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OZET

Bazi patojen bakterilerin, helmintler ve mantarlar tarafindan sentezlenebilen melaninlerin konak sa-
vunma mekanizmalarina karsi koyabilme potansiyeli araciliiyla mikrobiyal viriilansa katkida bulundugu
distnulmektedir. Cryptococcus neoformans’ta melanin sentezinin, fagositoz ve fagositik 6ldiirmeye karsi
korunma saglayabildigi ve etkenin bazi antifungal ilaglara karsi diren¢ gostermesine neden olabildigi sap-
tanmistir. C.neoformans’ta bir virlilans faktori olarak tanimlanmig olan melaninin, mikrobiyal virtlanstaki
roliniin aydinlatiimasi, melanin polimerizasyonunu inhibe etmeyi hedefleyen tedavi ve/veya profilaksi
yaklagimlarinin gelistirilmesine olanak taniyabilecektir. Bu derleme yazida, melaninin C.neoformans’in vi-
rilansindaki rolleri tartisilmistir.

Anahtar sézciikler: Cryptococcus neoformans, melanin, viriilans faktéri.

ABSTRACT

Melanins can be produced by some species of pathogenic bacteria, helminths and fungi. The pro-
duction of melanin appears to contribute to microbial pathogenesis owing to its potential for protecti-
on against host defence systems. Melanin synthesis in Cryptococcus neoformans has been associated with
virulence by the ability to protect against phagocytosis, oxidative injury and phagocytic killing. More-
over, it was shown that, melanization of C.neoformans has involved in protection against some antifun-
gal compounds. The detection of the association between melanin and microbial virulence might pro-
vide new treatment and prevention strategies targeting the inhibition of melanin polymerization. In this
review article, the impact of melanin on virulence of C.neoformans has been discussed.
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GiRis

Melaninler, negatif yikli, yiksek molekiler agirlikli, suda veya organik sivilarda ¢o6-
ziinmeyen, aside direncli hidrofobik pigmentlerdir'-2. Melaninlerin yapisina iliskin kisitls
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bilgi bulunmakla birlikte, polimerize fenolik ve/veya indolik bilesenlerden olustugu du-
stinilmektedir. Melaninlerin yapisinin tanimlanmasindaki sorun, uygulanmakta olan bi-
yokimyasal ve biyofiziksel yontemlerin, bu kompleks polimerin kimyasal bilesimini orta-
ya koyamamasindan kaynaklanmaktadir. Bunun nedeni, melaninin amorf, ¢6ziinemeyen
ve eriyik hale getirilemeyen veya kristalografik calismalara uygun olmayan yapisidir. Po-
limeri olugsturan monomerlerin tanimlanmasini saglayan kabul edilebilir bir yontem mev-
cut olmamasina ragmen, cesitli analitik yontemler melaninlerin 6zelliklerine iligkin 6Gnem-
li bilgiler saglayabilmektedir?. Elektron paramagnetik rezonans (EPR) spektroskopi 6zel-
liklerine gore melanin tanimlanabilmekte ve parsiyel kimyasal degradasyonunu takiben
yuksek performansh likid kromatografi (High Performance Liquid Chromatography;
HPLC) mikroanalizinin uygulanmasi ile melanin tipleri belirlenebilmektedir34.

