asagidakiler igin gerekli enzim DNA sentezi ve hiicre

bolunmesi.
2.3.6 Proteinler

Tim canli organizmalar hiicrelerden olusur. Karmasikliga bakilmaksizin
organizmalarin tek hiicreli ¢ok hiicreli olup olmadiklari, bu hiicreler organizmalarin
tim temel faaliyetlerini paylasir ve RNA ile temsil edilen hiicrelerin ayni1 temel

bilesenleri, DNA ve proteinler. Hiicrelerde, farkli protein tiirleri vardir, 6rnegin
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Saccharomyces cerevisiae 6000 c¢esit protein vardir. Bazi proteinlerin bir kopyasi
olabilir, digeri binlerce kopyaya ulasabilir. Protein ekspresyon seviyeleri tam olarak
diizenlenir ve siirekli olarak farkli proteinlerin sentezi asagidaki faktorlerden devam
eder. Farkli ortamlarda yasarken bile benzer hiicreler kosullar bu proteinler hiicrede
onemli bir rol oynamaktadir. Sinyal yollarinin yapimi, diizenlenmesi gibi faaliyetler
metabolik aktiviteler, hiicre zar1 boyunca segici tasima ve kimyasal reaksiyonlarin

hizlanmasi.

Bu faaliyetlerin ¢ogunda, proteinler birlikte ¢alisir ve degisken boyutlarda
agregasyonlar olusturur mikro araglar olarak belirli gérevlerin yerine getirilmesi igin.
Bu proteinler hiicre metabolizmasini, sinyal tasinimini, niikleik asit transkripsiyonunu
ve translasyon, hasarli niikleik asitlerin onarimi ve diger faaliyetler. Bu iligkilerin
belirlenmesi ve tanimlanmasi diger hiicresel bilesenlere Sahip bilesenler hiicre

fonksiyonlariin anlasilmasi.

Yukarida belirtildigi gibi, proteinler asagidakilerin en 6nemli bilesenleridir her canli
hiicrede. Enzim stimiilasyonunda islevleri vardir, tasima, depolama, mekanik destek,
diizenli hareket, sinir impuls tasima, immiinolojik koruma, biiyiimenin kontrolii ve
diger islevler. Bu nedenle, proteinlerin incelenmesi bir¢ok noktadan o6nemlidir
ornegin, mekanizmanin etkisini géstermek i¢in molekiiler diizeyde veya endiistriyel
diizeyde ve {irtiniin uygulama imkani ticari olarak veya laboratuarda farkli proteinleri
farkli analiz etmek c¢evre kosullar.1840 yilinda Berzelius ilk olarak protein
kelimesinden tiiretilmistir. Birinci sinif anlamina gelen proteuo (Yunanca kelime), bu
yiizden bunu hak ediyor adaylik, ¢iinkii bu bilesik olmadan higbir sey hayati degildir.
Proteinlerin incelenmesinin amaci sadece bunlar1 tanimlamak ve saflagtirmak degildir.
Proteinler, ancak bu bilesikleri daha ileri ¢alismalar i¢in hazirlamak i¢in hastalik
tedavisinde uygulamalar1 da dahil olmak iizere farkli alanlarda gelecek ve farkli
endiistriyel yonler. Proteinler tan1 igin 6nemlidir ve farkli hastaliklarin tedavisi ve yeni
ilaglarin hazirlanmasi. Bu talepleri olusturmak igin, yapmin yapisini incelemek
gerekir. proteinin temel birimleri, yani amino asitler ve diziler protein molekiili,

protein molekiil agirligina ek olarak ve fiziksel 6zellikler.

Proteinlerin izolasyonu ve saflastirilmasi teknikleri hiicreler ve dokular, 6zellikle
asagidakilerin varliginda hayati 6neme sahiptir az miktarda protein. izolasyon ve

izolasyon ile ilgili konsantre ¢alismalar proteinlerin saflastirilmasi, sonuncusunun 60-
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70" ylizyillar1 arasinda yapilmistir. Candida albicans'in hiicre duvarinda bulunan en
onemli proteinler bunlar mannoproteinlerdir. Bu proteinler kirmizi hiicre zarina
saldirir bu hiicrelerin hemolizine yol agan kan hiicreleri (Rbc'ler) ve fagositoz stireci.
Candida albicans'in hiicre duvar1 80-90& karbonhidratlar, %6-25 proteinler, %1-7
yaglar ve %8.5-9 kitin (48-100) tarafindan Candida albicans'in hiicre duvarmin
asagidakilerden olustugu bildirilmistir polisakkaritler. Bu polisakkaritler mannanlar,
kitinler ve glukanlar. Mannanlar toplam polisakkaritlerin %40-85'ini olusturur.
Candida albicans konak¢1 dokularda Maya seklinde bulunabilir veya hifal form,
ancak Maya formu, mantarlarin morfolojisidir. Mantar kolonizasyonunun baslangici.
Maya formu ve mikrop tiipii ayn1 hiicre duvar bilesenleri. Asamadaki mannanlarin

yiizdesi mayanin tomurcuklanmasi hifal formdan daha yiiksektir.
2.3.7 Mannoproteinler

