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OZET

Eseyli cogalma; yararli mutasyonlarin yayilimina, zararli mutasyonlarin seyrelmesine izin vererek or-
ganizmalarin dogal seleksiyonunu ve cevre kosullarina uyumunu saglar. Son yillarda, eseyli cogalmanin
mantarlarin patojenitesi Gzerindeki roliinii gosteren yeni bulgular elde edilmistir. Ancak, fungal patojen-
ler rekombinantlarin yerine cevrede ve yer aldiklar konakta, antimikrobiyal tedavi gibi yeni gelisen kosul-
lara uyum saglayabilecek klonal poptilasyonlari olusturmak Uzere eseyli evrelerini sinirlar. Cryptococcus ne-
oformans laboratuvar kosullarinda tanimlanmis olan eseyli cogalma evresine ve “a ve a” caprazlasma tip-
lerinde hiicrelere sahip, haploid bir mikroorganizmadir. Besin kithginin indukledigi feromonlar, hiicre-
hticre flizyonuna, dikaryon filament6z formlarin ve bazidiumda karyogami ve mayoz boliinmeyi takiben
enfektivitesi yliksek bazidiospor zincirlerin olusumuna yol acar. a ve a alleller, MAT (Mating Type) gen
bolgesinde yer alir. Cevrede ve klinik izolatlarda a caprazlasma tipi baskindir ve a-a koenfeksiyon mode-
linde a hiicreler kongenik a hiicrelerden daha patojen davranis sergiler. En patojen varyate olan grubii’'de
(serotip A) zit caprazlagsma tiplerindeki hiicreler arasinda virtilans farklihgr olmamakla birlikte, koenfeksi-
yon sirecinde o hicreler kan-beyin engelini daha kolay gecer. Ek olarak a-hiicreler, santral sinir sistemin-
de yayilimlarini artiran melanin ve Ureazi da fazla miktarlarda Uretir. C.neoformans’da ayni eseyler arasi
caprazlasma olarak adlandirilan yeni bir eseyli evre daha saptanmistir. a-a hiicreler bir a tipi es olmaksi-
zin kendi aralarinda eslesir. Boylece cesitlenmelerin yani sira bulasici bazidiosporlari olusturur. Bu streg
ayni zamanda “parasekstiel” rekombinasyon olarak da adlandirilmaktadir. C.neoformans’in bir diger bi-
yolojik 6zelligi var. grubii (serotip A) ve var. neoformans (serotip D) arasinda eseyli yolla bir AD hibridi olu-
sumudur. Bu suslar, aADa ya da aADa olmak tizere her iki caprazlasma tipini de bulundurur. Candida al-
bicans diploid bir mikroorganizma oldugundan, suslarin cogunda caprazlasma-tipi gen bolgesinde hete-
rozigot a/a olmak Uzere her iki caprazlasma tipinin allelleri yer alir. Buna bagh olarak o/o/a/a tetraploid
hiicreler, konakta parasekstiel cogalma olarak nitelenen ve mayozdan farkli bir yolla kromozom kaybede-
rek a/a ve a/a diploid konuma doner. Deneysel enfeksiyonlarda tetraploidlerin daha az virtilan olduklari
ve diploid hiicrelere gore daha hizli temizlendikleri saptanmistir. C.albicans'ta opak-beyaz fenotipik do-
nusiminin de kismen caprazlasma gen bolgesince kontrol edildigi bildirilmistir. Bu 2 firsat¢i patojene
benzer olarak Pneumocystis jiroveci, Histoplasma capsulatum ve Aspergillus tirlerinde de caprazlasma tip-
leri, eseyli cogalma, viriilans 6zellikleri, antifungal ilaclara direnc ile ilgili genleri ve bunlar arasindaki ilis-
kileri tanimlayan calismalar yiritilmektedir.
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ABSTRACT