Memelilerde melanin sentezi, tirozinaz tarafindan katalize edilmekte ve melanin sen-
tez yolaginda tirozin veya dihidroksifenilalanin kullaniimaktadir. Mikroorganizmalarda
ise melanin, fenoloksidazlar (tirozinaz, lakkaz veya katekolaz) ve/veya poliketid sentaz
yolagiyla sentezlenir. Tirozinazlarin aksine, lakkazlar tirozini 3,4-dihidroksifenilalanine (L-
DOPA) donistiiremez. Melaninler, genellikle siyah veya kahverengi pigmentler olarak bi-
linirse de diger renkler de olusabilir. L-DOPA’dan koken alan pigmentler siyah veya kah-
verengidir ve dmelaninler olarak tanimlanirlar. Sari veya kirmizimsi melaninler, sistein ile
L-DOPA icerirler ve feomelaninler olarak adlandirilirlar. Homojentisik asitten tirozinaz ara-
aliiyla sentezlenen kahverengimsi melaninler piyomelaninler olarak tanimlanirken, ase-
tattan poliketid sentaz yolagi araciliiyla sentezlenen melaninler ise genellikle siyah veya
kahverengidir ve dihidroksinaftalen (DHN) melaninler olarak bilinirler?.

Mikroorganizmalarin melanin Uretebilme yetenegdi patojenite ile iliskilendirilmistir. Ba-
zi mantarlar, bazi bakteriler ve bazi helmintler melanin sentezleyebilmektedir. Melaninin
virtilanstaki rolu ile ilgili calismalarin cogunlugu mantarlar tizerinedir?. Melanizasyon ve
melanizasyonun virtilansla iliskisi en yaygin sekilde Cryptococcus neoformans’ta cahisiimis-
tir. C.neoformans’in pigment olusturabildigi ilk olarak Staib tarafindan 1963 yilinda gos-
terilmistir>. C.neoformans tarafindan Uretilen pigmentin bir melanin oldugu 1995 yilin-
da elektron spin rezonans (ESR) spektroskopi kriterlerine gére®, 1998 yilinda ise yikim
irinlerinin kimyasal 6zelliklerine gore” ortaya konulmustur.

C.neoformans’in melanin Uretebilmesi icin L-DOPA gibi fenolik substratlara gereksinim
vardir®. C.neoformans'in melanin sentezinde L-DOPA'y1 kullanabiliyor olmasi bu manta-
rin norotropizmini agiklayabilir. Dopamin, adrenalin ve noradrenalin, nérotransmitter
olarak islev gérmek tizere santral sinir sisteminde bulunur ve bu molekiillerin yogun ola-
rak bulundugu bolge olan bazal ganglionlar C.neoformans tarafindan siklikla tutulur-
lar®®. C.neoformans'tan izole edilen melaninin C:N:O oranlari L-DOPA’daki oranlara cok
yakindir. Bu kimyasal benzerlik, C.neoformans melanininin L-DOPA tirevlerinin polimeri-
zasyonu sonucu olustugunu diisiindiirmektedir?'°,

Melaninin Hiicrelerdeki Yerlesimi

Mikrobiyal melanin hiicre icinde veya hiicre diginda bulunabilir. Transmisyon elektron
mikrografileri, melanize olmayan C.neoformans hiicrelerinin hiicre duvarina gore, mela-
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nize C.neoformans hicrelerinin hiicre duvarinda elektrondan yogun bir tabakanin varli-
gini ortaya koymustur®. Ayrica, melanin baglayan antikorlar melanize C.neoformans hiic-
relerinin hiicre duvarini i§aretlemi§tir”. Melaninin hicre duvarinda bulunmasina iligkin
elde edilen bu veriler, memelilerdeki yerlesimine gore 6nemli bir farklilik gosterdigini or-
taya goymaktadlr. Memelilerde melanin, 6zel vakuoller olan melanozomlarda yer almak-
tadir”.