C. albicans hiicre duvarinda, mannoproteinler iki kat halinde bulunur, biri i¢ tabaka ve
digeri hiicre duvarmin dis tabakasindadir. Mannoproteinler yiiksek molekiil agirlikli
fraksiyona sahiptir, yani 260 KD ve diisiik molekiil agirligi fraksiyonu yani 50-60 KD.
Mikrofibril polisakkaritler, glukanlar ve Kkitin, hiicre duvarinin i¢ tabakasinda
yogunlasir, mathan hiicre duvari yiizeyini kaplarken reseptor gorevi goriir ve yapisma
yeri. Peptidomannanlarin polimerleri dis tabakay1 isgal etti molekiil agirligi 290 KD
olan hiicre duvarinin, Mannoproteinler endoplazmik retikulumda sentezlenir ve Golgi
aparati tarafindan olusturulan vezikiiller yoluyla hiicre duvari, plazma zar1 boyunca
(105). Fibri mannoproteinleri var fagositozu oénleme yetenegi, bu mantar olasiligini
artirir  konakgmin kolonizasyonu ve enfeksiyonu Protein kisminin aksine bu
mannoproteins bu mannoproteins molekiillerin, nisasta part oyun Rbc'lerin hemolizini
etkiler. Hemolize hemoglobinin demiri Candida albicans beslenmesi ic¢in hayati
kaynak. Bu rapor edilmistir C. albicans tarafindan normal bireyin enfeksiyonu
sirasinda, polisakkarit mannanlar mantar hiicre duvarindan ayrilir ve asagidakilerle
birlestirilir immiinoglobulin ve dolagim sisteminden uzak tutulurken immiin sistemi
baskilanmig mantar mannanlari, mannan antijeninin olusumunu uyarir. Dahasi,
mannanlar etkili olarak kabul edilir antikor olusumunu uyaran immiinojen. Buna ek
olarak vardir tarafindan mannoproteinin hiicre aracili bagisiklikta T hiicrelerini
uyardig1 bildirilmistir. Daha once de belirtildigi gibi, Candida albicans hiicre duvari
kitin igerir, katilastiran ve mantart mantardan koruyan glukanlar ve mannanlar.

konak¢1 bagisiklik sistemi ve antifungal ilaglara karsi saldirilar. Nedeniyle igin
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memelilerde (insan dahil) dokularda bu bilesenlerin bulunmamasi, mevcut antifungal
bilesiklerin gelistirilmesi i¢in gerekli hale gelir. Candida'y: etkileyen yeni antifungal

ilaglarin kurulmasina ek olarak C. albicans ve diger mantarlar.
2.3.8 Epidemiyoloji