Sexual reproduction provides natural selection and adaptation of the organisms to environmental
conditions by allowing benefical mutations to spread and by diluting deleterious mutations. In recent
years new findings which indicate the role of sexual reproduction in fungal pathogenicity, have been
obtained. However, the pathogenic fungi limit their sexual cycles to generate clonal populations instead
of recombinants, to enable themselves to adapt to the new conditions in the environment and in the
host such as antimicrobial therapy. Cryptococcus neoformans being a haploid organism has a laboratory
diagnosed sexual cycle and mating cell types “a and a”. Nutrient limitation stimulates production of
pheromones that induce cell-cell fusion and the resulting dikaryon undergoes filamentous transition,
karyogamy and meiosis in basidia and chains of very infective basidiospores develop. The “a” and “a”
alleles take place in MAT (Mating Type) locus. Strains of “a” mating-type predominate in environment
and clinical isolates and, in “a-a” coinfection model, a-cells exhibit more pathogenic behaviour than
congenic “a” cells. In the most common pathogenic variety grubii, (serotype A) there is no difference in
the virulence of cells of opposite mating types but, during co-infection a-cells more easily cross the
blood-brain barrier. Additionally, o strains produce increased amounts of melanin and urease which
enhance invasion of central nervous system. In C.neoformans a novel sexual cycle named as same-sex
(monokaryotic) mating has been discovered. a-a cells engage in sex without an “a” partner that can
contribute to generate diversity and produce infectious haploid basidiospores. This process is also called
as “parasexual” recombination. Another aspect for C.neoformans biological property is naturally occuring
AD hybrid strains between var. grubii (serotype A) and var. neoformans (serotype D) via sexual crosses.
Those strains often contain both mating types, either aADa or aADa. In Candida albicans due to its
diploid property, most strains are a/a heterozygous at the mating-type locus and contain both mating-type
alleles. Thus, the tetraploid cells (a/a/a/a) generated during mating can turn to diploid state (a/a and
a/a) by random chromosome loss via parasexual process but without meiosis, within the host.
Tetraploids were found to be less virulent in murine infections and could be cleared more rapidly than
the diploids. In C. albicans, control of white-opaque switching is believed to be regulated in part by the
mating locus, suggesting switch may be involved in mating. Like these 2 opportunistic pathogens, in
Pneumocystis jiroveci, Histoplasma capsulatum and Aspergillus spp. genetic studies are being carried out
to identify genes related to mating types, sexual cycle, virulence and resistance to antifungal drugs, and
the interactions between them.

Key words: Fungi, mating types, sexual reproduction, virulence.

GIRis

Eseyli cogalma, 2 atadan gelen genetik materyalin bir progeni (yavru) olusturacak se-
kilde karismasidir. Eseyli cogalma yararli mutasyonlarin yayilmasina yol acarak ya da za-
rarll mutasyonlarin seyrelmesini saglayarak dogal secimde ve organizmalarin evrimles-

mesinde rol oynar'2. Eseyli cogalma, klonlanmaya karsi rekombinasyonun da yolunu
acar (Sekil 1).

Okaryotik mikroorganizmalar eseyli lireyebilme yeteneklerine sahip cikarken, bir yan-
dan da bunda sinirlamaya gider. Sinirli eseylilik (parasekstel cogalma), cevreye uyum ya-
pan klonlasmis popiilasyonlarin olusumuna yol acar?. Okaryotik mikroorganizmalar icin-
de yer alan mantarlarda, bir cesit eseyli cogalma olan “mating”in (caprazlasma, esles-
me), insan patojeni olan mantarlarin viriilansiyla baglantisi olduguna dair bulgular art-
maktadir.
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Sekil 1. Eseysiz, eseyli ve sinirlanmis eseyli lireme (2 no’lu kaynaktan alinmistir).

Mantarlarda eseysiz ve eseyli cogalma fazlan farkl cevresel kosullara gore belirlenir;
ozellikle nitrojen yoklugunda eseyli cogalmaya gidilir>. Mantarlarda eseyli cogalmanin
temeli, “caprazlasma tipi” acisindan birbirinden farkli haploid hiicrelerin flizyonuna da-
yanir.

Saccharomyces cerevisiae, eslesme olgusunun en iyi incelendigi mantardir ve bu aci-
dan bir model teskil etmektedir. Bu modele gore eseyli cogalmada bazi “caprazlasma ay-
gitlaninin” varhigi gereklidir. Bu aygitlar ve isleyen surecle ilgili bazi terimleri bilmekte ya-
rar vardir:

Caprazlasma Tipi

Bir hiicrenin haploid evreden diploid evreye ve mayoz bolinmeye gecmesi icin ge-
rekli tim 6zgul etkinlikleri icerir. Bu etkinlikler MAT (Mating Type) lokusunda yer alan ge-
netik bilgi ile belirlenir. Kodlanan diizenleyici proteinler, haploid, “a” ya da “a” capraz-
lasma tipindeki 6zguil genlerin ifade edilmesini denetler. Bu gen bolgesinde yer alan gen-
ler arasinda “hiicre-hiicre tanismasi” ve “huicrelerin flizyonu” icin énemli olanlar, fero-
mon ve feromon reseptorlerini kodlayanlardir. Bu gen Grtinlerinin kaybr durumunda, ¢o-

galamayan, steril (kisir) mutantlar olusur®.
Feromonlar

Ortama difiize olabilen ve peptid yapida olan caprazlasma faktorleridir. Yiksek diizey
Okaryotiklerin homeodomain proteinleri ile akrabadir. Feromonlar, G proteinleri ile bir
arada bulunan feromon reseptorlerine baglanir. Bu baglanma ile aktive olan G proteini
By alt birimleri de MAP kinaz kaskadini etkinlestirir. Olusan sinyal akisi, eslesecek hticre-
yi G1 fazinda tutar®.