Cevresel Kosullara Karsi Korunmada Melaninin Rolii

Serbest yasayan organizmalarin melanin tretme yetenegi, cevresel kosullarda yasam-
larini stirdirebilme avantajlariyla iliskilidir. Bircok mantar yapisal olarak melanin sentez-
ler. C.neoformans gibi fakiltatif melanotik mikroorganizmalar toprakta melanize olur.
Melaninler, genis bir elektromanyetik spektrumu absorbe edebildikleri icin ultraviyole
(UV) isinlarina direnci saglar ve isik ile indiiklenen hasarlari onler?. Melanize C.neofor-
mans hicreleri melanize olmayanlara gore UV'ye daha az duyarlldlrn. Melanin, C.ne-
oformans’i sicaklik ve soguga karsi da korumaktadir. Sicakliga veya soguga maruz kaldi-
ginda melanize C.neoformans'ta hiicre duvari entegrasyonunun arttigi gosterilmistir? 13,
Melaninler, cevrede bulunan, hiicrelere potansiyel toksik agir metalleri baglayabilir. Kar-
boksil, fenolik, hidroksil ve amin gruplari potansiyel baglanma bolgeleridir. Melanize
C.neoformans, bakteriler ve mantarlara cok toksik olan gimus nitrata kargi melanize ol-
mayan suslara gore daha direnglidir'. Melanizasyonun ayrica C.neoformans’,, ¢evresel
ortamda kriptokoklara saldinp parcalama ozelligi olan amiplerden korudugu da ortaya
konulmustur'>. Cevresel parcalayicilar mikroorganizmalari parcalamak icin hidrolitik en-
zimler kullanir. Melanize C.neoformans hiicreleri, melanize olmayanlara gore hiicre du-
varini yikan enzimlere daha az duyarlidir'®. Enzimatik hidrolize direnci saglayan meka-
nizma tam olarak acgiklia kavusturulamamistir, ancak s6z konusu direncin, enzimlerin
melanin tarafindan sekestrasyonu veya konfigurasyonlarinin bozulmasi ile iligkili olabile-
cegi dustintilmektedir’-2,

C.NEOFORMANS'IN VIRULANSINDA MELANININ ROLU

Melanin sentezinin virtlansla iliskisi, sokak tipi suslarla melanizasyonun olmadigi mu-
tantlarin patojenitelerinin karsilastinlmasiyla ortaya konulmustur. C.neoformans’in feno-
loksidaz aktivitesinden sorumlu enzimi saflastiriimis, tipik bir lakkaz olarak siniflandiriimig
ve klonlanmistir. Lakkazi kodlayan genin (CNLACT) virllansta 6nemli oldugu, sokak tipi
susta gen delesyonunun virtlansi azalttigi ve melaninden yoksun susun timlenmesiyle
virilansin arttigi gosterilmistir®'7. Asiri pigmentli bir C.neoformans susuyla enfeksiyonda
immun cevabin afferent fazindaki inhibisyon, hafif melanize bir sustakine gore, azalmis
TNF-a Uretimi ve azalmig lenfoproliferasyonla gbsterilmi§tir18. Melanojenik olmayan
C.neoformans susuyla farede olusturulan intraserebral enfeksiyon, minimal doku hasari
ve IL-12, IL-1B ve TNF-a’nin indiiklenmesiyle sonuclanirken, melanojenik sus yaygin ha-
sar ve sitokin yanitinin inhibisyonuna neden olmustur®1?.

Sistemik bir herbisit olan glifozat ile melaninin inhibisyonu, deneysel kriptokokozda
belirgin olarak sagkalim stresini uzatmistir. Glifozata maruz kalmis enfekte hayvanlardan
izole edilen kriptokokal hiicrelerde melaninin bulunmadigi veya organizasyonunun bo-
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zuldugu g6sterilmistir®2%. Melanine karsi gelistirilen monoklonal antikorlarla tedavi, le-
tal dozla enfekte farelerde sagkalimi belirgin olarak artirmistir. Melanin baglayan monok-
lonal antikor uygulanmis farelerde, melanin baglayici 6zellik icermeyen monoklonal an-
tikor uygulanan farelere gore, mantar yiki belirgin olarak daha azdir. In vitro calisma-
larda, melanin baglayan monoklonal antikorlar melanize hiicrelerde hiicre buyimesini
durdururken, melanize olmayan hiicrelerin replikasyonunda degisiklige neden olmamis-
tir22!. Fungal melaninin imminolojik oldugunun gésteriimesinden'! sonra melanine
karsi monoklonal antikorlar olusturulmus ve enfekte dokulardaki C.neoformans’in hiicre
duvariyla reaksiyona girdigi gésterilmi§tir22. Melanin baglayan fajlar, dokulardaki kripto-
kokal hiicre duvarini isaretlemistir. Ayrica, C.neoformans ile enfekte sicanlarda melanine
kargi antikor yaniti stimile olmus ve bu durum in vivo pigment sentezi icin immunolo-
jik bir kanit oIU§turmU§tur2'23.