Candida tiirti mayalar dogada yaygin goriilmektedir. Pek ¢ok bitki tiiriinde, memeli
sindirim kanalinin olagan florasinda, insanlarin deri ve mukozasinda bulunmaktadir.
Ayrica, klinik numunelerden veya enfeksiyona neden olan etmenlerden de izole
edilebilmektedirler. Normal mikrobiyota iiyesi olan Candida’lar immiinsiipresiflerde
xyasami tehdit eden enfeksiyonlara da yol agabilmektedir (Howell vd., 2015). Cilt
florasinin nemli olan yerlerinde siklikla C. guilliermondii, C. parapsilosis yer
almaktadir. Daha az siklikta ise C. krusei ve C. tropicalis’e ve nadiren C. albicans’a
rastlanmaktadir. Dar giyinme ve bolgesel antibiyotik kullanimi da Candida tiirlerinin
koloni olusturmasini arttirmaktadir (Edwards, 1995). Sindirim sisteminde yer alan
Candida tiirlerinin sayisina beslenme bigimi, sindirim sisteminde yer alan bakteri
florasinin varhigi ve laktik asit diizenlenmesi etki gostermektedir. Candida tiirlerinin
en onemli kaynagi sindirim sistemidir. Candida tiirleri saglikli kisilerin agiz florasinda
%30, bagirsaklarinda %55, diskilarinda %60 oranda bulunmaktadir. Agizda ise
bulunma yiizdeleri C. albicans’in 75, C. tropicalis’in 8, C. krusei’nin 6 ve C.
glabrata 'nin 2-6 oranindadir. Candida sayilarinda artig genellikle bozulan agiz sagligi,
dis protez uygulamasi, sigara gibi durumlar ve diyabetiklerde rastlanir. Ayrica uzun
stireli genis spektruma sahip antibiyotikler de gastrointestinal kolonizasyonu arttiran
etkenlerden birisidir. Anorektal ve diski florasinda yer alan Candida tiirlerinin %50’si
C. albicans, %20’si ise C. tropicalis ve C. glabrata’dir (Trier ve Bjorkmann, 1984).
Gebe olmayanlarin %5-11"inde, gebe olmayan ve vajinal akintis1 olan kadinlarin
%18’inde, oral kontraseptif kullanan kadinlarin %20-30 unda ve gebe kadinlarin
%30’unda vajinal Candida kolonizasyonu mevcut olup, en ¢ok izole edilen tiirii C.
albicans olusturur. C. albicans’ sirasiyla C. glabrata, C. parapsilosis ve C. tropicalis
takip etmektedir (Gurcuoglu vd., 2010). Candida enfeksiyonlari AIDS hastalarinda,
morbidite ve mortalitenin 6nemli bir nedenidir. Bu hastalardaki en 6nemli belirtisi ise
mukokutandz kandidiazistir. AIDS hastalarinda, Candida’ya bagl orofaringitis %41.8
oraninda ve 6zefajit ise %9.4 goriilmektedir. Bu hastalarda Candida vajiniti de 6nemli
bir sorun olarak ortaya ¢ikmaktadir. Invaziv veya hematojen dissemine kandidiazis

nadir goriilmektedir. Ayrica ndtropeni veya intravendz kateter varliginda da meydana
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gelebilmektedir. Nozokomiyal Candida enfeksiyonlari, bireyin oral yada
gastrointestinal sistemdeki Candida’larin fazla miktarda tiremesi ile olugsmakta ve bu
ana mekanizmay: olusturmaktadir. ABD’de Candida tiirleri kan dolasimi
enfeksiyonlarinin dérdiincii en sik etkenidir. Son yillarda kandidiyazis olgularinda
saptanan tiirlerde degisiklik gozlenmeye baslanmistir. C. albicans, Candida
enfeksiyonlarinda en ¢ok izolasyonu yapilan tiirdiir. Son zamanlarda C. glabrata, C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. guilliermondii, C. lusitaniae, gibi NAC’larda
C. albicans’a gore bir artis mevcuttur. Yapilan bir¢ok c¢alismada invaziv Candida
enfeksiyonlarinin yaridan fazlasinda etken NAC tiirleridir (Howell vd., 2015;
Hazirolan, 2015). Ozellikle antifungal profilaksiler ve azol tiirevlerinin yogun
kullanimlari ile C. albicans ve C. tropicalis tiirlerinde azalma meydana gelmis, buna
karsin azollere direngli C. glabrata ve C. krusei tiirlerinde artiglar ortaya ¢ikmistir
(Altintop vd., 2019). Candida tiirlerinin dagilimi aym1 zamanda yasla da
iliskilendirilmistir. Yeni dogan kandidemilerinde C. albicans ve C. parapsilosis baskin
tirlerken, C. glabrata ve diger tiirler nadirdir. Erigkinlerde ise C. albicans ve C.

glabrata en sik izole edilen tiirlerdir (Aygiin ve Oztiirk, 2006).
2.3.9 Mantarlarin neden olduklar sensivite rekasiyonlari

Mantarlarin neden oldugu allerjik hastaliklar arasinda, astim hastaligi, allerjik
rinosiniizit tablosu ve allerjik bronkopulmoner mikoz gibi hastaliklar sayilabilinir.
Duyarli kigiler mantar elemanlar1 ile ve onlarin metabolit driinleri allerjik

rahatsizliklara yol agabilir. (Esch ve ark., 2017).

Tablo 2.2 Candida albicans’in etken oldugu Alerjik rahatsizliklar ve sebep olan
mantar tirleri (Mazur, L. J.,2006).

Alerjik duyarhhik tipi Etken mantar cins ve/veya tiirleri
Alerjik Bronkopulmoner | Aspergillus  fumigatus, Bipolaris, Candida
Mikoz etkenleri albicans, Curvularia, Geotrichum

Alerjik  Atopik  Dermatit | Candida albicans, Cryptococcus diffluens,
(Egzema) Cryptococcus liquefaciens, Malassezia

(Pityrosporum)
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Mantar ve iiriinlerine maruziyet biiyiik oranda agik hava da olsa da rutubetli ortamlarda
mantar metabolitlerinden proteazlar ve ugucu mantar tiriinlerine maruz kalma énemli
Ol¢iide acik havada gergeklesse de, belirli kosullar altinda i¢ mekanlarda da ortaya
cikabilir. Genellikle rutubetli evlerde mantar metabolitleri, 6zellikle proteazlar ve
ucucu organik bilesenler alerjik duyarliliklara neden olabilirler. Ancak bu duyarlilik
spesifik IgE tepkisine neden olup olmadigi belirli degildir.