MAP Kinaz

Bu enzim, caprazlasma surecinde rolii olan sekonder metabolik faaliyetleri, fiizyon icin
gerekli ¢ikintinin olusmasiyla iliskili hiicre iskeleti bilesenlerinin kutuplagsmasini, invaziv
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hifal form olusumunu ya da tomurcuklanmayi denetler. MAP kinaz tretimini denetleyen
gen grubundan olan STET2, ayni zamanda melanin Uretimi ve kapsil yapimi ile de ilgi-
lidir. Bir kez a-a flizyonu olustuktan sonra tim haploid genler, o ve a caprazlasma gen-
leri baskilanir ve mayoz ve spor olusumu icin gerekli diploid genler eksprese edilir>®.

S.cerevisiae'da a-faktorli 13 aminoasitlik peptid yapida olup, MFal ve MFa2 genleri ta-
rafindan kodlanir. “a” faktorl ise MFAT ve MFA2 genlerince kodlanan 12 aminoasitlik bir
peptiddir. “a” faktortiniin olusumuna yol actigi ¢ikinti, o caprazlasma tipine yonelir ve
a/a fuzyonu meydana gelir. Flizyonu takiben cekirdeklerin kaynasmasi da gerceklesir ve
diploid hticreler ortaya cikar. Bu noktada feromon ve feromon resept6r genleri kapanir,
caprazlasma sureci durur. Nitrojen kithgi basta olmak tizere besin eksikligi varsa mayoz
yoksa mitoz evreye gecilir*.

CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS'TA CAPRAZLASMANIN VIRULANS ile iLiSKiSi

C.neoformans, eseyli evresinde bazidiosporlari ile codalan (Filobasidiella neoformans)
patojen bir mayadir. Son genetik calismalara gore, grubii (serotip A), neoformans (sero-
tip D) ve gattii (serotip B ve serotip C) olmak lizere 3 varyetesi (var.) mevcuttur. AD ve
son zamanlarda BD serotip hibridleri de tanimlanmustir”.

AIDS hastalarinin %6-10’unda C.neoformans menenijiti gelismektedir. Sahra-alti Afri-
ka’'da ise eriskin menenijitlerinin %45‘inden sorumludur. Serotip A, tim C.neoformans
enfeksiyonlarinin %95‘inden ve Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'nde AIDS hastalarinda
ortaya cikan C.neoformans menenijitlerinin %99’undan sorumludur. Ancak serotip D ve
AD hibrid kokenleri Avrupa’daki klinik izolatlarin %5-30’unu olusturmaktadir; B ve C se-
rotipleri ise daha az siklikta izole edilmektedir. AD hibridlerinin hem klinik hem de ¢ev-
resel kaynaklarda ve Avrupa sinirlarinin disinda da saptanmasi, hibridizasyonun ortama
uyum agcisindan énemini géstermektedir®®°. C.neoformans, baskin ézellik olarak haplo-
id bir mikroorganizmadir ve a ve a olmak tzere iki MAT vardir. insan kriptokoklarinin ¢o-
gu a tipi kokenlerle ortaya ¢cikmaktadir. Caprazlasma tipi allelleri MAT gen bolgesinde yer
alir; bu bélge > 100 kb biyiikligiinde olup, 25 adet gen icermektedir®® 10,

insan enfeksiyonlarinin kurumus maya hiicrelerinden ¢ok, alveollere ulasabilecek ka-
dar kucik olan bazidiosporlarin solunmasi sonucu gelistigi dustinilmektedir. Yapilan ¢a-
lismalara gore a ve a hiicreleri dikaryotik filamentler olusturmak Uzere flizyon yapmak-
ta; genislemis bazidiumlar (taban) meydana gelmekte, gecici bir a/a diploidi olusturmak
Uzere cekirdekler arasi flizyon ve bunu takiben mayoz boliinme olmaktadir. Sonug ola-
rak, zincirler olusturan a ve a haploid yavrular yani enfektif sporlar tretilmektedir (Sekil
2)'?. C.neoformans'ta siklikla zit tipler arasi caprazlasma tercih edilmekle birlikte, 6zellik-
le a hicreler arasi tek cinsiyetli caprazlasma ve a/a diploidi ve bunu takiben a haploid
yavru sporlar da olusabilmektedir.