Bu kanitlar, polimerize melaninin in vivo olusturuldugunu tam olarak aciklayamamak-
tadir. Zira antikorun, immunolojik olan melanin oncillerine baglanmasi da olasidir. Me-
laninin in vivo polimerizasyonunun direkt kaniti, enzimler, denatiirasyon ve sicak asitle
seri muamele sonucunda enfekte rodent dokularindan izole edilen melanin partikdilleri-
nin (ghost) izolasyonuyla gosterilmistir. Elde edilen partikiller C.neoformans hiicreleri ile
benzer buyiklik ve sekildedir ve melanine 6zgil monoklonal antikorlarla isaretlenmistir.
Lakkaz negatif mutantlarla enfekte farelerde melanin partikiilii tanimlanmamistir-22. Bu
teknikler enfekte insan beyin dokusuna da uygulanmistir. Melanin baglayan monoklonal
antikor ve fajlar, dokulardaki kriptokokal hiicreleri isaretlemis ve melanin baglayan ajan-
larla reaksiyona giren enzim, denatiran ve asit ile muamele edilen dokudan melanin par-
tikdlleri elde edilmistir. Boylece enfeksiyon sirasinda polimerize melaninin olustugu gos-
terilmistir24.

Oksidanlara Kargi Koruma

Metallere asir afinitesi olan melaninler, serbest radikallerin etkin temizleyicileridir ve
elektron transfer edici 6zellikleri vardir. ESR spektroskopisi ile serbest radikallerden C.ne-
oformans melaninine dogru elektron transferi gosterilmistir®. Melanize kriptokokal hiic-
reler, melanize olmayan hicrelere gore oksijen ve nitrojen radikallerine daha direnclidir.
Melanize C.neoformans’in, hipoklorit ve permanganat ile 6ldirmeye daha az duyarli ol-
dugu gésterilmistir. Albino mutantlar ise hiperoksijenasyona daha duyarlidir?6:23,

Fagositoz ve Fagositik Oldiirme Uzerine Etki

Melanize C.neoformans huicreleri melaninden yoksun hicrelere gore antikor aracili fa-
gositoza daha direnclidir®. Fagositoz, C.neoformans’in yiizey hidrofobisitesi ve hiicre yii-
zeyinin elektrik yiikiiyle degistirilebilir?®. Kapsiillii hiicrelerde yiizey hidrofobisitesinde
belirgin bir degisiklige neden olamadigi icin, melanizasyonun fagositozu 6nleme meka-
nizmasi bilinmemektedir. Bununla birlikte, melaninler yukliu polimerlerdir ve C.neofor-
mans’in hiicresel elektrik yuki, 6zellikle polisakkarit kapstili kiiclikse veya yoksa melanin
varligiyla belirgin derecede degisebilir?”. Melanizasyon, fagositozu azaltmanin yani sira
C.neoformans'in makrofajlarca éldiriilmesini de 6nler®. Fagositik hiicreler, reaktif oksijen
turleri ile birlikte defensin ve farkli mikrobisidal peptidler tretebilirler. Melanize C.neofor-
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mans huicrelerinin, melanize olmayan hiicrelere gore bu bilesiklerin toksik etkilerine da-
ha az duyarli oldugu gosterilmistir?®. Bu durumdan sorumlu mekanizma, mikrobisidal
peptidin absorpsiyonu gibi géziikmektedir. Boylece peptidin hedefine ulasmasi 6nlenir.
Pigmentli hiicrelerde 6ldiirmedeki azalma, melaninin oksidatif ve oksidatif olmayan ha-
sara duyarliligi azaltmasi nedeniyledir?28.