Par¢alanmamis polenler burun mukoza yapisinda kalma egilimleri varken fungal
sporlar daha ¢ok alt solunum yollarina gegme egiliminde olup kronik pulmoner

inflamasyon ve astimi tablosunun olusumunu tetikleyebilir. (Buczacki, S., 2012)

Kifler alerjik rinit, konjuktivit, alerjik asttim gibi Ig E aracili immiinolojik
reaksiyonlara sebebiyet verirler. Mikotiksisite, inhalasyon ates, ve mukoz membran
irritasyonu gibi durumlar herhangi bir immiinolojik belirtilere neden olmazlar. (Krogh
P. 1976). Alerjik rinit, tablosu nazal mukoza iltihabi seklinde agiklanir. Nazal
mukozanin alerjenlere maruziyeti genellikle IgE aracili inflamasyon ile olusan alerjik
rinit, nazal hipersensitive belirtileri gosteren bir klinik tablodur. Alerjik rinit, etkeni
kiiflere kalinan maruziyet sonucu burun ve gozdeki belirtilerle karakterize olan yaygin
saglik problemidir. Alerjik rinite neden olan fungal etkenler Alternaria, Penicillum,
Aspergillus, Cladosporium tiirleridir. (Krogh P. 1976., Aliyeva, Z 2017) Kiiresel bir
saglik sorunu olan alerjik rinit tedavisi olduk¢a zor olabilen ¢ocuklar1 ve yetigkinleri
tutan bir hastaliktir. (Johansson, M., 2004). Alerjik rinit hastaliginin goriilme siklig:
%10-25 oraninda oldugu ve giderek artacagi rapor edilmektedir (Savilahti, R.,2002)
Ulkemizde ise farkli sehirlerde yapilan calismalardan elde edilen sonuglara gére bir
yildaki alerjik rinit kiimilatif prevalansinin %12,7-26,7 arasinda oldugu rapor
edilmistir (Senol, E. 2008)..

2.4 Proteinlerin Nicel Analiz Yontemleri
2.4.1 Warburg-Cristian Yontemi

Birgok protein tirozindeki fenolik gruplar ve triptofandaki indolik gruplar sebebi ile
280 nm’de de maksimum absorbsiyon vermektedir. Bu durum dikkate alinarak sulu
cozeltilerin protein miktarlarinin belirlenmesinde, duyarliliginin diisik olmasina
ragmen, hizli sonu¢ vermesi sebebi ile bu yontem siklikla kullanilmaktadir
(Rosenberg, 2013).

24



2.4.2 Biiiret Yontemi

Duyarlilig1 diisiik olmasina ragmen, pratik olmasi sebebi ile kullanilmaya devam
edilen bir yontemdir. Reaksiyon belirtegteki bakir iyonlarinm (Cu*?) peptid
baglarindaki azotlara baglanmasi seklindedir. Alkali ¢6zeltide olusan renkli
kompleksin 540-560nm’deki absorbansindan yararlanilmaktadir (Noble vd., 2009).

2.4.3 Bradford Yoéntemi

Bradford yonteminde, protein ¢ozeltisine asidik bir boya olan Coomassie Brilliant
Blue G-250 eklenmektedir. Coomassie mavisi boyasinin bazik ve aromatik amino
asitlere baglanmasi ile renk olusumu esasina dayanmaktadir (Sekil 2.1). Rengin siddeti

ile protein miktar1 arasinda dogru oranti vardir.