Bu caprazlasmalar A ve D serotipleri arasinda oldugunda normal “hiicre-hiicre fiizyo-
nu”na karsin, serotipler arasi %10-15 nikleotid polimorfizmine bagli olarak normal ma-
yoz sureci bozulmakta ve ancak birkaci canl olan haploid yavru sporlar Gretilmektedir.
Bu nedenle, bu tip (varyeteler arasi) caprazlagmalar sonucu olusan AD hibridlerinin ¢o-
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Sekil 2. Cryptococcus neoformans’in yasam donglisti. Caprazlasma konjugasyon tiipiiniin olusumu ile baslar,
hticreler flizyona gider ve dikaryotik filamentler olusur. Caprazlasan filamentlerdeki cekirdekler arasi fiizyonu
(karyogami) takiben terminal bazidiyumlar olusur. Bunu mayoz ve sporlanma izler ve uzun zincirler olusturan
bazidiosporlar meydana gelir (4 no’lu kaynaktan alinmistir).

gu tek cekirdekli (monokaryotik) fakat diploid (2 N) ya da andploid (2 N + 1) safhada
bulunmaktadir.

Bu mikroorganizmanin hem serotipleri hem de caprazlasma tipleri viriilans ile ilgilidir.
Diinya genelinde en sik saptanan serotip A, serotip D’den daha patojendir; Aa suslari da
Da suglarina gore daha virtilandir. A serotipinin a ve a izolatlar arasinda virtlans farki
saptanmamustir, ancak birlikte enfeksiyon sirasinda o htcreler kan-beyin engelini asma-
da daha basarilidir. Bununla ilgili olarak 6ne sirilen gorislerden birisi; makrofajlar icine
alinan sporlarda MAT genlerinin indiiklenmesini takiben tretilen feromonlarin, o hiicre-
lerde viriilans ile ilgili olan lakkaz ve treaz enzimlerinin fazlaca lretilmesine yol actigi ve
bdylece hiicrelerin santral sinir sisteminde daha fazla yayildigi seklindedir. Ikinci hipotez,
a hiicre feromonlarinin a tipi hiicrelerde boyutca biyimeye yol agcmasi ve boylece kan-
beyin engelini asamaz hale gelmelerine neden olmasidir®. Klinik kokenler arasinda o ti-
pinin fazla olmasi, bu caprazlagma tipinin cevrede de daha fazla bulunmasiyla aciklana-
bilir. Bu da, hiicreler arasinda eseyli cogalma cevriminin 6nlenmesi ve enfeksiy6z a spor-
lart olusturmak tizere kisith rekombinasyonun (a-a arasi ayni tip ile rekombinasyon, taki-
ben mayoz ve a tipi hiicrelerin klonlasmasi) olmasiyla gerceklesebilir. Bu tip hibridlesme-
lerin, Vankouer, Avusturalya ve Kuzey Bati Pasifik’te “hiperviriilan” bir a susuna bagl sal-
ginlarin ortaya cikmasina yol actigi anlasilmistir?.

Yakin zamanda ABD’de yapilan genis capl bir calismada, C.neoformans’in viriilansin-
da serotip ve caprazlagsma tipinin yani sira ploidinin ve cevresel kosullarin da rolleri aras-
tinlmistir’. Ornegin; 22°C’de haploid Aa ve Aa kokenlerinin ve diploid aAAa, aADa, aA-
Da, aADa, aADa hibridlerinin yiiksek dizeyde melanin Urettigi saptanmistir. Ayni isida
Da ve Da haploidleri ile aDDa diploidleri ise daha az melanin Gretmistir. 37°C’de haplo-
idler yiiksek diizeyde melanin uretirken, diploidler (AD hibridleri) iyi cogalmalarina kar-
sin zayif diizeyde melanin Gretmistir. 39°C’de ise suglarin hicbirisi melanin Gretememis-
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tir. Yani bazi cevresel kosullarin yani sira, ytiksek ploidi de viriilansi olumsuz yonde etki-
lemistir. Fare deneylerinde, diploid hiicrelerin (aAAa izogenik kdkeni ve AD hibridleri) so-
lunum yoluyla alinmalarinin da, haploidlere gore daha zayif kaldigi saptanmistir. Bu du-
rum, diploid hticrelerin boyut olarak daha buyik olmasiyla aciklanmistir. Ancak damar
ici enfeksiyonda bir farklihk gozlenmemistir. Bir diger bulgu da, aADa hibridlerinin “en
zayif” patojen olmalaridir; bu da caprazlasma tipinin virtlanstaki roliini acgikca goster-
mektedir. Serotip A kaynakli a tiplerinin, serotip D kaynaklh a tiplerine gére daima daha
yuksek virtilansa sahip olmasi, serotipin viriilans lizerindeki etkisini ve klinik kokenlerde A
serotipinin yuksek siklikta izolasyonunu aciklamaktadir.