Antifungal ilaglara Direnc

Melanin farkli bilesiklere baglanabilmektedir. Amfoterisin B, genis spektrumlu, potent
bir antifungal ilactir. C.neoformans'in L-DOPA varliginda remesinin, amfoterisin B'ye
karsi belirgin korunma sagladigi gosterilmistir?®. ileri calismalar bu bulguyu desteklemis
ve melanizasyonun C.neoformans’i kaspofungine karsi da korudugunu, fakat flukonazol,
itrakonazol ve flusitozine karsi koruyamadigini gostermistir. Elementer analizler amfote-
risin B veya kaspofungine maruz kalan melanin partikdllerinin C:N oranlarinin degistigi-
ni ortaya koymustur. Bu oran degisikligi, ilaclarin melanin tarafindan absorpsiyonuyla
iligkilidir. Diger antifungal ajanlarla inkiibasyon, elementer yapida bir degisiklige neden
olmamustir. Bu veriler ile, hiicre duvari kriptokokal melanininin amfoterisin B ve kaspo-
fungine baglandigi ve hedeflerine ulagsmalarini engelledigi sonucuna ulasiimstir. ilging
olarak, melanize olan ve olmayan C.neoformans suglarinin makrodiliisyon yéntemiyle be-
lilenen MIK degerleri arasinda anlamli fark bulunmamustir. Bu durumun, antifungal du-
yarlilik testi icin kullanilan besiyerinde melanin onciillerinin bulunmamasi veya bu yon-
temin melaninin etkinligini gosterebilecek duyarlilikta olmamasi nedeniyle ortaya ciktigi
disundlmds; fenolik substratlarin antifungal duyarlilik testinde kullanilan besiyerlerine
eklenmesi presipitasyon nedeniyle miimkin olamamistir. Amfoterisin B ve kaspofunginin
melanin ile inklibasyonu C.neoformans’a karsi antifungal aktivitelerini azaltmis; itrakona-
zol, flukonazol, flusitozin ile melaninin inkiibasyonu ise antifungal duyarlilik sonucunda
degisiklige neden olmamustir. Sentetik melanin ile inkiibe edilmis amfoterisin B ve sente-
tik melanin ile inkiibe edilmis kaspofungin ile yapilan zamana bagl oldiirme calismasin-
da C.neoformans icin belirlenen sagkalim oranlari, melanin ile islem gérmemis amfoteri-
sin B ve kaspofungin uygulandiginda belirlenen sagkalim oranlarina gore belirgin olarak
daha yuksek bulunmugtur. Buna karsilik, azollerin ve flusitozinin melanin ile inkiibasyo-
nunun oldirme oranlarinda anlamli degisiklige neden olmadigi belirlenmistir'-3°,

Hicre duvarinda melanin, ayni boyutta, cok sayida farkli granillerden olusmaktadir.
Grantiler yapi cesitli bilesiklere baglanmaya olanak taniyan ylizeyin genis olmasini sag-
lar. Transmisyon elektron mikroskopi ile melanin partikillerinin 40-100 nm boyutlarin-
da, ortalama olarak 76 nm oldugu belirlenmistir. Hiicre duvar melanini 2-5 tabakadan
olusmaktadir. Tabakanin kalinhgr hiicre yaslanmasiyla birlikte artmaktadir. L-DOPA varli-
ginda, C.neoformans hucrelerinin 10 gun sureyle enzim, denatiran, kloroform ve sicak
asitle muamele edilmesiyle izole edilen melanin partikillerinin, niikleer manyetik rezo-
nans kriyoporometrisi, az sayida, yaklasik 30 nm capindaki porlara ek olarak, 1-4 nm ca-
pinda porlarin da bulundugunu gostermistir. Melanin baglayan antikorlarla yapilan kri-
yoporometri calismalari, genis porlarin daha icte yer aldigini ortaya koymustur. Maya
hicresinin yaglanmasiyla porlarin capi kiicilmektedir. Melanin granilleri arasindaki dar
aciklik amfoterisin B ve kaspofungin gibi biytk molekiillerin gecisini engelleyebilmekte
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veya azaltabilmektedir. Azoller ve flusitozin daha kiiciik molekiller oldugu icin, melani-
zasyonun hiicre icine girislerinde engel teskil edemedigi diistiniilmektedir'-3.