CHy HyC

iy oM
| |
Bazik ve aromatik Na03S 50,
aminoasitler
- Db
M Coomassie G-250
0C,Hy
465 nm

Protein-Boya Kompleksi
A’"Jl = 595 nm

Sekil 2.4 Bradford Yonteminin Prensibi
2.4.4 Lowry Yontemi

Fosfomolibdotungstik asit ¢ozeltisinin (Folin-Ciocalteau belirteci) tirozinlerle
reaksiyona girmesi sonucu mavi renk olusmasi ile sonuglanan bu yontem, Sekil 2.2°de
de belirtildigi gibi iki asamali olarak gergeklesmektedir. Bakir ile protein arasinda bir
kompleks olusmaktadir. Bakir ile olusan bu kompleks, folin belirtecindeki molibden
ve tungsten ile birleserek yeni kompleksin olusumu ile sonuglanmaktadir (Lowry vd.,
1951; Peterson, 1979).
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Sekil 2.5 Lowry Yonteminin Prensibi
2.45 2.4.5 BCA yontemi

Bikinkoninik asit (BCA), kullanim kolayligi, yiiksek duyarliligi ve miidahale eden
tirlere toleranst nedeniyle protein konsantrasyonunu belirlemede yaygin olarak
kullanilmaktadir. BCA’nin suda ¢6ziinen sodyum tuzu, alkalin bir ortamda bakir
iyonlar1 (Cu'*) ile mor renkli kompleks olusturan bir bilesiktir. BCA, Cu'* iyonlarina
kars1 oldukga duyarlidir. Bu duyarlilik; alkalin bakir iyonlar1 (Cu?*) ile proteinlerin
bitiret reaksiyonu sonucu olusan bakir iyonlarinin goriiniir hale gelmesini saglar.
Biiiret reaksiyonu ile olusan bakir iyonlari ile BCA baglanarak mor renkli bir
kompleks olusturur (Sekil 2.3). Reaksiyon sonucu olusan mor renk uzun siire kalicidir
ve protein konsantrasyonu arttikg¢a rengin yogunlugu da artar (Smith, vd., 1985;
Rosenberg, 2013).
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Sekil 2.6 Biiiret reaksiyonu sonucu, BCA ve bakir iyonlari arasinda olusan mor renkli

kompleksin yap1
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BOLUM 111
MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Kullamilan Kimyasallar

Etanol (%96 Merck, Almanya)
Fenol (Sigma, ABD)
Fosfat Tamponlu Salin (Oxoid, Ingiltere)
Kloroform (Merck, Almanya)
Metanol (Sigma, ABD)
Aseton (Merck, Almanya)
TCA (ISO LAB, Almanya)
B- mercaptoetanol (Merck, Almanya)
PVPP (Sigma, ABD)
SDS (Merck, Almanya)
3.1.2 Kullanilan Besiyerleri
3.1.2.1 Sabouraud Dextrose Agar (SDA)

Sabouraud Dextrose Agar (Sabouraud Dekstroz Agar) dermatofitlerin kiiltiirtiniin
yapilmasi i¢in Sabouraud tarafindan gelistirilmis genel amagli bir besiyeridir. Yaklasik
5,6’lik diisiik pH mantarlarin, 6zellikle dermatofitlerin biiyiimesi i¢in uygundur.Klinik
orneklerde bakteriyel kontaminasyon igin inhibe edicidir.Ancak, besiyerinin asidik
pH’1 baz1 fungus tiirlerini de inhibe edebilir.Antimikrobiyal maddelerin eklenmesi,

bakteriler ve saprofitik fungiyle agir sekilde kontamine olan 6rneklerden patojenik

28



funginin geri kazanimini gelistirir.Candida suslarinin tiretilmesinde ve bu kiiltiirlerin

ileri calismalar igin saklanarak stok kiiltiirlerin hazirlanmasi amaci ile kullanilmstir.
3.1.2.2 Kanh Agar

Hazirlanan mantar ekstrelerinin sterilite kontrolleri kanli agar iizerine yapilan ekimler

ile belirlenmistir.
3.1.3 Candida albicans Susunun Temini

Calisma kapsaminda kullanilan C. albicans (LOT 443-1071-1) susu ticari olarak

liyofilize sekline satin alinarak temin edilmistir.
3.1.3.1 Candida albicans Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Total protein konsantrasyonu belirlenmesinde alerjen mantarlardan olan C. albicans
kullanilmigtir. Satin alinan liyofilize C. albicans (LOT 443-1071-1) susu (Sekil 3.1),

steril su igerisinde siispanse edilmistir.

Sekil 3.1 C. albicans (LOT 443-1071-1) ticari susu
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SDA (Sabouraud Dekstroz Agar) besi yerine ekimleri yapilarak 24°C’de inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonrasi Petri kutularmdaki iireme kontrolleri yapilmustir.
Gram boyama yontemi ile boyama yapilarak 1sitk mikroskopunda dogrulama