CANDIDA ALBICANS'TA CAPRAZLASMA ve PLOIDININ VIRULANS ile iLiSKiSi

Candida albicans diploid bir mikroorganizmadir. MTL (Mating Type Locus) gen bol-
gesi cogunlukla heterozigot olup a/a allellerini tasimaktadir. Ancak klinik izolatlarin %5-
7’sinde a/a veya a/a homozigotlugu mevcuttur ve bunlar potansiyel caprazlasma yete-
negine sahiptir. Olusan homozigot diploid hticreler in vitro ortamda birlikte inkibe edil-
diginde “hiicre-hticre flizyonu”na bagl olarak “tetraploid” a/a/a/a yavru olusturmakta-
dir. Ancak klinik izolatlar arasinda tetraploid suslar bulunmamaktadir. Hayvan deneyle-
rinde tetraploid suslarin zayif patojen oldugu ve viicuttan hizla temizlendikleri gézlen-
migtir. Yapilan calismalarda, tetraploid hiicrelerde paraseksiel evre (veya kisith rekombi-
nasyon) olarak da tanimlanan mayoz disi bir mekanizma ile kromozom sayisinda azalma
meydana geldigi; bunun, indiiklenen kromozom kaybi ile gerceklestigi ve sonucta dip-
loid ya da andploid yeni hiicrelerin olustugu saptanmustir. Yani caprazlasmadan c¢ok, plo-
idinin virtilans ile iliskili oldugu anlasilmistir'".

C.albicans'in WO-1 (white-opaque/beyaz-opak) donugliml gosteren suglarinda, 6zel-
likle opak hucrelerde caprazlasmalarin daha sik oldugu, ancak “opak” hiicreler tarafin-
dan Uretilen o feromonun “beyaz” hiicrelerde biyofilm tretimini tegvik ettigi belirtilmis-
tir''. Elektron mikroskopi calismalarinda, C.albicans hiicrelerinin insan viicudunda en
fazla deride (31-32°C) caprazlagma yaptigi gozlenmistir.

C.albicans'ta mayoz boliinme ve askus (eseyli askosporlar kesesi) olusumuna dair veri
yoktur. Bu da, besin agisindan rekabetin olmadigi bir ortam olan memeli mukozasina
uyum sonucu sporlanmaya gerek kalmamasi ile aciklanmaktadir. Azollere karsi direncli
olan C.albicans suslarinda MTL bdlgesinde homozigotluk orani daha fazladir. Bu da azol-
lerin etkinligini belirleyen ERG11 ve TACT genlerinin MTL kromozomu Uzerinde bulun-
dugunu gostermektedir. Paraseksuel evrenin de ilaglara direncli rekombinantlarin seci-
minde rol alabilecegi belirtilmistir?>'".

DIGER MANTARLARDA CAPRAZLASMANIN VIRULANS ile iLiSKiSi

Aspergillus cinsi icinde en virllan tir olan Aspergillus fumigatus'ta, a ve a tiplerinin cev-
rede bulunma oranlari yaklasik olarak esittir>.

Birincil patojen mantarlar grubunda yer alan Histoplasma capsulatum’da, pozitif ve
negatif olarak tanimlanan zit caprazlasma tipleri saptanmistir; bunlar caprazlasma sonu-
cu kivrimli bir normal digi hif olusturur?.
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Pneumocystis jirovecii'de eseysiz ve eseyli evreler, enfekte akciger dokusunda izlenmis-

tir. Trofozoit form haploiddir ve ayni zamanda ¢ogalabilen (kisir olmayan) hiicre tipidir.
Dokuda hentiz bilinmeyen bir uyari sonucu zit caprazlasma tipleri karyogami evresine
gecmekte, diploid prekist ve mayozu takiben 4 cekirdekli olgun kist (askus) olusmakta-
dir. Pjirovecii’'nin eseyli sporlarinin bulasici 6zellikte oldugu diisiiniilmektedir®.

Sonug olarak, mantarlarda bir eseyli cogalma tipi olan caprazlasmanin ve ploidinin,

virilans ve patogenezdeki rolleri ¢ozildiikce, mikozlarin tanisinda ve farkli hedeflere yo-
nelik yeni antifungal ilaglarin gelistirilmesinde ufuklar agilacagi umut edilmektedir.
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