immiinolojik Mekanizmalar

Melaninler immunolojik olarak aktif bilesiklerdir. Saflastiriimis kriptokokal melaninin
farelere enjeksiyonu sonucunda antikor yaniti olusur''. Melaninin kullanildigi kati faz
ELISA yonteminin gelistiriimesiyle bu calismalar kolaylastirimistir ve melanin baglayan
monoklonal antikorlarin tanimlanmasinda kullanilmistir??-32, Deneysel kriptokokozda
melanine karsi antikorlar gelismektedir?3. C.neoformans melanini, alternatif kompleman
yolagini aktive etmektedir33. C.neoformans’tan izole edilen melanin partikiillerinin fare
peritonuna enjeksiyonu, karaciger, dalak ve akcigerde granilom olusumuyla sonuglan-
mig; melanin partikilleri etrafinda yabanci cisim reaksiyonuna benzer bir granilomatoz
inflamasyon olusmustur®3. Bu gozlemler, fungal melaninin saglkli bir farede siddetli enf-
lamatuvar reaksiyon olusturabilecegini gostermistir. Melaninin konak enzimleri tarafin-
dan parcalanamayan bir yabanci cisim gibi davrandigi tahmin edilmektedir. C.neofor-
mans ile enfeksiyon sirasinda dokulara yayilan kapstiler polisakkaritin inhibitor etkisi ne-
deniyle inflamatuvar reaksiyon daha az siddetlidir>*. Bununla birlikte, kronik ve latent
enfeksiyonlardaki C.neoformans hiicreleri, melanin partikillerinde gozlendigi gibi, gra-
niillomlarla cevrelenmistir3®. Dokulardaki maya hicrelerinin hiicre duvarlarindaki parca-
lanamayan asiri reaktif materyal, enfeksiyon sirasinda potent bir immin moddlator ola-
rak gorev yapabilir. Aslinda, latentlik ve graniilom olusumuyla iliskili patojen mantarlarin
cogunlugu melanin olusturur. Hiicre duvari ile iligkili melaninin, dokuda parcalanama-
yan, sindirilemeyen bir yabanci cisim gibi davrandigi ve ayni zamanda da siddetli enfla-
masyonu stimdile ettigi dustintilmektedir?.

SONUC

Melaninden yoksun C.neoformans suslar hipovirulandir, fakat canliigini surdurebil-
mektedir. Yapilmis olan calismalar, melaninin C.neoformans’ta canhhgin strdirilmesin-
de degil, konakta hasar olusturulmasinda gerekli bilegsen olarak tanimlanan virtilans fak-
torii tanimini karsilayabildigini gostermektedir?36. C.neoformans, melanizasyonun mik-
robiyal patogenezdeki 6neminin anlasilabilmesi icin 6nemli bir 6rnek olusturmaktadir.
Melaninin mikrobiyal virtilanstaki roltiniin aciklia kavusturulmasi, melanin polimerizas-
yonunun inhibisyonunu hedefleyen tedavi ve/veya profilaksi yaklagimlarinin gelistirilme-
sine olanak taniyabilmesi acisindan 6nem ta§|maktad|r1'6.
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