yapilmustir. Saf kiiltiirleri yapilarak +4 derecede saklanmustir.
3.2 Metod

3.2.1 C. albicans Ekstrelerinin Hazirlanmasi

3.2.1.1 C. albicans Ekstresi

C. albicans ornekleri seri pasajlama yontemi ile 20 SDA besiyerinde petriye
inokiilasyonlar1 yapilmigtir. 24°C’de inkiibasyona 24 saat inkiibasyona burakilmistir.
Besiyerinde gogalan C. albicans kolonileri ekiivyon gubuk ile toplanarak 50 ml’lik
steril falkon tiipler igerisine alinmistir. Toplanan C. albicans ornekleri doner bir
calkalayicida 24 saat etanol i¢inde ¢alkalama iglemine tabi tutulmustur. Calkalama
islemi sonrasinda kurutma kagidi iizerine alinarak 24 saat boyunca iyice kurutulmus
alkolden uzaklastirma islemi gergeklestirilmistir. Kurutulmus oOrnekler sivi azot
icerisinde havaneli yardimi ile toz haline getirilmistir. Tozlar koruyucu olarak %0,4
(a/h) fenol kristalleri i¢eren 1:50 (a/h) fosfat tamponlu salin (PBS) pH:8 igerisinde
+4°C’de 72 saat g¢alkalanmistir. 15000 rpm’de 30 dakika satrifiijleme isleminin
ardindan siipernatant +4°C’de %25 PBS’e kars1 6 saat boyunca diyaliz edilmistir. Gece
boyunca ¢ift damitilmis suya karsi tekrar diyalize tabi tutulan ekstreler liyofilize

edilmistir.
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Sekil 3.2 C. albicans ekstrelerinin liyofilizasyonu

3.2.1.2 C. albicans Etken Maddelerinin Ekstre Edilmesi
Diyalizleri yapilan numunelerin liyofilize edilmis C. albicans orneklerinden total
proteinlerin ekstre edilmesinde Ziwei Li ve arkadaslarimin (Ziwei, vd., 2018)

calismalarinda belirtikleri metot kullanilmustir.

. %100’liik aseton

. %10’Tuk TCA

. %2’lik B mercaptoetanol
. %1’lik PVPP

30 dakika oda 1sisinda uygulama sonrasi Ornekler -20°C’de 12-24 saat derin
dondurucuda bekletilmistir. Derin dondurucudan alinan 6rnekler 15000 rpm’de 20
dakika santrifiij edilmis ve siipernatant kismi atilmistir. Elde edilen pelet {izerine
%380’1ik aseton ilave edilmis her tekrarda aseton yenilenmis 15000 rpm’de 20 dakika
7 tekrarl santrifiij yapilmistir. Uste kalan siipernatant kismindan ayristirilarak kalan
peletten asetonun uzaklastirilmasi beklenmis ve kurutulmustur. Bu sekilde elde
edilmis olan ekstreler 1:1 oraninda Amonyum bikarbonat, PBS ve SDS (100ul %1SDS
+ 900ul PBS) igerisinde ¢oziilerek protein konsantrasyonlart belirlenmek iizere

hazirlanmstir.
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3.2.2 Total Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi
3.2.2.1 BCA Yontemi
3.2.3 Prensip:

Smith ve ark. (1985), bikinkoninik asit (BCA), kullanim kolaylig1, yiiksek duyarlilig
ve miidahale eden tiirlere toleransi nedeniyle protein konsantrasyonunu belirlemede
yaygin olarak kullanilmaktadir. (Sapan CV, Lundblad RL, Price NC. “Colorimetric
protein assay techniques” Biotechnol. Appl. Biochem. 1999;29:99- 108.)// (Walker
JM. The Protein Protocols Handbook. New Jersey: Humana Press 22 Inc; 2002.)
Bikinkoninik asitin (BCA) suda ¢oziinen sodyum tuzu, alkalin bir ortamda bakir
iyonlar1 (Cul+) ile mor renkli kompleks olusturan bir bilesiktir. BCA, Cul+ iyonlarina
kars1 olduk¢a duyarlidir. Bu duyarlilik; alkalin bakir iyonlar: (Cu2+) ile proteinlerin
biiiret reaksiyonu sonucu olusan bakir iyonlarinin goriiniir hale gelmesini saglar.
Biiiret reaksiyonu ile olusan bakir iyonlari ile BCA baglanarak mor renkli bir
kompleks olusturur (Sekil 2.2.2.1). Reaksiyon sonucu olusan mor renk uzun siire
kalicidir ve protein konsantrasyonu arttikga rengin yogunlugu da artar (Smith ve dig.,
1985).

Mantar ekstrelerinin total protein konsantrasyonlarinin belirlenmesinde BCA yontemi
kullanilmustir (Sekil 3.4). Total protein konsantrasyonu BCA Macro Assay Kit (Serva
Electrophoresis GmbH) kullanilarak tiretici firmanin 6nerdigi protokole uygun olarak

calisiimastir.
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Sekil 3.3 BCA ¢alisma diyagrami
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BOLUM IV
BULGULAR

Sekil 4.1 Kanli agar yetisen C. albicans koloni morfolojisi

Sekil 4.2 Candida albicans kolonilerinin 6zellikleri
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Sekil 4.4 Candida albicans'in liyofilize edilmis ektrakte iiriin
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4.1 Protein Konsantrasyonlari

BCA yontemi kullanilarak protein konsantrasyonlari belirlenmistir. Bu amagla ticari
kit kullanilmistir. Uretici firmanin BCA Kiti protokoliine gore calisilan C. albicans
orneklerine ait protein miktarlar1 Tablo 4,1°de verilmistir.Analiz sonucu elde edilen
bulgular o6nceki calismalarda rapor (Kustrzeba-Wojcicka., 2009) edilen protein

miktarlar1 referans alinarak degerlendirme yapilmistir (Kustrzeba-Wojcicka 1., 2009).

Standart grafigi olusturmak i¢in standart sigir albtiminin 0.0313, 0.0625, 0.125, 0.250,
0.5, 1 ng/mL derisimlerinde hazirlanmis ve alinan 6l¢iim sonuglari ile standart grafik

olusturulmustur (Sekil 4.5).

~ 09 -
=
o
(@]
O
v, 06
Z
g y=0,000991136x+0,128787
S 03 R =0,998
D
<
o w0 a0 e0 80 1000

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.5 Protein standart grafigi Sigir Serum Albumin (Bovine Serum A
Albumin,BSA) kullanilarak olusturulmustur (R2 = 0,998)

Ekstarkte edilen C. albicans protein ekstraktelerinin derisimi i¢in 6rnegin absorbansi,

elde edilen lineer grafik ve dogru denklemi kullanilarak protein miktart belirlenmistir

Ziwei Li ve arkadaslarmin c¢alismalar1 referans alinarak hazirlanan C. albicans
Amonyum bikarbonat, SDS ve PBS o6rnekleri BCA yontemi kullanilarak protein

konsantrasyonlari saptanmis olup sonuglar Tablo 4.1° de verilmistir.
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Tablo 4.1 Ticari C. albicans deri prick testi ekstrelerinin konsantrasyonuna gore

yeniden hazirlanan mantar ekstresinin BCA testi ile dl¢iilen toplam protein

konsantrasyon degerleri

Alerjen Adi Ortalama Protein
Candida Absorbanslar | Absorbans [ Standar | Konsantrasyon
albicans (562 nm) Degeri tSapma| u(ng/mL)

0,209

Amonyum
_ 0,210 0,208 0,00208 79,9214

bikarbonat

0,206
o 0,262
C
S
= PBS 0,269 0,263 0,00513 135,413
=
I 0,259
3}
O
0,190
SDS 0,212 0,196 0,01332 68,1504
0,188
5
- 95
2
=
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BCA analiz sonuglari

140
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0
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M Protein Konsantrasyonu (ug/mL) [ ] |

Sekil 4.6 Candida albicans’in BCA analiz sonuglari
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BOLUM V
TARTISMA VE SONUC

Mantarlar; alg, bocek veya diger yiiksek bitkilerle birlikte simbiyotik iliskiler kurarak
yasayabilmektedir. Bu iligki sayesinde mantarlar; karbondioksit, azot, fosfor,
potasyum, silfiir, demir, kalsiyum ve magnezyum gibi maddelerin dogadaki
dongiilerine katki saglanmis olurlar. Belirtilen kompleks biyolojik iliski hem
funguslara hem de onlarla birlikte yasayan diger canlilara faydali olacagi gibi, tiretilen
mikrobiyal toksinler veya sekonder metabolitler sebebi ile bu iligki diger canlilar igin
faydali olmayabilir (Donel vd., 2012). Mantarlar ¢esitli canlilar izerinde parazit olarak
da yasamlarini siirdiirdiiklerinden hastalik veya oliimlere sebep olabilmektedirler.
Mantarlarmn biiyiik kismi karasal bitkiler igin parazit olup tahil tiriinleri tizerinde etKili
olan hastaliklar sebebiyle, 6nemli ekonomik kayiplara neden olabilecegi gibi
insanlarda alerji basta olmak iizere bir¢ok hastaliga da sebep olmaktadir (Madigan vd.,
1997).

Kiif mantarlar1 sporlarinin genis yayilim alanina sahip olmasi ev igi ve agik alanlarda
siklikla rastlanilmasi kaginilmazdir. Kiif mantar elemanlar1 spor gesitleri alerjik
duyarhiliklara sebebiyette o6nemli rol oynarlar. Bu durum dis ortamlardaki
aeroallerjenlerin bina iglerine kadar girmesi ve bu alanlarin kolonizasyonlarinin

onlemesi, saglikli yasam alan1 agisindan oldukg¢a 6nem tasimaktadir (Etzel, R 1998).

Alerjenlerin viicud giris yollar1 farklilik gostermektedir. Bunlar dogrudan temas
ederek deri yolu ile olabildigi gibi solunan hava ile solunum sistemi iizerinden de giris
gerceklesebilmektedir. Bunlarin yani sira gida tiikketimi sonucu sindirim kanali ile de
alerjenlerin viicuda girmeleri miimkiindiir (Montafia, E.,1997).Gerek diinya’da
gerekse iilkemizde alerji etkeni mantar sporlarmin saptanmasi amaciyla amaciyla
birgok aeropalinolojik arastirma yapilmis ve yapilmaya devam etmektedir. (Flannigan
et al., 1990).

Mantar sporlarinin alerjiye sebep oldugunu gosteren ilk ¢alisma Van Leewan

tarafindan 1924 yilinda yapilmistir. Amerika’da ise Wodehouse tarafindan 1935
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yilinda, Isvegli Nilsson 1982 yilinda, Hollanda’da Spieksma 1980°de arastirmalar

yaparak onciilliik etmislerdir.

Ulkemizde bu alanda ilk olarak Ankara havasinda mantarlarla iliskili calismayi
Ozkaragoz ve Karamanoglu 1967 yilinda gerceklestirmislerdir. Petri kaplarimi acik
olarak havada birakarak olusan kolonileri teshis ederek 14 farkli mantar identifiye

etmislerdir.

Ege bolgesinde yapilan bir arastirmada ise bronsial astim etkeni aeroallerjenleri deri
testlerinde kullanmislardir. Alerjilere neden olan kiif mantarlarinin Monilia, Botrytis,
Penicillium, Pullularia, Trichoderma, Cladosporium, Mucor, Alternaria, Verticilium,

Trichothecium, Aspergillus cinslerine ait oldugu tespit edilmistir.

Son yillarda mantarlarin sebep oldugu alerji vaka sayilarinda goriilen artis dogada
yaygin olarak bulunan mantarlardan alerjen proteinlerinin belirlenmesine yo6nelik
arastirmalar hiz kazanarak popiiler olmustur. Alerjenin dogru saptanmasi insan sagligi

acisindan oldukga dnemlidir.

Bu c¢alisma kapsaminda alerjen mantarlardan olan C. albicans ticari olarak satin
alinmig olup laboratuvarimizda ¢ogaltilarak kullanilmistir. Farkli ekstraksiyon
protokolleri kullanilarak hazirlanan ekstrelerin etken maddelerinin elde edilmesinin
ardindan total protein miktarlar1 belirlenmistir. Caligmada deri prick testlerinde
siklikla kullanilan amonyumbi karbonat, SDS ve PBS ekstreleri hazirlanarak BCA
yontemi ile protein miktarlar1 belirlenmistir. Elde edilen protein konsantrasyonlari,
daha o6nce Kustrzeba-Wojcicka tarafindan belirlenen protein konsantrasyonuyla
benzerlik gostermektedir. Alerjen tanisi i¢in hazirlanan ekstreler alerjik reaksiyonlarin
tedavisinde de kullanilmaktadir. Immiin sistemin giiclendirilmesi i¢in uygulanan bu
tedavi yonteminde, alerjik reaksiyonlara sebep olan mantar tiiriinden hazirlanan
ekstrelerin hastaya giderek artan dozlarda enjeksiyonu ile gerceklestirilmektedir. Bu
calismadan elde edilen veriler alerji hastalariin tani ve tedavisinde kullanilan ithal
Kitlere alternatif yerli Kitlerin tiretilmesine temel olusturmaktadir. Alerjik hastaliklarin
tan1 ve tedavisinde kullanilan ekstraktlarin alerjene spesifik olmayan proteinlere de
sahip oldugu bilinmektedir. Elde edilen alerjen proteinlerin standardizasyonu sonrasi
Klinikte kullanima sunmayi hedeflemekteyiz. SDS-PAGE analizi ile molekiiler

boyutlandirmas1 yapilarak, hangi molekiil biiyiikligiindeki alt {initelerin allerjik
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reaksiyona neden oldugu belirlenerek; her bir fraksiyonun deri testinde denenmesinin
ardindan, ticari olarak total hiicre ekstraktlar1 seklinde satilan deri prick testleri yerine
ekstraktaki hedef proteini saflagtirarak, klinikte kullanilacak formda gelistirmeyi

planlanmaktay1z.
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